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B-Aminosduren A haben als Struktur-Bestandteile von zahl-
reichen biologisch aktiven Naturstoffen!!! und als Synthesebau-
steine fiir f-Lactam-Antibiotica™® groBle Bedeutung erlangt.
Dies manifestiert sich in einer intensiven Forschungsaktivitit
auf dem Gebiet der stereoselektiven Synthese von Verbindungen
dieser Klasse!®. Zum einen greift man hierbei auf enantiome-
renreine Bausteine aus der Natur, z.B. Asparaginsiure, zu-
riick ], zum anderen werden zunehmend Methoden der asym-
metrischen Synthese angewendet!®). Neben zahlreichen Verfah-
ren zur C-C-Verkniipfung sind in jiingster Zeit asymmetrische
Synthesen unter C-N-Verkniipfung im Sinne der retrosyntheti-
schen Analyse A =B bekannt geworden!® 8], Bei diesen aza-
analogen Michael-Additionen koénnen sowohl achirale N-
Nucleophile an chiral modifizierte Acceptoren!®! als auch chira-
le Amin-Donoren wie C an «,-ungeséttigte Ester D als achirale
Michael-Acceptoren addiert werden!”.. Hierbei haben sich be-
sonders N-silylierte Amide als weiche Nucleophile bewihrt®],
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Wir berichten iiber eine hochenantioselektive Synthese von §-
Aminosduren durch Hetero-Michael-Addition von (S)-2-Meth-
oxymethyl-1-trimethylsilylaminopyrrolidin (TMS-SAMP)"®! und
dessen Enantiomer TMS-RAMP als chiralen Ammoniak-Aqui-
valenten an (E)-konfigurierte Enoate!!%1,

Zur Synthese des neuen Hydrazin-Auxiliars werden die in der
asymmetrischen Synthese bewihrten (S)- und (R)-1-Amino-2-
methoxymethylpyrrolidine (SAMP bzw. RAMP)!*!) mit n-Bu-
tyllithium in Ether bei 0°C metalliert und anschlieBend mit
Chlortrimethylsilan silyliert. Durch Destillation werden TMS-
SAMP bzw. TMS-RAMP in 95% Ausbeute als farblose Fliis-
sigkeiten erhalten, die unter Argon bei —25°C gut lagerfihig
sind (Schema 1),

Bei der Synthese von f;-Aminosduren 4 (Schema 2) werden
zundchst 1.3 Aquivalente TMS-SAMP in Tetrahydrofuran mit
n-Butyllithium bei —78 °C metalliert. Das so gebildete Nucleo-
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Schema 1. Synthese des Hetero-Michael-Donors TMS-SAMP.
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Schema 2. Enantioselektive Synthese von f-Aminosiduren 4 durch azaanaloge
Michael-Addition von TMS-SAMP an Enoate.

phil € wird bei —78 °C mit einem «,f-ungesittigten Ester 1 un-
ter konjugierter Addition zum N-silylierten f-Hydrazinoester
(S,5)-2 umgesetzt. Mit einfachen Methylenoaten (R’ = Me)
tritt als Nebenreaktion die 1,2-Addition unter Bildung der ent-
sprechenden «,f-ungesittigten Carbonsdurehydrazide auf. Die-
se werden ausschlieBlich gebildet, wenn man direkt unsilyliertes
SAMP verwendet. Die 1,2-Addition kann durch Verwendung
der sterisch anspruchsvolleren terz-Butylester (R’ = rBu) unter-
dritickt werden, wobei zusitzlich bessere Ausbeuten erhalten
werden (siche z.B. 3b, i, Tabelle 1). Obwohl die N-silylierten
B-Hydrazinoester 2 prinzipiell durch Destillation rein isoliert
werden konnen [(S,S)-2a: 30% Ausbeute, 95% de], empfiehlt
es sich, die Rohprodukte direkt durch Riihren in einer Kieselgel-
Ethylacetat-Aufschlimmung zu desilylieren. Die abhdngig vom
Rest R stark variierende Desilylierungsdauer von 4—-72 h (GC-
Kontrolle) 148t sich durch Zugabe von katalytischen Mengen an

Tabelle 1. Synthese von f-Hydrazinocarbonsiureestern 3 durch azaanaloge Micha-
el-Addition.

