
Dender Zugabe von C6H6 hergestellt werden. Im Falle des PF,--Derivats wurde 
als Losungsmittel CH2CI2 bevorzugt, da aus ihm der Komplex sofort ausfiel. 
2: Zu einer geruhrten Losung von 0.070 g (0.3 mmol) dppn in 10 mL Aceton 
wurde tropfenweise unter N, eine Losung von 0.030 g (0.060 mmol) 
[{Cu(CF,SO,)},] . C6H6 in 5 mL Aceton gegeben (nach Entfernen der Spuren 
von Kupfer(o) aufgrund geringer Zersetzung von [{Cu(CF,SO,)},] C,H6 in 
Aceton). Nach 15 min Ruhren war das dunkelgrune, feste [Cu(dppn),- 
(CF,SO,)] 2 vollstandig ausgefallen (Ausbeute 50% bezogen auf 
Kupfer). - Korrekte C,H,N,Cu-Analysen. MS (FAB', NBA): m/z 531.0 
( [ M  - CF,SO,]+, 30%), 297.0 ([M- CF,SO, - dppn]+, 100%); fur 1 typi- 
sche Peaks geringerer lntensitat (< 5 % )  weisen auf die Umwandlung von 2 in 
1 in geringem MaDe beim Auflosen in der Matrix hin und verhindern den 
Nachweis einer polymeren Natur von 2 durch Detektion von Peaks hoherer 
Masse. IR (Nujol): i [em-'] =1600(s), 1575(w), 1567(w), (Pyridazin); 1287(s), 
1255(s), (S-O)a8ym; 1035(s), (S-O),; 1050(w), 1007(w), 995(w), (Pyridin). ESR 
(Festkorper, Raumtemperatur): 0.1 % Cu(rr)-Verunreinigungen. 
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Retro-inverso-Amidbindungen zwischen 
trifunktionellen Aminosauren * * 
Von Hansjorg Diirr, Murray Goodman und Giinther Jung* 

Professor Ralph Hirschmann zum 70. Geburtstag gewidmet 

Wahrend des letzten Jahrzehnts wurden zahlreiche Modi- 
fikationen am Pepdidriickgrat eingefiihrt, hauptsachlich um 
die Stabilitat von Peptidwirkstoffen gegeniiber Proteasen zu 
steigern[']. Die Erhaltung der wesentlichen Merkmale der 
Primarstruktur ist bei der Retro-inverso-Amidbindung['] ge- 
geniiber allen anderen Abwandlungen von Vorteil. Die Syn- 
these erfordert eine substituierte Malonsaure und eine 
1 ,I-Diaminoalkylkomponente. Die meisten der bisher publi- 
zierten Retro-inverso-Peptide haben daher keine funktio- 
nellen Gruppen an den Seitenketten der invertierten Teilseg- 
mente. Fur den beabsichtigten Einsatz in der Wirk- 
stoffentwicklung sind jedoch die trifunktionellen Aminosau- 
ren von entscheidender Bedeutung. Wir berichten hier iiber 
die Synthese des ersten partiell modifizierten retro-inverso- 
analogen T-Zell-Epitops des Influenza-Nucleoproteins, das 
konzipiert wurde, um in die Tasche des Major-Histocompa- 
tibility-Complex(MHC)-Typ-I zu passenL3]. Dabei wurde 
erstmals die Amidbindung zwischen den trifunktionellen 
Aminosauren Glutamin und Arginin invertiert, wobei eine 
kombinierte Fliissigphasen-Festphasensynthese eingesetzt 
wurde. 

