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Schicht aufgrund der Verwendung von Niherungswerten fiir den
Brechungsindex der Proteine. An eine Triger-fixierte reine Lipid-
membran adsorbiert nur sehr wenig TR, wie sich aus der gemessenen
Proteinoberfldchenbeladung von weniger als 12 ngcm~2 ergibt.

Da die Einzelkanalleitfihigkeit von OmpF ca. 0.8nS betrigt,!"!
flieBen bei einem Transmembranpotential von 10 mV durch ein Porin
Strome von 8 pA, entsprechend 10® Ionens™!.

Der berechnete kapazitive Widerstand der Schicht bleibt innerhalb
der experimentellen Fehlergrenze konstant. Es wurden keine Leitfa-
higkeitsdnderungen beobachtet, wenn man eine Tréager-fixierte reine
Lipidmembran mit dem R-Fragment inkubierte.

Der Einbau von OmpF in BLMs wurde nach einer Literaturmethode
durchgefiihrt: R. Benz, Crit. Rev. Biochem. 1985, 19, 145-190.
Schwarze Lipidmembranen wurden iiber ein Loch von 0.6 mm
Durchmesser in einer Teflonfolie aus einer Losung von 10 mgmL !
Sojabohnen-Lecithin in Decan gespreitet. OmpF wurde anschlieBend
eingebaut, indem 1 pL einer Losung aus OmpF (0.125 mgmL™!) in
1proz. Octylglucosid in der MeBzelle verdiinnt und eine konstante
Spannung von 250 mV angelegt wurde. Die Messungen der Strom-
starke erfolgten bei einem Transmembranpotential von 50 mV
(Gleichstrom). Die Titration wurde in 0.3M NaCl/20mM Natrium-
phosphat (pH 7.4) durchgefiihrt.

R- und TR-Proteinfragmente wurden auf mit Nitrilotriessigsdure
funktionalisierten Goldoberfldchen iiber Hexahistidin-Spacer an
ihren N-Termini immobilisiert: T. A. Keller, C. Duschl, D. Kroger,
A.-F. Sévin-Landais, H. Vogel, S. E. Cervigni, P. Dumy, Supramol. Sci.
1995, 2, 155-160. Man erhielt SPR-Resonanzwinkelédnderungen von
0.72° bzw. 1.00° (308 bzw. 427 ngcm~2). Nach Zugabe von durch
Detergens solubilisiertem OmpF (das auch an anderer Stelle schon
verwendet wurde)!'"! wurde bei Konzentrationen von bis zu 100 um nur
eine geringe Bindung des Proteins gemessen. Um die Packungsdichte
des R-Fragments an der Phasengrenze zu verringern, wurde ein
weiteres Experiment durchgefiihrt, bei dem 15 % der Proteine auf der
Oberfldache aus TR-Fragmenten bestanden; sie waren iiber Histidin-
Spacer in der ungeordneten T-Doméne immobilisiert.'!] Als Folge
dessen ragen die R-Segmente der TR-Fragmente aus der dichtge-
packten Schicht von T-Segmenten heraus. Auf diese Weise konnten
wir eine Wechselwirkung zwischen OmpF und der R-Doméne in
Detergenslésung messen.

Proceedings of the 2nd International Symposium on Miniaturized Total
Analysis Systems (Hrsg.: H. M. Widmer, E. Verpoorte, S. Barnard),
AMI, Basel, 1996.

Enantioselektive EinschluBkomplexierung von
N-Nitrosopiperidinen durch Gallensauren**

Maria Gdaniec,* Maria J. Milewska und
Tadeusz Potonski*

Gegenwirtig herrscht ein groBes Interesse an kristallinen
EinschluBverbindungen chiraler Wirtmolekiile zur chiralen
Erkennung und Enantiomerentrennung von Racematen.[!]
Aufgrund ihrer Fahigkeit, verschiedene Arten von organi-
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ZUSCHRIFTEN

schen Gastmolekiilen in ihrem Kristallgitter aufnehmen zu
konnen,? scheinen die natiirlich vorkommende Cholsidure
(CA) und Desoxycholsiure (DCA) hierfiir sehr vielverspre-
chende Wirtmolekiile zu sein. Jedoch wurde nur von sehr
wenigen erfolgreichen chiralen Trennungen durch Clathrat-
bildung mit CA berichtet,’! und mehrere Versuche mit DCA
als Reagens zur Racematspaltung sind fehlgeschlagen.(4
Hingegen haben wir kiirzlich anhand von Circulardichrois-
mus(CD)-Messungen festgestellt, da die CA- und DCA-
Gitter konformativ flexible Molekiile, die in dem Kristall
eingeschlossen sind, dazu zwingen, chirale Konformationen

anzunehmen.b!

