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Synthese von enantiomerenreinen o-Methano-
prolinen und w-Methanopipecolinsiuren
durch eine neuartige Cyclopropanierung:

die ,,Einebnung** von Prolin**

Stephen Hanessian,* Ulrich Reinhold und
Gabriella Gentile

Prolin nimmt in der Reihe der natiirlichen Aminosiuren, die
als Bestandteile von Proteinen in Sdugetieren vorkommen, eine
bedeutende Position ein.[*) Als Teil einer Peptidsequenz fiithrt
die einzigartige Prolinstruktur zu sekundiren Amidbindungen,
die entscheidende Auswirkungen auf Konformation und Funk-
tion haben.!?! So ist die bekannte cis-trans-Isomerie der Konfor-
mation der Amidbindung in Prolylamiden mit biologischen
Phidnomenen und Funktionen von lebenswichtiger Bedeutung
verkniipft, z. B. Proteinfaltung,’® Hormonregulation,[*! biologi-
sche Erkennung!® und transmembrane Signaliibertragung.!®’
Die Wichtigkeit der cis-trans-Isomerisierung zeigt sich in der
Rolle, die Peptidylprolyl-Isomerasen wie die Immunophiline bei
der Immunregulation spielen.!”! Prolin hat auch als Baustein
von Therapeutika,® im Wirkstoffdesign'®! und bei Enzymakti-
vititsuntersuchungen % herausragende Bedeutung.

Konformativ eingeschrankte Prolinanaloga wurden bisher im
Rahmen der Peptidmimetikaforschung untersucht.!*!! Im Ge-
gensatz zu 2,3- und 3,4-Methanoprolinen!!2 13 ist {iber 4,5-Me-
thanoproline wenig bekannt.'!*! Strukturuntersuchungen, die
sich mit den Auswirkungen von Spannung in solchen Verbin-
dungen und deren Effekte auf die Konformation und Stabilitét
der Amidbindung beschéftigen, wurden noch nicht durchgefiihrt.
Dabei ist besonders der Vergleich mit Prolin von Interesse.

Wir berichten hier liber hochstereokontrollierte Synthesen
von diastereomeren 4,5-Methano-L-prolinen und 5,6-Methano-
L-pipecolinsduren durch eine neuartige intramolekulare Cyclo-
propanierung von Iminiumionen und die Ubertragung dieser
Methode auf Analoga.!*5 16!

Umsetzung des einfach zuginglichen Lactams 1M7# mit Li-
thiumhexamethyldisilazid (LIHMDS) und Me,;SnCH,I fiihrt
zu den a-alkylierten Produkten 2, [o], = —153 (¢ =0.43 in
CHCly), und 3, [a], = —16.0 (¢ =1.23 in CHCl,), in 63 bzw.
23% Ausbeute (Schema 1). Das syn-Isomer 3 war leicht tliber
das von 2 gebildete Enolat und anschlieBende Umsetzung mit
2,6-Di-tert-butylphenol als Protonenquelle erhiltlich.![*8- 19

Generierung des Halbaminals ausgehend von 2 und Reaktion
mit Trifluoressigsdure (TFA) fiihrt zum (4R,5R)-Methanopyr-
rolidin 4, [a], = — 69.3 (¢ =1.41 in CHCl,), das problemlos zu
5 entschiitzt wird. Oxidation von 5 ergibt das kristalline
(4R,5R)-Methano-N-Boc-L-prolin 6 in exzellenter Gesamtaus-
beute.

