ZUSCHRIFTEN

intensivere, wobei das Verhéltnis von 5:3 (2) bis >10:3 (3)
variiert. Alle Spektren kénnen gemdB der excitonischen Deu-
tung des CD-Spektrums von BR-Pigmenten!'?! in zwei Anteile
zerlegt werden: in einen einphasig positiven (negativ bei 6), der
in Form und Lage mit dem Absorptionsspektrum iiberein-
stimmt und der durch den verdrillt eingelagerten Farbstoff oder
die Wechselwirkung zum Protein hervorgerufen wird, sowie ei-
nen zweiphasig konservativen Anteil, der aus der Wechselwir-
kung der Chromophoranregungen untereinander resultiert.!'#

Untersuchungen zur photochemischen Aktivitit mit der
Blitzphotolyse ergaben, daf3 sich die neu hergestellten Pigmente
deutlich anders als BR verhalten. Im Zeitbereich aller nach pho-
tochemischer Bildung des Primirintermediats K im Dunklen
ablaufenden kinetischen Prozesse im BR-Photocyclus (ca.
100 ns bis 10 ms) ist fiir keine der Cyaninverbindungen eine
Verdnderung der Grundzustandsabsorption nachweisbar. Al-
lerdings konnten bei den BR-Derivaten 4 und 5 durch Lichtab-
sorption bisher unbekannte thermisch kontrollierte Konforma-
tionsdnderungen induziert werden (gezeigt am Beispiel des
BR-Derivats 4, Abb. 3): Schmalbandige Langzeitbelichtung des
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Abb. 3. Photochemisches Verhalten des aus 4 und BO gebildeten Pigments. Kur-
ve 1: Absorption nach vollstindiger Rekonstitution, direkt vor Belichtung; Kur-
ve 2: nach 10 min Belichtung; Kurve 3-8: wie bei Kurve 2, gefolgt von 2, 4, 6, 7, 8
bzw. 20 h Dunkelinkubation. Es ist zu beachten, daB die Kurve 8 bereits die thermi-
sche Ruckreaktion wiedergibt.

Ausgangszustands (4,,,, = 698 nm, Kurve 1) unter Verwendung
eines Interferenzfilters (4,, = 6544 10 nm) fiir ca. zechn Minuten
filhrt zunichst zu einer kaum wahrnehmbaren Anderung der
Absorption im Bereich des Maximums (Kurve 2). Infolge dieser
photochemischen Reaktion kommt es zu sehr langsam ablau-
fenden, thermisch getriebenen Umwandlungen. Im Verlauf
mehrerer Stunden nimmt im Dunkeln die Absorption im Be-
reich des Ausgangszustands bei 698 nm ab, wihrend gleichzeitig
— unter Ausbildung eines isosbestischen Punkts — eine Absorp-
tionszunahme um 654 nm zu beobachten ist (Kurven 3-7). Die
Bildung der kiirzerwellig absorbierenden Form ist nicht voli-
stindig, sondern wird im Verlauf einer mehrtégigen Dunkelin-
kubation durch eine noch langsamere Reaktion iiberlagert,
durch die die urspriinglich bei 698 nm absorbierende Spezies
anteilig wieder hergestellt wird (Kurve 8). Diese Vorginge sind
eindeutig photoinduziert, wie die Dunkelinkubation (ohne vor-
herige Belichtung) einer identischen Probe fiir den Beobach-
tungszeitraum ergab. Eine derartige Probe zeigt keinerlei Verin-
derung der Absorptionen, so daB sich thermisch einstellende
Gleichgewichte vorhandener E,Z-Isomere als Ursache ausge-
schlossen werden kénnen. Zur Erklarung dieser Vorgénge schla-
gen wir vor, daB} die Belichtung dieses Cyaninfarbstoffs mit
geringer Quantenausbeute zur Bildung eines nahezu identisch
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absorbierenden Isomers fiihrt, das allerdings in der Proteinbin-
dungstasche eine sterisch ungilinstige Konformation einnimmt,
so daf} es in einer langsamen thermischen Folgereaktion zur
Bildung eines neuen Zustands mit hypsochromer Absorption
kommt. Diese Spezies stellt sich mit einer extrem langsamen
Kinetik mit dem Ausgangszustand ins Gleichgewicht. Weiter-
fiihrende Untersuchungen, durch die, wie fiir andere, modifi-
zierte Chromophore bereits berichtet, auch deutlich schneller
ablaufende photochemische Prozesse charakterisiert werden
kénnen,'>~ ' werden derzeit durchgefiihrt.

