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Tabelle 2. Berechnete (Gaussian 94, RHF, LANL2DZ) geometrische Parameter und Ladungen (Mulliken) fiir CsFsXeZ-Molekiilell.

CcFsXe-Z Molekiil ~ Sym. ausgewihlte geometrische Parameter!’! ausgewdhlte Mulliken-Ladungen
C(1)-Xe Xe-Z C(2)-C(1)-C(6) Xe C4Fs C(1) zZ

C4FsXeF 1 C, 220 2.13 117.7 1.148  —0415 —1.001 —0.733

CsFsXeCgFs 2 C, 234 2.34 1174 0.980  —0.490 —0.687 —0.490

C4FsXeCN 3 C, 224 2.38 118.1 0.967  —0.403 —0.853 —0.564Ll

Siehe:Lit. [12]

C4FsXe -+ F-AsF; ~C, 212 2.56 121.3 1.083  —0.134 —1.032 —0.948

[CeFsXe]* C, 2.16 - 122.7 0.886 0.114 —0.870 -

FXeF D, - 2.03 - 1.306 - - —0.653

[a] Z =zweiter Bindungspartner an Xe'; [b] In A bzw. °; [c] Mulliken-Ladung auf C im CN-Liganden: — 0.466.

Die Ab-initio-Rechenergebnisse fiir 1 — 3 zeigen folgenden
Verlauf der C-Xe-Abstdnde: 2>3>1, also umgekehrt zum
Verlauf der Mulliken-Ladungen des Liganden Z in CFsXeZ
(Tabelle 2). Der Vergleich der Daten von 1 und C,FsXe -
FAsF; 121 macht den Unterschied beim Ubergang von der
asymmetrisch hypervalenten C-Xe-F-Bindung zu einem sig-
nifikanten C-Xe --- F-Kontakt deutlich: Die negative Ladung
von Z néhert sich — 1 wéhrend die negative Ladung des C¢Fs-
Restes deutlich abnimmt. Der hohe anionische Charakter des
C¢Fs-Restes in 1 — 3 ist im Einklang mit den beobachteten
Reaktivitdten gegeniiber FElektrophilen und erklért, die
gegeniiber [C,FsXe] " bei tieferen Frequenzen erscheinenden
Verschiebungen der p-F-Atome.

Experimentelles

1: Zu einer CH,Cl,-Suspension (1.5mL) von [C¢FsXe][AsF;] (131 mg,
0.27 mmol) bei —78°C in einer 8-mm-FEP-Falle wurde eine gekiihlte
CH,Cl,-Losung (1 mL) von [NMe,]F (25 mg, 0.27 mmol) gegeben und
2 Tage bei —78°C geriihrt, bis das Fluorid vollstindig umgesetzt war.
Festes [NMe,][AsF¢] wurde abgetrennt und in der verbleibenden Losung
wurde 1 quantitativ bestimmt (YF-NMR): 0.19 mmol, 70 %. Die weiteren
Umsetzungen erfolgten in der Regel mit solchen kalten Losungen von 1.
Durch Abpumpen von CH,Cl, bei 10-2 hPa/ <—55°C und Nachtrocknen
bei < —40°C konnte 1 als farbloser Feststoff erhalten werden, der sich
nach Aufwirmen auf 20°C innerhalb von 4 h vollstindig zersetzte. In
CH,Cl,-Losung erfolgte eine merkliche Zersetzung ab —30°C unter
Bildung von C4FsH sowie Spuren von C¢F;5ClL.

2: Die auf —78°C gekiihlte CH,Cl,-Losung (1.5 mL) von 1 (0.08 mmol)
wurde mit einer kalten CH,Cl,-Losung (0.5 mL) von Cd(C4Fs), (17 mg,
0.04 mmol) versetzt und geriihrt. Nach 5 min fiel CdF, als Feststoff aus.
Nach weiteren 10 min war die Reaktion beendet laut YF-NMR. Die
Mutterlauge wurde abgetrennt und enthielt neben 0.06 mmol (75%) 2,
4 umol C4FsH und 2 pmol (C¢Fs),. Die Isolierung von festem 2 erfolgte in
der fiir 1 beschriebenen Weise. 2 zersetzte sich als Feststoff bei RT inner-
halb von 1h und in CH,Cl,-Losung bei —40°C innerhalb von 9h
(C¢FsH:(C4Fs), =1:0.1).