Eine dhnliche Umsetzung des syn-Isomers 3 iiber das Methyl-
aminal 7 ergibt die diastereomere, kristalline Aminosdure 8. Die
Struktur und Konformation von 6 und 8 im Kristall wurde
durch Rontgenstrukturanalyse der Einkristalle bestimmt. In
Tabelle 1 ist eine Ubersicht ausgewihlter Diederwinkel der Ver-
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LiHMDS, THF  MegSn—, MezSn

-78°C, dann 7

I

0 rél Me3SnCH,l 0™y 0PNy
0C OR -30°C Boc OR Boc OR
1 2, 63% 3, 23%
R =TBDPS 74%
1. LIHMDS, THF

2. 2,6-Di-tert-butylphenol, ~78°C

1. LiEtsBH, THF . RuCls, NalO,
2. TFA, CH,Clp "-'.A_>\’ CCI/CHZCN/H,0 “,
N

2 —%%a ’ N TeoH
%, Boc 9 Boc
+14%, 5 OR 5%
4 (R = TBDPS) 6
Bu,NF, THF, 90% [ 5 Rk Schmp.133-134°C
= falp = ~200.0
(¢ =1.0in CHCIy)
1. LIEL,BH, THF MesSn 1. TFA, CH,Cl,
2. MeOH, CSA (79%) QCO
3 — [E——— oH
3.BuNF/AcOH ~ MeO™ >y 2. RuCly, NalO,, Noc
THF 83% Boc oy 550'4/((7”1*%(;“/
7 8
Schmp. 128-129°C
[op=-9.7

(¢ = 1.0 in CHCly)

Schema 1. TBDPS = (BuPh,Si, TFA = Trifluoressigsdure, Boc = tert-Butoxycar-
bonyl, CSA = Campbher-10-sulfonsiure.

Tabelle 1. Ausgewihlte Diederwinkel 7 [°] und mittlere Auslenkung [A] der die
Pyrrolidin-Ringebene definierenden Atome und chemische Verschiebungen der
13C-NMR-Signale (CDCl,).

N-Boc-L-prolin [20] 6 8
©(NC,) -17 —56 —14.4
(C.Cp) +31 +4.8 +153
(C,C,) ~35 —-2.6 —~11.4
1(C,Cy) +24 —-0.7 +2.9
(C,N) —4 +4.1 +7.6
1(BocNC,CO,H) ~72 —64.0 —67.1
mittl. Ausl. der 0.018 0.003 0.013
def. Atome C,N,G;, C, Cy, C,, G N G, C,, G N

(cis/trans) S(cis/trans) cis/trans)
COOH 178.35/176.60 177.7/175.5 179.1/176.1
NC=0 153.95/155.39 157.1/154 155.7/154.1
C, 58.8 60.8/60.1 59.5/59.1
C, 30.75/29.53 320 31.5/29.1

bindungen 6 und 8 wiedergegeben, die eine betrdchtliche
,.Einebnung** des Pyrrolidinringes verglichen mit dem von N-
Boc-L-prolin,?°! insbesondere bei 6, aufweisen.

Die Einebnung des Pyrrolidinringes in 6 findet ihren Nieder-
schlag in der Auslenkung von 0.003 A des C;- und N-Atoms von
der durch C;, C,, C, und N definierten Ebene. Der entsprechen-
de Wert in 8 betrégt 0.013 A. Die kleinste Auslenkung aus der

1954 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1997

C..N,C;,C,-Ebene ergab sich im Falle des N-Boc-geschiitzten
Prolins mit 0.018 A fiir die Atome C,und C,, wihrend C, deut-
lich oberhalb dieser Ebene liegt (0.521 A). Dies weicht erheblich
von den Verhdltnissen in 6 und 8 ab, bei denen das carboxylsub-
stituierte Kohlenstoffatom auBerhalb der Ebene liegt (0.082 A
bzw. 0.235 A).

Die Intermediate 2 und 3 konnten ebenso fiir eine weitere
stereokontrollierte Verzweigung eingesetzt werden. Diese fiihrte
zum a-C-Allylderivat 9 und nach selektiver Reduktion und sidu-
rekatalysierter Destannylierung zu der verzweigten 4,5-Metha-
no-L-prolin-Vorstufe 10, [¢], =+ 4.3 (c=0.72 in CHCL,)
(Schema 2). Umsetzung von 2 mit Allylmagnesiumchlorid und

N SnMeg \_
1. LIHMDS, THF ', 1. LiEt;BH, THF
2. Allylbromid 2. TFA, CH,Cl,
23 —— =
57 % N 62 % N
Boc OR Boc OR
R = TBDPS 9, trans/cis >20:1 10
1. AllyIMgCl, THF, -78°C
0 2. TFA, CH,Cl, “
. > X N
50% Boc OTRDPS
1
Schema 2.