Eingegangen am 4. November 1996,
verdnderte Fassung am 11. April 1997 [Z 9716]
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Synthese eines neuartigen stabilen
GM;-Lacton-Analogons als Hapten fiir eine
mogliche Immunisierung gegen Krebs**

Lutz F. Tietze* und Holger Keim

Professor Waldemar Adam zum 60. Geburtstag gewidmet

Neben Proteinen und Lipiden sind Kohlenhydrate wesentli-
che Elemente der Zelloberflidche, unter denen Ganglioside einen
groflen Anteil ausmachen. Sie sind mit dem Ceramidteil in der
Lipiddoppelschicht der Membran verankert, wihrend der Koh-
lenhydratanteil an der AuBlenseite exponiert ist. Ganglioside
spielen eine wichtige Rolle bei der Zell-Zell- und der Zell-
Matrix-Erkennung und sind fiir das Zellwachstum bedeutsam,
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da sie mit vielen Wachstumsrezeptoren, z. B. mit dem Epider-
mal-Growth-Factor-Rezeptor,!!! wechselwirken. Das GM,;-
Gangliosid ist das kleinste Gangliosid und zugleich auch das in
menschlichen und tierischen Geweben am weitesten verbreitete.
Es wurde in Hirn- und Nervenzellen sowie in den Zellmembra-
nen von Melanom- und Leberkarzinomzellen in erhdhter Kon-
zentration gefunden.!” Immunisierungsversuche mit monoklo-
nalen Antikorpern deuten allerdings darauf hin, daB nicht das
GM,-Gangliosid, sondern seine Lactonform 1 das eigentliche
tumorassoziierte Antigen ist.®! So wurde eine stark erhoéhte
Dichte des GM;-Lactons auf Melanomzellen gefunden und die
Existenz eines Grenzwertes nachgewiesen, bei dem der Antikor-
per die Zelle erkennt.') Das bisher zur Gewinnung von Antikor-
pern verwendete GM,-Gangliosid-Lacton®! und -Lactam®™!
sind allerdings unter physiologischen Bedingungen nicht hydro-
lysebestindig. Daher besteht grofes Interesse, hydrolysestabile
Analoga von 1 zu entwickeln und damit ein genau definiertes
Immunogen fiir die Immunisierung zur Verfiigung zu stellen.
Hier beschreiben wir die Synthese des hydrolysestabilen GM ;-
Gangliosid-Lacton-Analogons 2 mit einer Ethergruppe.

OH
OH

Bei der Synthese von 2 wurde zundchst versucht, das Tri-
saccharid 3! mit freien Hydroxygruppen an C-2' und C-4’,
das aus Glucose, Galactose und Neuraminsidure nach bekann-
ten Verfahren selektiv aufgebaut wurde, mit 1,8-Diazabicy-
clo[5.4.0lundec-7-en (DBU) in Dichlormethan zum C-2'-Gal-
Lacton 5 zu cyclisieren (Schema 1). Man erhielt hierbei jedoch
durch Reaktion der freien Hydroxygruppen die beiden mog-
lichen Lacton-Isomere in 86% Ausbeute als nicht trennbares
Gemisch im Verhéltnis 1.7:1. Die sdurekatalysierte Umsetzung
des partiell entschiitzten Trisaccharids 4, die fiir das isolierte
GM,-Gangliosid bereits beschrieben wurde,!”! lieferte dagegen
selektiv das gewiinschte GM,-Gangliosid-Lacton § in 57%
Ausbeute. Zur Uberfithrung von 5 in das Analogon 9 wurde
zunichst zu 6 peracetyliert und anschlieend die Lacton-Funk-
tionalitit unter Bildung des Lactols 7 reduziert, das in das
Thiohalbacetal 8 iiberfithrt wurde. Hydrogenolytische Abspal-
tung der Thiolgruppe vollendete die Sequenz. Fiir die Reduk-
tion der Carboxygruppe erwies sich das Red-Al-Derivat
Na[AIH(OCH,CH,0OCH,),OFt]J® als das beste Reagens, das 7
unter Erhaltung der Acetylgruppen in 80% Ausbeute lieferte.
Die Umsetzung mit Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL) fiihr-
te liberwiegend zu desacetylierten Produkten, und LiBH, sowie
NaBH, gaben erwartungsgemdB hauptsichlich die entsprechen-
den unerwiinschten Diole. Die Uberfiihrung des Halbacetals in
7 in die Ether-Funktion in 9 erwies sich hauptsichlich wegen der
geringen Reaktivitdt der Hydroxygruppe als ausgesprochen
schwierig und hétte fast zu einem Scheitern des Projektes ge-
fithrt. Bei allen Versuche, die Hydroxygruppe direkt reduktiv zu
entfernen, z. B. mit Triethylsilan und Bortrifluorid-Etherat,
wurde die glycosidische Bindung an C-1 gespalten. Auch die
naheliegende Uberfilhrung in ein O,S-Acetal scheiterte zu-
nichst. Es gelang zwar, die Hydroxygruppe durch Uberfithrung
in das Acetat oder Trichloracetimidat nach Standardmethoden