Im folgenden beschreiben wir die Effizienz von Gallen-
sduren als Reagentien zur Racematspaltung von niedermole-
kularen N-Nitrosaminen. Die Chiralitdt der N-Nitrosopiperi-
dine 1-3 ist einzig und allein durch die gehinderte Rotation
der Nitrosogruppe bedingt.l) Aufgrund des partiellen Dop-
pelbindungscharakters der Bindung zwischen den beiden
Stickstoffatomen der NNO-Gruppe ist die Barriere der

Rotation um die N-N-Bindung recht

hoch

(23-

25 kcalmol').[" Deshalb ist davon auszugehen, daB die
beiden Enantiomere 2 und 3 bei Raumtemperatur fiir eine
kurze Zeit stabil sind, sogar nach ihrer Freisetzung aus dem
Wirtkristallgitter. Die Verbindungen 1-3 in optisch aktiver

COH

CA, R=O0OH 1, R
DCA, R=H 2, R

non

H
Me

Form erhalten zu konnen ist vom experimentellen Gesichts-
punkt aus eine Herausforderung und wiirde sehr einfache
Modelle fiir die Untersuchung der chiroptischen Eigenschaf-

ten von N-Nitrosamin-Chromophoren liefern.l

Die farblosen Kristalle des 1:1-Komplexes der Verbindun-
gen 1-3 mit CA wurden durch Kristallisation von CA mit
dem entsprechenden Nitrosamin erhalten. Die 2:1-DCA-
Einschluverbindungen wurden durch langsames Verdamp-
fen einer Losung von DCA und dem entsprechenden N-
Nitrosopiperidin in Methanol hergestellt. Die Rontgenstruk-
turanalyse der CA-Komplexel®*<f ergab, da die Wirtmole-
kiile durch Wasserstoffbriickenbindungen zu typisch gewell-
ten Doppelschichten angeordnet sind. Im Falle von 1-CA
befinden sich die Gastmolekiile in Kandlen vom a-Typ,
wohingegen die Kanile bei 2-CA und 3-CA vom S-Typ sind
(Abbildung 1). Die Gastmolekiile sind in schraubenférmigen
Sédulen angeordnet, die sich durch den gesamten Kristall
ziehen (Abbildung 2). Die Untersuchung der Daten ergab,
daB entweder nur ein Enantiomer selektiv in den Wirt/Gast-
Kristall eingebaut wird (1-CA und 2-CA) oder ein Enantio-
mer bevorzugt komplexiert wird (3-CA) (Abbildung 3). Die
absolute Konfiguration der Nitrosamin-Gastmolekiile kann
aus den Kristallstrukturen der Komplexe abgeleitet werden.
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a)

Abbildung 2. Schraubenférmige Anordnung der Gastmolekiile im Kristall
von 1-CA.

Abbildung 3. ORTEP-Darstellung der Gast-N-Nitrosamine 1-3 (von
links nach rechts) in 1-CA, 2-CA bzw. 3-CA, die die absolute Konfiguration
der Nitrosamine zeigt.

406 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

Im Fall von 1-CA und 2-CA wurde den Gastmolekiilen 1 und 2
die pR- (planare Chiralitit) bzw. die S-Konfiguration zuge-
ordnet, wohingegen im Falle von 3-CA 72 % der Nitrosamin-
molekiile in der E-Konfiguration vorliegen (geometrische
Isomerie)!'" und die verbleibenden 28 % in der Z-Konfigura-
tion. Der Kristallstruktur von 3-CA zufolge liegt das Gast-
molekiil 3 in einer Sesselkonformation vor, wobei die
Methylgruppen axial angeordnet sind. Die didquatoriale
Konformation ist infolge einer starken Pseudoallyl-A(-)-
Spannung destabilisiert, die durch sterische Wechselwirkun-
gen zwischen der Nitrosogruppe und den nahezu coplanaren
Methylsubstituenten hervorgerufen wird.!" Die Bevorzugung
der axialen Position der Methylgruppen in 3 wurde bereits
durch 'H- und BC-NMR-Untersuchungen in Losung abge-
leitet.'?l Die bei 130 K gesammelten Réntgenstrukturanaly-
sedaten fiir 1-DCA und 2-DCA deuten auf fehlgeordnete
Nitrosaminmolekiile, wobei zwei enantiomere Molekiile
jeweils dieselbe Seite im Kristall besetzen.’*1 Nichtsde-
stotrotz kann die DCA-Matrix, wie sich bei 3-DCA anhand
des E/Z-Verhiltnisses von 2:1 zeigt, zwischen Enantiomeren
unterscheiden. Leider konnte allerdings keine Aussage hin-
sichtlich des bevorzugt eingeschlossenen Stereoisomers von 1
in DCA gemacht werden.