Wir benutzten [ZJ-Bis(trifluoracetoxy)iod]benzol (TIB), 
auch als Iodbenzolbistrifluoracetat (IBTFA) bezeichnet, fur 
die direkte Synthese der optisch reinen N-Acyl-I ,I-diami- 
noalkane aus ihren Peptidamin-Vorlaufern[2a1. Dieser An- 
satz ist wegen der milden Reaktionsbedingungen und des 
einstufigen Verfahrens zu bevorzugen, doch aufgrund der 
oxidativen Wirkung von TIB sind schwefelhaltige Amino- 
saurenseitenketten und auch Indol- und Phenolringe nur be- 
dingt geeignet. Glutamin und Asparagin reagieren mit TIB 
unter Umlagerung der Seitenkettenamide zu 2,4-Diamino- 
buttersaure bzw. 2,3-Diaminopropionsaure. Diese Hof- 
mann-Umlagerung kann mit TIB auch am polymergebunde- 
nen Peptidamid durchgefuhrt werdenl4I. Die Malonsaure- 
derivate werden iiblicherweise durch Alkylierung von Ma- 
lonsaurediester mit Alkylhalogeniden, die der jeweiligen Sei- 
tenkette entsprechen, hergestellt. 

Der Syntheseweg zum Glutamyl-arginin-pra-retro-inver- 
so-Dipeptid ist in Schema 1 dargestellt. Die Alkylierung von 
Malonsaure-tert-butylethylester 1 rnit (N-Benzyloxycarbo- 
nyl)-3-chlorpropylamin ergibt das ,,Malonsaureester-Orni- 
thin"-Derivat 2. Nachdem die Benzyloxycarbonyl-Schutz- 
gruppe Z hydrogenolytisch abgespalten ist, wird die Gua- 
nidiniumgruppe rnit Amino-imino-methansulfonsaure ein- 
gefiihrtL5]. Das Rohprodukt 3 wird rnit 4-Methoxy-2,3,6-tri- 
methylbenzolsulfonylchlorid (Mtr-Cl) zum gewiinschten sei- 
tenkettengeschiitzten ,,Malonsaureester-Arginin"-Derivat 4 
umgesetztl6I. Dabei wird gleichzeitig, aufgrund der fur die 
Deprotonierung der Guanidiniumgruppe notwendigen 
basischen Bedingungen, der Ethylester verseift und 
m(R,S)Arg(Mtr)-OtBu 417] nach saulenchromatographi- 
scher Reinigung an Kieselgel mit Chloroform/Methanol/ 
Eisessig (85:15:2) in einer Gesarntausbeute von 30% er- 
halten. 

Das racemische Derivat 4 wird rnit Dicyclohexylcarbodi- 
imid (DCC) und I-Hydroxybenzotriazol (HOBt) in Dichlor- 
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Schema 1. Synthese von Pri-retro-inverso-Glutamyl-arginin. a: NaHiDMF, 
- 15 "C bis 22 "C, 1 h;  b: (N-Benzyloxycarbonyl)-3-chlorpropylamin/DMF, 
50 "C, 16 h; c:Pd(C)/H,, Methanol/Eisessig (95:5), 12 h; d:Amino-imino-me- 
thansulfonsaure/Dioxan/lO% Na,CO,aq., 72 h; e :4  N NaOH/Aceton/Mtr-CI, 
2 h;  f H-(~)Glu(Bzl)-NH,/HOBt/DCC/Dichlomethan, 18 h. 

methan aktiviert und an den D-Glutaminsaure-cr-amid- 
y-benzylester (H-(D)G~u(Bz~)-NH,) zum Pra-retro-inverso- 
Dipeptid 5 gekuppelt. Die erhaltenen Diastereomere 5a, b 
konnen an einer Kieselgelsaule rnit Chloroform/Methanol 
(9: 1) getrennt und gereinigt werden. Die Struktur und Rein- 
heit (>98%) von 5a,b wird rnit DC, HPLC, 'H-NMR- 
Spektroskopie und Ionenspray-Massenspektrometrie (IS- 
MS) bestimmtr8]. Das C-terminal freie Pra-retro-inverso- 