3: Die auf —78°C gekiihlte CH,Cl,-Lésung (1.5 mL) von 1 (0.10 mmol)
wurde mit einer kalten CH,Cl,-Lésung (0.5 mL) von Me;SiCN (14 pL,
0.10 mmol) (bzw. den *CN- oder C'*N-Derivaten) versetzt und geriihrt.
Nach 5 min hatten sich die Edukte quantitativ umgesetzt (*’F-NMR) und es
lag ein 1:1-Gemisch von 3 und Me;SiF vor. CH,Cl, und Me;SiF wurden bei
10-2hPa/ < —55°C abdestilliert und der weie Feststoff bei 10-2 hPa/
<—40°C/ getrocknet. Der Feststoff zersetzte sich wihrend des schnellen
Aufheizens auf RT spontan. CH,Cl,-Losungen von 3 zersetzten sich bei
—40°Cinnerhalb von 2 h vollstindig unter Bildung von C¢FsCN und C,FsH
(4:1).

Bei der Reinheitskontrolle der kalten Feststoffe nach Auflésen in CH,Cl,
bei —78°C wurden im Falle von 1 und 2 Zersetzungsgrade bis 10 %
beobachtet, beim thermisch labileren Produkt 3 bis zu 30 %.

Eingegangen am 18. August 2000 [Z15656]
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Die Entwicklung neuer katalytischer Methoden fiir die
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thetischen Verbindungen, Oberflichen und Biomolekiilen als
stereoselektive Katalysatoren oder synthetische Auxiliare
zum Ziel.'*¥ Kombinatorische Techniken haben sich zu
leistungsfahigen Werkzeugen in der Katalyseforschung ent-
wickelt und erlauben die Isolierung potentieller Katalysato-
ren aus umfangreichen Bibliotheken entweder durch Scree-
ning oder durch iterative Dekonvolution.

Ribozyme sind RNA-Molekiile mit katalytischen Eigen-
schaften. Wéahrend die Chemie der natiirlich vorkommenden
Ribozyme auf die Spaltung und Verkniipfung von Inter-
nucleotidbindungen beschrénkt ist, konnten aus kombinato-
rischen RNA-Bibliotheken kiinstliche Ribozyme isoliert
werden, die zahlreiche weitere Reaktionen beschleunigen,
z.B. Kohlenstoff-Kohlenstoff- und Peptidbindungskniipfun-
gen.1% Diese Ribozyme verhalten sich jedoch anders als
typische chemische Katalysatoren oder Proteinenzyme, da bei
ihnen mindestens einer der Reaktanten entweder ein RNA-
Molekiil sein muss oder kovalent an ein solches gekoppelt
sein muss. Mit Ausnahme der ribozymkatalysierten Bildung
von Dinucleotiden aus aktivierten Mononucleotiden!'!l gibt es
kein Beispiel fiir Ribozyme, die Bindungskniipfungen zwi-
schen zwei kleinen organischen Substraten beschleunigen
konnen. Solche Verkniipfungen stellen einen zentralen Reak-
tionstyp in der organischen Synthese sowie die Grundlage
aller anabolen biochemischen Stoffwechselwege dar. Auch ist
bisher noch keine enantioselektive Bindungskniipfung durch
Ribozyme beschrieben worden, obwohl RNA-Molekiile beim
Binden von Zielmolekiilen aufBerordentlich gut zwischen
Enantiomeren unterscheiden kénnen.!'> 3l