anschlieBender Cyclopropanierung mit Trifluoressigsaure flihr-
te zum (S)-5-(2-Propenyl)-4,5-methano-L-prolin-Derivat 11,
[a]p = — 27.0 (¢ = 0.57 in CHCL,), unter Isomerisierung der ter-
minalen Doppelbindung. Die Verbindungen 10 und 11 sind ein-
zigartige funktionalisierte Vorstufen von konformativ starren
w-Methanoprolinen. v
Die Vielseitigkeit und generelle Anwendbarkeit der intramo-
lekularen Carbocyclisierung mit Trimethylstannylalkylsubsti-
tuenten iiber Iminiumionen kann anhand der Synthese bicycli-
scher Prolinanaloga demonstriert werden. Diese Verbindungen
interessieren im Zusammenhang mit dem Blutdrucksenker Ra-
mipril?" (Schema 3). Eine hochdiastereoselektive Allylierung

1. LIHMDS, THF MeySrH MesSn—.),
2. Allylbromid y hv »
1 —
87% o% 8% oﬂ(_r}\'
Boc oR Boc OR
R=TBDPS 12, trans/cis >40:1 13
1. LIEt3BH, THF
2. TFA, CH,Cl,
3. BuyNF, THF ( CrOyH,S0, [1
" e N C02H
o 83%
72% Boc o Boc
14 15

Schema 3.

der enolisierten Verbindung 1 fiihrte zu 12, [o], = — 45.0
(¢ =1.0in CHCl,), das nach photoinduzierter Trimethylstanny-
lierung!?#! 13, [o], = — 23.6 (¢ = 0.92 in CHCl,), ergab.

Die Bildung des Halbaminals, anschlieBende sdurekatalysier-
te Cyclisierung und Entfernung der Schutzgruppen fithrte zum
bicyclischen Prolinolderivat 14, [o], = —97.3 (¢ =1.38 in
CHCI,). AbschlieBend lieferte eine Oxidation unter Jones-Be-
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dingungen die direkte Vorstufe (4R,5R)-15 eines Ramipril-Dia-
stereomers, Schmp. 61-63°C, [a], =—126.7 (¢ =046 in
CHCL,).

Weiterhin ist es von Interesse, die Verbindungen 6, 8, 10 und
11, als Vorstufen fiir gespannte Analoga oder L-Pipecolinsdure-
vorliufer anzusehen. Eine Ubertragung der Cyclopropanierung
auf Pipecolinsdureanaloga wird in Schema 4 gezeigt. Trime-

1. TBDPSCI 1. LIHMDS, THF, -78°C
2. Boc,O 2. Me3SnCH,t, -20°C
—_— :
o ” 78% 0 goc 77%
OH OR
16 17

R =TBDPS
SnMe; 1. LiEt3BH, THF 1. BuyNF, THF
“n, 2.p-TolSOzH . 2. RuClg, NaiOy4
CH,Cl,/MeOH by CCl,/CH,CN/H,0
N —_— N —_——
Boc 90% Boc 65%
OR OR

18, trans/cis =14:1

o]
™
i,

N~ TCOyH
Boc

21, Schmp. 138-140°C
lalp =—105.2 (¢ =1.18 in CHCl)

1. LIHMDS, THF, -78°C SnMe; 1. LIELBH, THF
2. 2,6-Di-tert-butylphenol 2. MeOH, CSA
-100°C 3. Bu,NF/ACOH, THF
18 —_— —_—
92% 0 goc 83%
19, trans/cis = 19:1
SnMes 1. p-TolSO4H, MeOH/
CH,Cl, (42%) <1
—_—
2. RuCl,, NalO,,CCl,/
MeO™ "N CHLCN/H,0 (60% N "COM
Boc 3 20 (60%) Boc
OH
22 23, Schmp. 79-81°C
{alp = +126.7 (c = 0.4 in CHCl)
Schema 4.