Die Chiralitdt der Gast-N-Nitrosopiperidine kann auch
CD-spektroskopisch detektiert werden (Tabelle 1); die ent-

Tabelle 1. CD-Daten der CA- und DCA-Einschluf3verbindungen.

Verb. Medium Amax [nm] ([6])1
1-CA KBr 357 (530)1
1-DCA KBr 373 (406)"!
2-CA KBr 371 (320)"
2-CA MeOH 350 (—770)
2-DCA KBr 358 (820)1
2-DCA MeOH 351 (360)
3-CA KBr 377 (= 770)!
3-CA MeOH 350 (=)l
3-DCA KBr 376 (— 1200)
3-DCA MeOH 350 (= )led

[a] Molekulare Elliptizitdt in degcm?dmol~'. [b] Angenédherter Wert, der
unter Beriicksichtigung der Gewichtsanteile (KBr-Dichte 2.75 gem™)
erhalten wurde. [c] Sofort nach der Auflosung gemessen. [d] Nur das CE-
Signal kann bestimmt werden.

sprechenden Spektren konnen sowohl von festen Proben
(KBr-PreBlinge;I¥!  Abbildung 4) als auch von L&sungen
(Abbildung 5) erhalten werden. Solche Messungen sind
moglich, da die n-m*-Bande von Nitrosamin bei 370 nm
auBlerhalb des Absorptionsbereichs der Gallensduren liegt.
Die Carboxygruppe absorbiert bei ca. 210 nm, und somit sind
der CA- und der DCA-Wirt bei lingeren Wellenldngen
transparent. Die CD-Spektren von 2-CA und 2-DCA in
Methanol zeigen einen miBig starken Cotton-Effekt (CE) bei
350 nm, der bei Raumtemperatur aufgrund der langsamen
N-N-Rotation allm#hlich abnimmt und nach ca. 4h ver-
schwindet (Abbildung 5). Das Nitrosamin 3 racemisiert
wesentlich schneller als 2, da die Energiebarriere der N-N-
Rotation bedeutend kleiner ist (18.9 kcalmol!)."! Daher
verschwindet der Circulardichroismus von 2-CA und 3-DCA
in Losung wenige Minuten nach ihrer Auflésung. Ungeachtet
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Abbildung 4. Festkorper-CD-Spektren von 1-CA und 3-CA (KBr).

400
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-800
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Abbildung 5. Abnahme des CD-Signals von 2-DCA (gestrichelte Linien)
und von 2-CA (durchgezogene Linien) in MeOH bei 22°C.

dessen kann das negative CD-Signal sofort nach der Auf-
l6sung eindeutig detektiert werden. Im Falle von 1 wird die
Racemisierung nicht nur durch die Rotation der Nitroso-
gruppe verursacht, sondern auch durch die Inversion des
Piperidinrings. Die Energiebarriere des zweiten Prozesses ist
viel niedriger (weniger als 6 kcalmol!)["¥] als die des ersten,
weshalb der Circulardichroismus von 1-CA nicht in Losung
bei Raumtemperatur beobachtet werden kann, sondern nur
im festen Zustand. Die CD-Spektren der CA- und DCA-
Komplexe mit 1 und 2 in KBr zeigen positive CE-Signale bei
370 nm, wohingegen die von 3 (Abbildung 5) durch negative
CE-Signale gekennzeichnet sind. Auf den ersten Blick mag es
erstaunlich scheinen, dal die CD-Spektren von 2-CA in

Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 3
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Losung und im festen Zustand das entgegengesetze Signal des
n-*-Cotton-Effekts zeigen, wihrend 2-DCA, 3-CA und 3-
DCA sowohl im festen als auch im fliissigen Zustand das
gleiche CD-Signal geben. Allerdings ist bekannt, daf3 das
Nitrosamin-CD-Signal extrem empfindlich ist gegeniiber
jeglicher Abweichung von der Planaritit des Chromophors.[’]
Eine immanente Chiralitdt der verzerrten NNO-Gruppe
konnte sich in einem starken Beitrag zum CE-Signal dufern,
welcher oft den Beitrag der asymmetrisch angeordneten
Substituenten iiberwiegt und das CE-Signal maBgeblich
bestimmt.!'% In der Tat zeigen die Kristallstrukturdaten kleine
Abweichungen von der Planaritét der Nitrosamingruppe in 1-
CA und 2-CA, wie anhand der zugehorigen Torsionswinkel
deutlich wird: C(2)-N-N-O 175.6(5)° (1-CA), 175.5(4)° (2-
CA); C(6)-N-N-O —3.2(9)° (1-CA) und 8.3(7)° (2-CA). Diese
Abweichungen sind offensichtlich den Stapelkriften in den
EinschluBkristallen zuzuschreiben und in Losung weniger
ausgeprigt. Aus diesen Griinden sind konfigurative Zuord-
nungen anhand von Festkorper-CD-Messungen nicht zuver-
lassig. Dagegen kann die absolute Konfiguration des Gast-
molekiils leicht anhand der Spektren in Losung vorhergesagt
werden. Dies ist besonders wichtig fiir die DCA-Komplexe;
die Daten in Tabelle 1 zeigen, daB CA bevorzugt das R-
Enantiomer von 2 und das E-Enantiomer von 3 als Clathrat
einschlief3t.

Eingegangen am 7. Juli 1998 [Z12109]
International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 392—-395

Stichworter: Chiralitdt - Circulardichroismus - Einschluf3-
verbindungen - Festkorperstrukturen
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rungsparameter; R;=0.044, wR,=0.102, GOF=1.102 fiir 1691
Reflexe mit F>40(F) (R, =0.106, wR,=0.141, GOF =1.281 fiir alle
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Totalsynthese von (—)-Strychnin iiber den
Wieland-Gumlich-Aldehyd**

Daniel Solé, Josep Bonjoch,* Silvina Garcia-Rubio,
Emma Peidr6 und Joan Bosch*

Strychnin, das beriithmteste Strychnos-Alkaloid,[ ist ein
seit langem bekannter Naturstoff. Seine komplexe heptacy-
clische Struktur, die aus nur 24 Geriistatomen besteht und
sechs benachbarte asymmetrische Zentren enthélt, von denen
sich fiinf im zentralen Cyclohexanring befinden, stellt fiir
Chemiker eine stindige priparative Herausforderung dar.?!
Nachdem die klassische Totalsynthese von Strychnin, eine
Pionierleistung von Woodward etal.,! annidhernd 40 Jahre
lang die einzige Synthese geblieben war, haben in jiingerer
Zeit funf Arbeitsgruppen neue Totalsynthesen dieses Alka-
loids veroffentlicht, die entweder iiber Isostrychnin® oder
iiber den Wieland-Gumlich-Aldehyd® verlaufen. Allerdings
gelang nur in einem Fall die enantioselektive Totalsynthese
des natiirlichen Enantiomers, (—)-Strychnin.”< Diese elegan-
te enantioselektive Synthese von Overman etal. nutzt die
Doppelstrategie aus kationischer Aza-Cope-Umlagerung und
Mannich-Cyclisierung zum Aufbau des Alkaloid-Grundge-
riistes und steigerte die Gesamtausbeute — bei fast gleicher
Stufenzahl wie die Synthese von Woodward etal. — um den
Faktor 10°.

Als bisherigen Hohepunkt unserer Untersuchungen zur
Synthese von Strychnos-Alkaloiden!® beschreiben wir hier
eine neue Synthese von (—)-Strychnin. Sie verlduft iiber den
Wieland-Gumlich-Aldehyd und geht von Cyclohexan-1,3-
dion aus. Diese Verbindung bildet den zentralen E-Ring von
Strychnin,l’! von dem aus der Pyrrolidin-, Piperidin- und
Indolinring nacheinander in drei unterschiedlichen Phasen
aufgebaut werden. Diese Strategie hat sich bei der Synthese

[*] Prof. Dr. J. Bonjoch, Prof. Dr. J. Bosch, Dr. D. Solé,

Dr. S. Garcia-Rubio, E. Peidro
Laboratory of Organic Chemistry, Faculty of Pharmacy
University of Barcelona
Av. Joan XXIII s/n, E-08028 Barcelona (Spanien)
Fax: (+34)93-4021896
E-mail: bonjoch@farmacia.far.ub.es

[**] Diese Arbeit wurde vom DGICYT, Spanien, (Projekte PB94-0214
und PB97-0877) und vom DGEU, Katalonien, (1997SGR-0018 und
1997SGR-00166) gefordert.
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