Die Diels-Alder-Reaktion gehort zu den wichtigsten Re-
aktionen zur Bildung von Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindun-
gen. Bei der Reaktion werden zwei Kohlenstoff-Kohlenstoff-
Bindungen und maximal vier neue Stereozentren generiert.
Es besteht derzeit grofes Interesse an der Entwicklung
katalytischer Methoden zur Erhohung der Geschwindigkeit
und Selektivitdt der Diels-Alder-Reaktion, da ihr priparati-
ver Wert stark vom Grad der moglichen Stereokontrolle
abhéngt.l'+-16]
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Wir haben kiirzlich die Isolierung von Diels-Alderase-
Ribozymen aus einer kombinatorischen RNA-Bibliothek
beschrieben, die die Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungskniip-
fung zwischen Anthracen, welches kovalent an das Ribozym
gebunden ist, und einem biotinylierten Maleimid bis zu
20000-fach beschleunigen (Schema 1 A).['"1 90% der aktiven
Sequenzen enthielten ein kleines gemeinsames Strukturmotiv
(Schema 1B). Ein synthetisches 49-mer-Oligoribonucleotid,
welches alle Elemente dieses Motivs enthélt, ist katalytisch
aktiv gegeniiber einem kovalent gebundenen Anthracen.
Hier berichten wir tiber den Einsatz von Diels-Alderase-
Ribozymen als echten Katalysatoren gegeniiber zwei kleinen,
frei in Losung befindlichen organischen Substratmolekiilen
(Schema 1C).

Die Reaktion verschiedener Anthracenderivate mit Bio-
tinmaleimid wurde UV-spektroskopisch in Abwesenheit und
Gegenwart des 49-mer-Ribozyms in wissrigem Puffer unter-
sucht. Es stellte sich heraus, dass eine kovalente Ankupplung
des Anthracens an die RNA nicht notwendig ist. 9-(Hydroxy-
methyl)anthracen 1a (R'=H) ist das kleinste Dien, das
effektiv in das entsprechende Diels-Alder-Produkt umgewan-
delt wird (Schema 1C). Die Analyse einer Serie von Frag-
menten und Analoga des Biotinmaleimids ergab, dass der
Biotinylrest mit nur geringem Aktivitdtsverlust entfernt
werden kann (Tabelle 1). Die Maleimidylgruppe in Kombina-
tion mit einer Alkylkette scheint das strukturelle Merkmal fiir
die Erkennung durch das 49-mer-Minimalribozym zu sein.
Selbst so kleine Maleimide wie N-Ethylmaleimid wurden als
Substrate akzeptiert. Die groBte Reaktionsbeschleunigung
wurde fiir N-Pentylmaleimid gemessen, welches signifikant
schneller als das Biotinmaleimid reagierte. Das 49-mer-
Ribozym katalysiert somit eine Bindungskniipfung zwischen
zwei kleinen organischen Molekiilen.

Die Kinetik der ribozymkatalysierten Reaktionen wurde
durch Messung der Differenz der Anfangsgeschwindigkeiten
der katalysierten und der unkatalysierten Reaktion bestimmt.
Aus Griinden der Loslichkeit wurden fiir diese Messungen
das Anthracen-Hexaethylenglykol 1 (R!=(C,H,O)¢H) und

C
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e
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Schema 1. RNA-katalysierte Diels-Alder-Reaktionen. A) Bereits beschriebene selektierte Ribozyme beschleunigen die
Reaktion eines kovalent an RNA gekniipften Anthracens mit Biotinmaleimid.'’l B) Minimalmotiv, das in den meisten
selektierten Diels-Alderase-Ribozymen vorkommt. Anthracen war wihrend der in (A) gezeigten Experimente iiber das 5'-
Ende mit dem Ribozym verbunden, wihrend es in (C) als freies Molekiil vorlag. N = beliebiges Nucleotid, N'=zu N
komplementires Nucleotid. C) Ribozymkatalysierte bimolekulare Diels-Alder-Reaktion von 1 und 2. R! ist entweder H

(1a) oder (C,H,O)¢H (1b), fiir R? siche Tabelle 1 und Abbildung 2.
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Tabelle 1. Relative Geschwindigkeitskonstanten der ribozymkatalysierten
Diels-Alder-Reaktion von 1a mit verschiedenen Maleimiden.!