thylstannylmethylierung des Lithiumenolates des leicht zuging-
lichen Lactams 17!23! lieferte das anti-Isomer 18. Reduktion
zum Halbaminal und siurekatalysierte Cyclisierung fiithrte zu
20, [¢]p = — 56.0 (¢ =1.02 in CHCl,). Entfernen der Schutz-
gruppe und Oxidation ergab die kristalline (5R,65)-Methano-
N-Boc-L-pipecolinsdure 21, Schmp. 138—-140°C, [a], = —105.2
(¢ =1.17 in CHCl,). Epimerisierung von 18 zum syn-Isomer 19
durch diastereoselektive Protonierung und anschlieBende
Transformation der funktionellen Gruppen wie oben beschrie-
ben fiihrte zur kristallinen diastereomeren (55,65)-Methano-N-
Boc-pipecolinsdure 23; Schmp. 79-81°C, [o], =—126.7°
(¢ = 0.40 in CHCl,). Die Struktur der kristallinen geschiitzten
Aminosdure 21 wurde zweifelsfrei durch Réntgenstrukturana-
lyse bestimmt. Die Prolinderivate 6 und 8 nehmen im festen
Zustand eine cis-N-Boc-Prolin-Orientierung ein (Tabelle 1), die
entsprechende 4,5-Methanopipecolinsdure 21 zeigt dagegen eine
trans-Orientierung (Schema 4). Das Auftreten der cis/trans-Iso-
merie von 6 und 8 in CDCI, wurde, wie im Falle des N-Boc-L-
prolins, durch die entsprechenden chemischen Verschiebungen
der '*C-NMR-Signale nachgewiesen.

Pipecolinsdure ist ein wichtiger Bestandteil der Immunsup-
pressiva FK-5061241 und Rapamycin,'?*! deren «-Ketoamidein-
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heit maBgeblich an den aktiven Enzym-Substrat-Komplexen be-
teiligt ist.[*®) Sie ist ebenso in den Metabolismus von L-Lysin,
einer essentiellen Aminosdure fiir Sdugetierwachstum und -ent-
wicklung, eingebunden.’*”? Funktionalisierte Pipecolinsiuren
werden auch als konformativ eingeschriankte Analoga von Ly-
sin angesehen. Diese werden in der Wirkstoffentwicklung, in der
Untersuchung von Peptidmimetika!?®! sowie zur Inhibierung
der L-Pipecolat-Oxidase eingesetzt.*”!

Der Ersatz von L-Prolin und L-Pipecolinsdure durch Derivate
mit konformativ verdnderten Ringen, reprisentiert durch die in
dieser Arbeit beschriebenen Methano-Analoga, kénnte wichtige
Auswirkungen in der biologischen Erkennung, in der cis-trans-
Konformationsdnderung, in der Stabilitit der sekundiren
Amidbindung gegeniiber enzymatischer Spaltung und in ver-
wandten Prozessen und Phianomenen haben. Uber diesbeziigli-
che Untersuchungen wird zu gegebener Zeit berichtet werden.
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Eine Methode zur In-vitro-Selektion ohne
eingeschobene Amplifikationsschritte **

Joseph Smith und Eric V. Anslyn*

Aptamere fiir medizinisch wichtige Targets sind potentielle
Leitstrukturen fiir Wirkstoffe.!!! Bislang sind die Verfahren zur
Selektion solcher Aptamere meist auf unmodifizierte DNA und
RNA beschrinkt, weil Polymerasen die meisten chemisch modi-
fizierten Mononucleotide nicht tolerieren und daher das Selek-
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tionsverfahren beim Einbau solcher Nucleotide bereits nach ei-
ner Amplifikationsrunde abbricht.”?! Wenn die modifizierten
Nucleotide allerdings nicht Teil der Zufallsregion sind, die nach
jeder Selektion durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ver-
vielféltigt wird, storen sie die Amplikation nicht. Jedoch miiBten
bei einer solchen Methode die modifizierten Oligomere nach
jeden Selektionscyclus erneut in die Bibliothek eingefiihrt wer-
den, wodurch das Verfahren sehr mithsam wiirde. Diese Ein-
schrinkung lieBe sich umgehen, wenn nicht jedem Selektions-
cyclus eine Amplifikation folgen wiirde, sondern statt dessen die
Zufallsregion nur einmal nach der letzten Selektionsrunde am-
plifiziert wiirde. Wenn die Region mit den modifizierten Nucleo-
tiden von der Zufallsregion durch einen PCR-Primer getrennt
wire (Schema 1), konnte das erfolgreiche Aptamer in dhnlicher