3 R R’ Ausb. de [o]22 Konfigu-
[%][a]l [%][b] (c, CHCl,) ration
a CH, CH,4 48 95 —97.6(1.04)  (5.8)
alc] CH, CH, 47 95 +96.4 (0.87)  (R.R)
b C,H, CH, 37 95 —100.0 (1.02)  (5.8)
b CH, -CH, 49 98 —932(1.09  (5.5)
¢ n-C,H, CH, 40 95 1050 (1.00)  (5.9)
d i-C,H, +-CH, 32 98 694 (1.08)  (S,R)
e n-CH, CH, 39 >94  —1088(098) (S.8)
f -C H, CH, 35 =93  —1138(1.02)  (5.8)
g #-CsH,,  CH, 39 >94  —1020(1.05  (5.5)
h n-C,Hys CH, 36 95 —87.9 (1.78) (8.5)
i n-C, H,,  CH, 35 95 670 (1.10)  (5.5)
i nC,H,, CH, 67 97 —985(121)  (S,5)

[a] Gesamtausbeute iiber zwei Stufen. [b] 'H- und *3C-NMR-spektroskopisch be-
stimmt. {c] Als chirales Auxiliar wurde TMS-RAMP verwendet.
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Salzsdure deutlich auf ca. 3 h verkiirzen. Nach Abtrennen des
Kieselgels, das mit Methanol nachgewaschen wird, und siulen-
chromatographischer Reinigung der Rohprodukte erhilt man
die 8-Hydrazinoester (S,5)-3 als gelbe Ole in 32-67 % Ausbeute
und mit Diastereomereniiberschiissen von 93—-98 % de (*H- und
13C-NMR-spektroskopisch bestimmt, Tabelle 1). Eine Diaste-
reomerenanreicherung durch die Sdulenchromatographie kann
diinnschichtchromatographisch wegen der guten Detektierbar-
keit der Diastereomere mit Molybdatophosphorsdure (ohne Er-
hitzen) ausgeschlossen werden. Dariiber hinaus zeigt die Uber-
einstimmung der de-Werte von (S,5)-2a,b (gaschromatogra-
phisch bestimmt) und (5,5)-3a,b, daf} auch die saure Desilylie-
rung epimerisierungsfrei verliuft. AbschlieBend werden die Hy-
drazinoester 3 im Autoklaven mit Raney-Nickel in Wasser unter
hydrogenolytischer N-N-Spaltung und gleichzeitiger Verseifung
der Estergruppe in die f-Aminosduren (5)-4 iiberfithrt, die nach
sdulenchromatographischer Reinigung in 50-86% Ausbeute
und mit Enantiomereniiberschiissen von 90-98% ee erhalten
werden (Tabelle 2).

Tabelle 2. Synthese von S-Aminosduren 4 aus den Hydrazinoestern 3 durch N-N-
Bindungsspaltung.

4 R Ausb. ce [2]2?
[%] [%] [a] (¢,H,0) [b}

Schmp.  Konfigu-
[*C] [b,c] ration

a CH, 86 93 +364(1.04) 209 ()
ald] CH, 79 91 ~357(0.75) 205 (R
b C,H. 81 9]  +39.5(0.97) 180 (S)
¢ n-C,H, 85 92 +35.5(1.01) 188 (S)
d i-CyH, 60 98 +403(1.02) 182 (R)
e #-C,H, 80 >90(f]  +333(091) 202 (s)
f i-C,H, 76 >90[f]  +32(0.76) 207 ()
g n-CsH,, 85 >90f]  +31.1(t11) 201 (S)
B nC.Hy 50 94 +26.6 (0.93) 199 (s)
i nCyH, 76 93]  +284(090) 194 (S)

[a] Vor der Umkristallisation nach Derivatisierung des f~-Aminosiuremethylesters
mit dem Mosher-Reagens bestimmt [13]. [b] Nach einmaliger Umkristallisation aus
MeOH/EtOH {(5)-4a], MeOH/H,0 [(R)-4a], EtOH [(S)-4b,c,f-i, (R)-4d] oder
MeOH/Et,0 [(S)-4e]. [c] Unter Zersetzung. [d] Als chirales Auxiliar wurde TMS-
RAMP verwendet. [e] Ausgehend vom Methylester (R' = Me). [f] Die Angaben
basieren auf den entsprechenden de-Werten der Hydrazinoester 3 unter der Annah-
me von 2-4% Abweichung.

Die Bestimmung der ee-Werte gelingt nach Uberfithrung in
die entsprechenden Methylester!*3 und Derivatisierung mit
(8)-(+)-3,3,3-Trifluor-2-methoxy-2-phenylpropansiurechlorid
(Mosher-Reagens) zum jeweiligen Mosher-Amid!** 'H- und
"YF-NMR-spektroskopisch sowie gaschromatographisch, wo-
bei die so bestimmten ee-Werte nur geringfligig (2—4%) von den
de-Werten der Hydrazinoester 3 abweichen. Dies entspricht un-
seren Erfahrungen bei N-N-Spaltungen von dhnlichen Hydrazi-
nen mit Raney-Nickelt,

Die absolute Konfiguration der synthetisierten B-Amino-
buttersdure (S)-4a wurde durch den Vergleich des Drehwertes
mit Angaben aus der Literatur bestimmt ([«]3% = +38.8
(c = 0.48, H,0))!'%. Unter der plausiblen Annahme eines fiir
alle Substrate gleichen Reaktionsmechanismus wurde den j-
Aminosduren 4b,c und 4e-i ebenfalls die (S)-Konfiguration
zugeordnet. Fiir 4d ergibt sich die (R)-Konfiguration wegen der
Umkehr der Substituentenreihenfolge nach dem CIP-System.