Verbindung Krer

H H H ° .
tﬁj ---- /\/\[(’I'\Ni/\/\/"ijl v

\/Ni | <0.1

[a] Reaktionsbedingungen: 100 pm 1a, 500 um Maleimid, 7 pm 49-mer-
Ribozym in folgendem Puffer: 300 mm NaCl, 80 mm MgCl,, 30 mm Tris-
HCI, pH 7.4, 10-proz. Ethanol. Die Reaktionslosung wurde in eine 7-puL-
Kiivette mit 1 cm Weglidnge gefiillt und das Verschwinden der Anthracen-
bande bei 365 nm beobachtet. Siche Abbildung 2 fiir die Sequenz der 49-
mer-RNA. 124

Maleimidocapronsidure 2 (R?2= A)
(CH,)sCOOH) verwendet. Die An- 40
fangsgeschwindigkeiten wurden aus /r 30
der Abnahme der Anthracenabsorp-

tion bei 365 nm iiber ~5% Umsatz 20

150 ymmin~!, entsprechend einem k, von 21 min™!
([Ribozym] =7 uM). Unter nicht gesittigten Bedingungen
von 415 um Dien und 4 mm Dienophil lag die groBte direkt
gemessene Anfangsgeschwindigkeit bei 43 pmmin~! (Abbil-
dung 1 A), was sechs Umsetzungen pro Katalysatormolekiil
und Minute entspricht. Die Geschwindigkeitskonstante zwei-
ter Ordnung fiir die Hintergrundreaktion, k.., betrdgt
32M !'min~t. Ein MaB fiir den Entropiegewinn dieser ribo-
zymkatalysierten Reaktion kann aus dem Verhaltnis ki, /kynia
abgeschitzt werden: Hier betrédgt die ,,effektive Molaritat”
6.6M, und das Verhaltnis (Kiu/Ku pienophit)/Kunkar €1gibt eine
1100-fache Reaktionsbeschleunigung als unteren Grenz-
wert.[]

Das Ribozym arbeitet demnach als echtes Enzym mit
schnellem, mehrfachem Turnover. In Ubereinstimmung mit
fritheren Ergebnissen!'”l konnte eine Riickreaktion nicht
detektiert werden, was auf einen irreversiblen chemischen
Reaktionsschritt hinweist. Die Zugabe des Diels-Alder-Pro-
duktes hemmt jedoch die Hinreaktion und deutet so auf eine
Konkurrenz des Produktes mit den Substraten um dieselben
Bindungsstellen hin. Der Inhibitionsmodus wird derzeit
untersucht.

Im Verlauf der Reaktion konnen zwei Produktenantiomere
erzeugt werden (Schema 1C). RNA ist ein homochirales
Polymer und sollte deshalb nicht nur die Reaktion beschleu-
nigen, sondern auch die Enantiomerenverteilung beein-
flussen. Um diese Moglichkeit zu untersuchen, wurden
die Reaktionsprodukte (R'=(C,H,0)¢H, R,=
(CH,)sCOOCH;) mittels HPLC an einer chiralen stationidren
Phase analysiert (Abbildung 2). Die beiden Produktenantio-
mere wurden nach 94 min und 102 min eluiert, was durch
Referenzverbindungen, die nach Standardvorschriften syn-
thetisiert wurden, bestétigt wurde. Die unkatalysierte Reak-
tion ergibt erwartungsgeméf ein racemisches Gemisch, wih-
rend die durch das 49-mer-Minimalribozym Kkatalysierte
Reaktion zwei Verbindungen im Verhiltnis 20:1 hervor-
brachte, was einem Enantiomereniiberschuss (ee) von 90 %
entspricht. Nach der Korrektur der Peakflichen um die

B)

S T 0.08

. . Vini /
bestimmt. Die Katalyse wurde als pmlr:;n 10 )4 1/Vma><(a_Pp}1’ 0.04 [
vollkommen zufilliges Zweireaktan- (uw/min)
tensystem (Random Bi-Uni) betrach- 0 ¢ 0.00
tet 0 1000 2000 3000 4000 0.000 0.006 0.012 0.018
Die Anfangsgeschwindigkeit der [Diencphil] /uM ~ ——> 1/[Substrat]/ pw! ——>>

katalysierten Reaktion war propor-
tional zur Ribozymkonzentration, es
wurde Sittigungskinetik beziiglich
beider Substrate festgestellt (Abbil-
dung 1 A). Die doppelt reziproke Se-
kundirauftragung  (Abbildung 1B)
ergibt die Michaelis-Konstanten von
370 uM fiir das Dien und 8 mM fiir das
Dienophil. Die berechnete Maxi-
malgeschwindigkeit V.,  betrigt