Angew. Chem. 1997, 109, Nr. 15 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1997

Y
0] 9 HEN (CHo) 16CHa
o\/\r\/mwmma

in sehr guten Ausbeuten zu aktivieren, bei der nachfolgenden
Reaktion mit Thiophenol in Gegenwart von Bortrifluorid-
Etherat oder Trimethylsilyltriflat (TMSOTY) kam es jedoch zu
einer Konkurenzreaktion an C-1 der Glucose unter Bildung der
Dithiophenylglycoside. Erst durch Umsetzung mit jeweils fiinf
Aquivalenten Bispyridiniumdisuifid und #-Tributylphosphan™!
gelang die gewiinschte Transformation des Lactols. Bemerkens-
werterweise wurde hier nicht das erwartete S-Pyridylderivat,
sondern das freie Thiohemiacetal 8 durch Uberreduktion in
71% Ausbeute erhalten. Die nachfolgende Umwandlung zum
acetylgeschiitzten GM,-Lacton-Analogon 9" erfolgte durch
Hydrierung mit H, und Raney-Nickel unter gleichzeitiger Ab-
spaltung der Benzylgruppen in ausgezeichneter Ausbeute von
85%. Der Bewetis fiir das Vorliegen des Ethers 9 lie sich NMR-
spektroskopisch durch *H-'H-Korrelation erbringen. Man fin-
det zwei Dubletts bei § = 3.44 und 3.89 mit jeweils 2J(H,H) =
11.5 Hz, die den beiden geminalen Protonen an C-1" zugeordnet
werden.

Zur Uberfithrung von 9 in das vollstindige GM,-Gangliosid-
Lacton-Analogon 2 wurde die Schutzgruppe an C-1 durch Um-
setzung mit Trifluoressigsdure in Dichlormethan entfernt (Sche-
ma?2). Leider fand hierbei zu ca. 17 % eine Epimerisierung an
C-2 der Neuraminsiure zum thermodynamisch stabileren f-
Anomer statt, das allerdings erfreulicherweise auf der Stufe von
10 leicht chromatographisch (Kieselgel) abgetrennt werden
konnte. Die Unterscheidung der beiden Anomere gelingt durch
Vergleich der "H-NMR-Signale fiir 3"-H,, mit 6 = 2.50 fiir das
a-Anomer und 1.96 fiir das f-Anomer. Lewis-Sduren wie Bortri-

3:R1=Me, R2=Ac, R3=Bz
4:R1,R2,R3=H

Schema 1. a) NaOMe, MeOH, 30h, RT; b) HOAc, 3d, RT, 57% (zwei
Stufen); ¢) Ac,0, Pyridin, 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP), 14 h, RT, 94%;
d) Na[AIH(CH,OEt),0Et], Toluol, —55°C, 1h, 80%; €) 5Aquiv. (PyS),,
5 Aquiv. nBu,P, CH,Cl,, 3d, RT, 6 h Riickflu}, 71 %; f) Raney-Nickel, EtOH, H,
(1 atm), 30 h, RT; g) Ac,0, Pyridin, DMAP, CH,Cl,, 14 h, RT, 85% (zwei Stufen).
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10:RT=Ac, R2=Bz, R3 =N,
11: Rt = Ac, R2 = Bz, R3 = NHC(Q)(CHz)1sCH3
2:R1, R2 = H, R3 = HNHC(O)(CHa)16CH3
Schema 2. a) CF,COOH/CH,Cl, (2/1), 30 min, RT; b) 30 Aquiv. CCl,CN, DBU,
CH,Cl,, 1h, 0°C, 93% (zwei Stufen); ¢) CH,Cl,, 3 Aquiv. Azido-Sphingosin,
3 Aquiv. BF;-Et,0, 4-A-Molekularsieb, 1 h, —40°C, 66%; d) 5 Aquiv. NEt,,
5 Aquiv. PhSH, 5 Aquiv. (PhS),Sn, CH,Cl,, 4 h, RT; €) 5 Aquiv. Stearinsiure,
5 Aquiv. EDC, CH,Cl,, 2 h, RT, 73 % (zwei Stufen); f) NaOMe, MeOH, 20 h, RT,
77%.