H,N-(D)Glu(Bzl)-m(R,S)Arg(Mtr)-OH 6 

H-Thr(fBu)-Arg(Mtr)-Ala-Leu-Val-P 
1 i a  

id 
I e  
V I f  
ig 

H,N-( D)Glu(Bzl)-mArg(Mtr)-Thr(fBu)-Ar~(Mtr)-Ala-Leu-Val-P 
8 [ b.c 

H-gGlu(Bzl)-mArg(Mtr)-Thr(fBu)-Arg(Mtr)-Ala-Leu-Val-P 
9 

H-Thr(fBu)-Tyr(fBu)-gGlu(Bzl)-mArg(Mtr)-Thr(fBu)-Arg(Mtr)-Ala-L~u-V~l-P 
10 

11 
H-Thr-Tyr-gGlu(Bzl)-mArg(Mtr)-Thr-Arg(Mtr)-Ala-Leu-Val-OH 

H-Thr-Tyr-gGln-mArg(Mtr)-Thr-Arg(Mtr)-Ala-Leu-Val-OH 
12 

H-Thr-Tyr-gGln-mArg-Thr- Arg-Ala-Leu-Val-OH 
13 

Schema 2. Synthese des partiell modifizierten Retro-inverso-CTL-Epitops 
des Influenza-Nucleoproteins (P = p-Benzyloxybenzylalkohol-polystyrol-l~o- 
divinylbenzolf. a :  6/DCC/HOBt/Dichlormethan, 36 h;  b: [I,!-Bis(triflu0racet- 
oxy)iod]benzol (TIB)/DMF-H,O (9: l), 3 h; c:N-Ethylmorpholin/DMF, 
5 min; d :  Fmoc-Aminosaure/DCC/HOBt/DMF, 2 h; e:TFA/Thioanisol/Thio- 
kresol/Wasser (82:8:8:2), 2 h; f: NH,/Methanol, -15°C bis 2 2 T ,  
100 h; g:TFA/Thioanisol/Thiokresol/Wasser (82:8:8:2), 4 0 T ,  1 h. AuDer 
m(R,qArg befinden sich alle Aminosiuren in der L-Konfiguration. Die Struk- 
turformel van HIN-(u)Glu(Bzlf-m(R,S)Arg(Mtr) befindet sich in Schema 1 [71. 

Dipeptid 6 wird durch acidolytische Abspaltung des tBu- 
Esters in Trifluoressigsaure (TFA)/DichIormethan/Anisol 
(50:48:2; 1 h) erhalten. 

Das partiell modifizierte Retro-inverso-Killerzell-Epitop 
(CTL-Epitop) des Influenza-Nucle~proteins[~~ kann, rnit 6 
als Baustein, nach der Merrifield-Synthese aufgebaut wer- 
den (Schema 2). Zuerst wird das C-terminale, harzgebunde- 
ne Pentapeptid 7 automatisch an p-Benzyloxybenzylalko- 
hol-polystyrol-1 %-divinylbenzol mit Fmoc-Strategie syn- 
thetisiertfg1. Nach der Ankupplung von Templat 6 wird rnit 
TIB die Hofmann-Umlagerung an 8 durchgefuhrt, um das 
1 ,I -Diaminoglutaminsaure-Derivat 9 zu erhalten. Danach 
wird das Peptidharz sofort gewaschen, neutralisiert und stu- 
fenweise zum vollstandigen Nonapeptid 10 verlangert. Das 
partiell entschiitzte Retro-inverso-Nonapeptid 11 wird rnit 
TFA vom Harz abgespalten. Die Ammonolyse des 1 ,I-Di- 
amino-0-benzylglutaminsaure-Peptids ergibt das 1 ,I-Di- 
aminoglutamin-Peptid 12. Das Endprodukt 13 wird durch 
erneute Behandlung rnit TFA und nachfolgender praparati- 
ver RP-HPLC (Umkehrphasen-HPLC) erhalten. Alle Ver- 
bindungen, mit Ausnahme von 9, wurden mit HPLC, IS-MS 
und Aminosaurenanalyse analysiertrlol. Durch Gaschroma- 
tographie an chiraler Phase konnte keine Racemisierung von 
12 festgestellt werden. Interessanterweise ist das partiell mo- 
difizierte Retro-inverso-CTL-Epitop im in-vitro-Killerzell- 
Test ungefahr 105-fach weniger potent als das natiirliche An- 
tigen, das im picomolaren Bereich wirktrJaI. Derzeit werden 
kompetitive Tests durchgefuhrt, um zu untersuchen, ob die 
Modifizierung am Peptidriickgrat zu einer Blockierung der 
MHC-Spalte fuhrt oder die T-Zell-Rezeptorbindung inhi- 
biert. 
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