4766 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

Abbildung 1. Kinetik der ribozymkatalysierten Reaktion von 1b mit Maleimidocapronsidure 2 (R?>=
(CH,);COOH). A) Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration des Dienophils
bei konstanten Konzentrationen des Diens von e 55, 0 99, ¥ 190 und v 415 pm. Mit Ausnahme der
Konzentrationen von Ethanol (0%) und DMSO (2%) sind alle Bedingungen wie in Tabelle 1.
Anfangsgeschwindigkeiten (V) wurden aus dem Verschwinden der UV-Absorption wihrend der ersten
5% Umsatz durch nichtlineare Regression der Kurve errechnet. Die scheinbare maximale Geschwindig-
keit Vi app) Wurde als Schnittpunkt mit der y-Achse aus dem Lineweaver-Burk-Diagramm (1/V;, gegen
1/[Dienophil]) erhalten. Die gleiche Bestimmung wurde fiir variable Dienkonzentrationen bei fest-
gelegten Konzentrationen des Dienophils durchgefiihrt. B) Auftragung der scheinbaren maximalen
Geschwindigkeit gegen die Konzentration des konstant gehaltenen Substrats (@ Dien, o Dienophil), um
die tatsichlichen V,-Werte als Schnittpunkte mit der y-Achse und die Michaelis-Konstanten (K,) als
Schnittpunkte mit der negativen x-Achse zu erhalten.’!
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die Bindung der Reaktanten in

T uc / u i einer reaktiven Konformation als
201 u G i =] u 1-20 auch die Senkung der LUMO-
L_:I i Energie des Dienophils durch

| [ c=G G-G |1| Wasserstoffbriickenbindung  an

[ A% Ty 1 "AD = | [ dessen Carbonylsauerstoffatom

| || : u u 'f: } |\I diskutiert.2%221 Es ist denkbar,
[} a c" .1': a dass dhnliche Mechanismen auch
el v, U u._g¥ S . an der Ribozymkatalyse beteiligt
C-i& &= sind. In jiingsten Mutations-

P————— 5 i ? 5_ = jrpr, studien wurden konservierte
fimn—s G ':'Ii’-‘- -’Inf-’-'n“ = . #' . < IJJ? G il'fﬁ c 1i min —s Nucleotide in den formal einzel-
4 COCUCBAGS TBGABCUCGE : strangigen Regionen des Ribo-

Abbildung 2. HPL-Chromatogramme von Diels-Alder-Reaktionen, die durch 49-mer-b-RNA und die
enantiomere 49-mer-L-RNA katalysiert wurden. Unter den gleichen Bedingungen wie in Tabelle 1 wurde
1 mm 1b, 1.5 mm 2 (R?=(CH,);COOCH;) und 80 pm Ribozym 6 Minuten umgesetzt. Die Proben wurden auf
eine Chiral-NEA-(R)-Sdule (YMC Europe 250 x 4.6 mm) gegeben und mit Wasser/Ethanol 65:35 isokratisch
bei 0.8 mL min~! mit UV-Detektion bei 210 nm analysiert. Die untere Linie in den Chromatogrammen stellt

die unkatalysierte Hintergrundreaktion dar.

unkatalysierte Hintergrundreaktion erhilt man einen ee-Wert
von iiber 95%. Beide Verbindungen haben das berechnete
Molekulargewicht (bestétigt durch ESI-MS) und identische
UV-Spektren, wiahrend sich die CD-Spektren invers verhal-
ten.