modifizierte(s) Primer- Primer-
Nucleotid(e)  bereich Zufallssequenz bereich
_ I L 1

Schema 1. Aufbau der verwendeten DNA-Aptamere (schematisch).

Weise resynthetisiert werden wie die urspriingliche Bibliothek.
Kédme man bei solch einer wiederholten Selektion ohne zwi-
schengeschaltete Amplifikation aus, kdnnte man hochaffine
Aptamere in einem Bruchteil der Zeit gewinnen, die man norma-
lerweise fir eine In-vitro-Selektion bendtigt. Auch wenn wir hier
nicht auf die Verwendung modifizierter Nucleotide eingehen,
werden wir doch drei notwendige Voraussetzungen fiir die In-
vitro-Selektion ohne zwischengeschaltete Amplifikation disku-
tieren und ihre Tauglichkeit nachweisen.

Drei Minimalbedingungen miissen erfiillt sein, um ein In-
vitro-Screening von Oligonucleotid-Bibliotheken ohne Amplifi-
kation durchfithren zu kénnen. Erstens muf3 die Zahl der Ko-
pien der ligandenbindenden Sequenzen groB genug sein, um
wiederholte kleine Verluste wihrend des gesamten Prozesses
verkraften zu kénnen. Zweitens muf3 das Signal/Rausch-Ver-
héltnis (also das Verhiltnis ligandenbindender zu unspezifisch
bindenden Sequenzen) mit jedem Selektionscyclus zunehmen,
bis das Rauschen vollstindig unterdriickt ist. Da das Signal
nicht verstarkt wird, muB es gelingen, das Rauschen schrittweise
zu verringern, bis das Signal stirker ist als das Rauschen. Und
drittens muB3 die Amplifikation nach dem letzten Selektionscy-
clus so effektiv sein, daf durch die Polymerasen geniigend Ko-
pien von den wenigen verbleibenden Molekilen hergestellt wer-
den, um die Sequenzen zu identifizieren. Als ersten Test dieses
Konzeptes haben wir ein schrittweises Screening nach ATP-bin-
denden Aptameren ohne Amplifikation durchgefiihrt. Wir ver-
wendeten ATP, welil es schon als Zielmolekill verwendet worden
war®! und wir so das Ergebnis unserer neuen Methode zur
In-vitro-Selektion mit bekannten Daten vergleichen konnten.
Die einzelnen Schritte dieser Methode sind in Abbildung 1 sche-
matisch dem bisherigen Verfahren gegeniibergestellt.

Die erste Bedingung fiir eine rekursive Selektion ohne Ampli-
fikation wurde mit der Synthese einer Bibliothek von DNA-Oli-
gonucleotiden mit einer 18 Nucleotide langen Zufallsregion er-
fillt;* diese enthielt nach Markierung und Reinigung ca.
17800 Kopien pro Einzelsequenz. Sechs Selektionscyclen ohne
zwischengeschaltete Amplifikation wurden durchgefithrt (sieche
,,Experimentelles).

Wie bereits bei der zweiten Bedingung erwihnt, ist die Reduk-
tion des Rauschpegels von iiberragender Bedeutung fiir den
Erfolg des Experiments. Daher wurden die radioaktiven Zer-
félle pro Minute (cpm) nach jedem Selektionscyclus gemessen,
um den Fortschritt der Prozedur sichtbar zu machen (Ta-
belle 1). Die urspriingliche Bibliothek hatte eine Aktivitdt von
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