fluorid-Etherat oder Zinkchlorid zur Abspaltung der Schutz-
gruppe an C-1 fiihrten zu einer fast vollstindigen Epimerisie-
rung, und mit Tetrabutylammoniumfluorid trat keine Reaktion
ein. Zur weiteren Uberfiihrung in das Gangliosid 10 wurde die
Hydroxygruppe an C-1 unter Bildung des Trichloracetimidats
umgesetzt. Die nachfolgende Glycosylierung mit Azido-Sphin-
gosin*'? unter Bortrifluorid-Etherat-Katalyse bei —40°C in
Dichlormethan lieferte in zwei Stunden das Sphingosin-Derivat
10. Dabei wurde unter den Reaktionsbedingungen keine weitere
Epimerisierung beobachtet. Die Reduktion der Azidgruppe in
10 zum entsprechenden Amin gelang in guten Ausbeuten mit
NHEt; [(PhS),Sn]~.1'?! Auch hier waren zunédchst zahlreiche
andere Reagentien wie Triphenylphosphan, 1,3-Propandithiol
und H,S eingesetzt worden, die jedoch zu weit schlechteren
Ergebnissen fithrten. Zum Abschlull der Synthese des freien
GM;-Lacton-Analogons 2 wurde das Amin mit Stearinsdure
unter Zusatz von 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyi)carbo-
diimid (EDC) zum Ceramid 11 umgesetzt, das durch Solvolyse
mit Natriummethanolat in Methano! entschiitzt wurde.

Zur Zeit werden in Zusammenarbeit mit den Abteilungen fiir
Himatologie und Onkologie sowie Immunologie der Universi-
tdt Gottingen die biologische Aktivitit von 2 geprift sowie
Konjugate mit Rinderserumalbumin (BSA) und mit dem Ha-
mocyanin der Schliisselloch-Napfschnecke (KLH) hergestellt
wnd zur Immunisierung eingesetzt.

Eingegangen am 19. Dezember 1996 [Z29907]
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Anomale Verschiebung in den Fluoreszenz-
spektren eines Dendrimers hoher Generation
in unpolaren Losungsmitteln**

Chelladurai Devadoss, P. Bharathi und
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Charge-Transfer(CT)-Zustinde sind durch Absorptions- und
Emissionsspektren mit breiten, nichtstrukturierten Banden ge-
kennzeichnet. Mit zunehmender Polaritdt des Mediums wird die
Emissionsbande gewdhnlich rotverschoben (bathochrome Ver-
schiebung).!!! Dieses Phinomen der Solvatochromie, die Ver-
schiebung des Emissionsmaximums bedingt durch Anderungen
der Polaritidt des Mediums, wurde zur Untersuchung der Nah-
ordnung in Micellen,?) des Hirtungsgrades in Epoxidharzen,'!
der Beweglichkeit von Polymerketten,™! der Struktur von
Poly(ethylenglycol)-Geriisten'*! sowie der Polaritit und Visko-
sitdt einiger biologischer und anderer heterogener Systeme an-
gewendet.!®! Fréchet etal. verkniipften das solvatochrome
Chromophor 4-(N-Benzyl-N-methylamino)-1-nitrobenzol mit
der fokalen Gruppe dendritischer Polyether-Makromolekiile
und studierten die Solvatochromie der Produkte in Abhéngig-
keit von der Generationenzahl.'”! Beim Ubergang von der drit-
ten zur vierten Generation beobachteten sie eine deutliche An-
derung des Absorptionsmaximums in Ldsungsmitteln mit
niedriger Polaritit und ordneten dies dem Ubergang von einer
ausgedehnten zu einer kugelf6rmigen Struktur zu. Eine solche
Anderung der Form entsprach den Ergebnissen ihrer Unter-
suchungen der intrinsischen und der Schmelzviskositiaten dieser
Materialien.’® ®! Diese Befunde sowie frilhere Molekiildyna-
mikrechnungen anderer'* % sprechen dafiir, daB die Dendrimere
mit hoheren Generationenzahlen kompakte, kugelférmige
Strukturen aufweisen, die sich ab einer bestimmten Generation
aus einer offenen, ausgedehnten Form bilden. Wir berichten
hier iiber eine auBergewdhnliche spektrale Verschiebung des
Fluoreszenzmaximums eines CT-Zustands eines Phenylacety-
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