Wenn ein homochiraler Katalysator eine Bindungskniip-
fung enantioselektiv beschleunigt, sollte entsprechend das
andere Enantiomer des Katalysatormolekiils die entgegen-
gesetzte Enantioselektivitidt zeigen. Wahrend dhnliche Expe-
rimente mit RNA-Aptameren reziproke Bindungsspezifiti-
ten der entsprechenden D- und L-Nucleinsduren ergaben,['® 1]
gibt es bis heute kein Beispiel fiir eine katalytisch aktive
L-Nucleinsdure. Erwartungsgemif3 zeigte ein synthetisches
49-mer, welches aus L-Nucleotiden aufgebaut ist — ein spiegel-
bildliches Ribozym - nicht nur die gleiche Reaktionsbe-
schleunigung, sondern auch das umgekehrte Produktverhalt-
nis (1:20) wie das natiirliche 49-mer-pD-Ribozym (Abbil-
dung 2).

Der Substituent in der 9-Position des Diens 1 beeinflusst
entscheidend die Enantioselektivitdt der ribozymkatalysier-
ten Reaktion. Wenn R! zu C,H,OH verkiirzt wird, sinkt die
Enantioselektivitiat auf 33 % ee, und die Produkte der Reak-
tion mit 9-(Hydroxymethyl)anthracen 1a werden mit ledig-
lich 16% ee erhalten. Variationen des Substituenten am
Maleimid, R, rufen dagegen weniger starke Anderungen der
Enantioselektivitét hervor.

Es gibt noch keine Hinweise auf den Mechanismus der
ribozymkatalysierten Diels-Alder-Reaktion. Nach allgemei-
ner Auffassung findet in einer Diels-Alder-Reaktion die
Bindungskniipfung durch konzertiertes Vermischen des hoch-
sten besetzten Molekiilorbitals (HOMO) des Diens und der
niedrigsten unbesetzten Molekiilorbitals (LUMO) des Di-
enophils statt.”) Die Mehrzahl der niedermolekularen (Le-
wis-Sdure-)Katalysatoren wirkt durch die Koordination an
das Dienophil, wobei sie durch den Abzug von Elektronen-
dichte die Energie seines LUMO absenken.!'* 161 Bei anti-
korperkatalysierten Diels-Alder-Reaktionen wurden sowohl
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zyms identifiziert (siche Sche-
ma 1B); dies weist auf eine Be-
teiligung an der Auspragung
einer katalytischen Tasche hin.
Experimente zur chemischen
Grundlage der Katalyse und
zum Ursprung der Stereoselekti-
vitdit werden zurzeit mit einer
Vielzahl von Dienen, Dienophi-
len und Produktanaloga durchgefiihrt.

Unsere Ergebnisse zeigen erstmals, dass Ribozyme zwei
kleine organische Molekiile erkennen, zur Reaktion bringen,
die Produkte abdissoziieren und diesen Zyklus einige Male
wiederholen konnen. Ein weiteres Charakteristikum natiir-
licher Enzyme wurde zum ersten Mal nachgewiesen: enan-
tioselektive Bindungskniipfung.

Demnach konnen selektive Katalysatoren fiir préparativ
relevante Reaktionen durch In-vitro-Selektion aus kombina-
torischen Nucleinsdurebibliotheken generiert werden. Ge-
geniiber klassischen chemischen Katalysatoren bieten sie die
Vorteile, dass ihre Entwicklung weder Vorkenntnisse iiber
strukturelle Voraussetzungen oder Reaktionsmechanismen
noch arbeitsaufwendige ,,Trial-and-Error“-Synthesen erfor-
dert. Das iterative Verfahren der In-vitro-Selektion, bei der
aktive Verbindungen zuerst angereichert und spiter verein-
zelt werden,['” erlaubt die Handhabung von bis zu 10
verschiedenen Verbindungen in einem einzigen Reaktions-
gefiB3, einer Grofenordnung, die weit tiber den Kapazitidten
des Hochdurchsatz-Screenings liegt. Dariiber hinaus ist es
moglich, iiber den angelegten Selektionsdruck eine Feinab-
stimmung der Eigenschaften des Katalysators vorzunehmen.

Die hier beschriebenen Reaktionsbeschleunigungen und
Enantioselektivitdten von iiber 95 % ee sind vergleichbar mit
denen katalytischer Antikorper fiir Cycloadditionen. Die hier
beschriebenen Ribozyme sind jedoch viel kleiner (Moleku-
largewicht von 16000) und — was von groBer praktischer
Bedeutung ist — zugénglich fiir die priparative chemische
oder enzymatische Synthese bei vertretbaren Kosten. Daher
konnten in vitro selektierte Oligonucleotide Verwendung als
maBgeschneiderte Katalysatoren in der organischen Synthese
finden.!

Die enantioselektive Bindungskniipfung ist von breitem
Interesse iiber die Synthesechemie hinaus. Die meisten
biochemischen Reaktionen verlaufen stereokontrolliert, und
die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass der Grad der
Stereokontrolle, der von einem Ribozym erreicht werden
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kann, vergleichbar mit dem von Proteinenzymen ist. Dies
demonstriert auch, wie in einer hypothetischen ,,RNA-Welt“
Ribozyme den stereochemischen Verlauf von chemischen
Reaktionen gesteuert haben konnten.
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Totalsynthese von (—)-Spirotryprostatin B und
drei Stereoisomeren**

Larry E. Overman* und Mark D. Rosen

Niedermolekulare Naturstoffe spielen in gegenwértigen
Untersuchungen zum Verstdndnis und zur Kontrolle der
zelluldren Proliferation eine wichtige Rolle.l! Osada und
Mitarbeiter haben kiirzlich in der Fermentationsmischung des
Pilzes Aspergillus fumigatus eine Gruppe neuartiger Diketo-
piperazin-Alkaloide identifiziert, welche in mikromolaren
Konzentrationen die Entwicklung der G2/M-Phase des Zell-
zyklus von Sdugetieren inhibieren.>3 Die Spirotryprostati-
ne Al und B2 sind die komplexesten Vertreter dieser
Alkaloide,?! die biosynthetisch alle auf die Prenylierung von
Diketopiperazinen, abgeleitet von Tryptophan und Prolin,
zuriickzufiihren sind.

Spirotryprostatin A 1 Spirotryprostatin B 2

Die ungewohnlichen Strukturen und ihr potentieller Nut-
zen als Zellzyklusinhibitoren machen die Spirotryprostatine
zu attraktiven Zielverbindungen fiir eine Totalsynthese. Eine
zentrale Herausforderung eines stereokontrollierten Synthe-
seplans ist, die Konfiguration des quartdren Spiro-Kohlen-
stoffatoms mit dem benachbarten Stereozentrum, das die
2-Methylpropenyl-Seitenkette trégt, zu korrelieren. Edmond-
son und Danishefsky berichteten 1998 iiber die Totalsynthese
von Spirotryprostatin A 1 und damit iiber die erste Totalsyn-
these einer Verbindungen dieser Klasse.[! Dieses Jahr haben
die Arbeitsgruppen von Williams,”®! Danishefsky und Ga-
nesan!”l die ersten Totalsynthesen von (—)-Spirotryprosta-
tin B 2 abgeschlossen.

Unser Syntheseplan fiir Spirotryprostatin B 2 und ver-
wandte Verbindungen unterscheidet sich deutlich von den
vorherigen Synthesen (Schema 1). Die Strategie basiert auf

[*] Prof. L. E. Overman, M. D. Rosen
Department of Chemistry, University of California, Irvine
516 Rowland Hall, Irvine, CA 92697-2025 (USA)
Fax: (+1)949-824-3866
E-mail: leoverma@uci.edu

[**] Wir danken dem NIH NIGMS (GM-30859) fiir die finanzielle
Unterstiitzung, Prof. A.J. Shaka und N. D. Taylor fiir die DPFGSE
Experimente, Prof. H. Osada fiir die zur Verfiigung gestellten
spektroskopischen Daten von natiirlichem 1 und Prof. R. M. Williams
und P. R. Sebahar fiir die zur Verfiigung gestellten spektroskopischen
Daten sowie einer Probe von synthetischem ent-21. Ebenso sind wir
Prof. R.M. Williams und Prof. S.J. Danishefsky fiir den offenen
Informationsaustausch vor der Veroffentlichung dankbar. Die ver-
wendeten NMR- und Massenspektrometer wurden durch die NSF und
die NIM finanziert.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter

http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor ange-
fordert werden.
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