Die Enantiomere (R)-4 kdnnen, wie am Beispiel von (R)-4a
demonstriert wurde, analog mit TMS-RAMP als N-Michael-
Donor synthetisiert werden (Tabelle 1 und 2)[' 7,

Die hier beschriebene neue Variante der asymmetrischen He-
tero-Michael-Addition mit TMS-SAMP als chiralem Ammo-
niak-Aquivalent eroffnet einen hochenantioselektiven Zugang
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zu B-Aminosduren und damit zu B-Lactamen. Nach ersten Er-
gebnissen kann die Methode im Sinne eines Tandem-Prozesses
auf die Kombination von azaanaloger 1,4-Addition und Ester-
enolat-a-Alkylierung erfolgreich ausgedehnt werden!'81.

Experimentelles

TMS-SAMP: Zu einer gerithrten Losung von 11.7 g (90 mmol) SAMP in 100 mL
Diethylether tropft man bei 0 °C unter Argon 59.5 mL (95 mmol) einer #n-Buthylli-
thium-Lésung (1.6 ~ in Hexan). Nach 1 h wird auf Raumtemperatur aufgewdrmt
und 10.3 g (95 mmol) Chlortrimethylsilan zugegeben. Zur Vervolistindigung der
Silylierung wird 1 h unter Riickfluf} erhitzt. Ausgefallenes LiCl wird abfiltriert, der
Ether im Vakuum entfernt und der Rickstand destilliert. Man erhilt 17.2 g (95%)
TMS-SAMP als farblose Fliissigkeit [Sdp. 35-36°C (0.2 Torr), [¢]3? = — 99.3 (un-
verdiinnt)].

4: Zu 2.63 g (13 mmol) TMS-SAMP in 40 mL THF werden bei —78°C 8.13 mL
{13 mmol) #-Butyllithium-Ldsung (1.6 ~ in Hexan) getropft. Nach 30 min Metaliie-
rung bei — 78 °C werden 10 mmol des Enoats 1 bei — 78 °C langsam zugegeben und
3-18 h bei dieser Temperatur gerithrt. Zur Hydrolyse gieBt man in 30 mL geséttigte
NaHCO;-Lésung. Dann extrahiert man dreimal mit Dichlormethan, trocknet diber
Na,SO, und entfernt das Lsungsmittel im Rotationsverdampfer. Die rohen 1,4-
Addukte (S,5)-2 falien als gelbe Ole an. Zur Desilylierung 16st man sie in einer
Aufschidmmung von 40 g schwach saurem Kieselge! (Typ 60, 63 ~ 100 mesh, Merck)
in Ethylacetat unter Zugabe von 0.5 mL konzentrierter HC1 und riihrt bei Raum-
temperatur unter Argon. Nach vollstindiger Abspaltung der Silylgruppe (GC-Kon-
trolle) trennt man das Kieselgel ab und wischt es mit absolutiertem Methanol nach.
Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Aus den zuriickbleibenden braunen
Olen erhilt man die reinen f-Hydrazinocarbonsiureester ($,5)-3 durch Sdulen-
chromatographie (Kieselgel, Laufmittel: Petrolether/Ethylacetat 3/1) ohne Diaste-
reomerenanreicherung als gelbe Ole.

Herstellung des Raney-Nickels zur N-N-Spaltung (2—4 mmol-Ansitze): 1 g Ni-Al-
Legierung pro mmol f-Hydrazinoester (S,5)-3 werden in 15 mL H,O vorgelegt und
solange mit festem NaOH versetzt, bis keine Wasserstoffentwicklung mehr auftritt.
Nach 30 min Erhitzen auf 70 °C, Abdekantieren und dreimnaligem Waschen des
Ni-Schwammes mit je 10 mL Wasser erhilt man den Katalysator mit der geschitz-
ten Aktivitit W-9 [19].

N-N-Spaltung: Tm Autoklaven mit 10 mL Wasser je mmol -Hydrazinoester (S,S5)-
3 als Losungsmittel und Raney-Nickel als Katalysator (Reaktionszeit 17-20h,
Temperatur 60—-75°C, H,-Druck 7.5-9.5 bar) werden die N-N-Bindung gespalten
und gleichzeitig der Ester hydrolysiert. Nach vollstindigem Umsatz (DC-Kontrolle)
wird der Ni-Schwamm iber Celite abfiltriert und das Filtrat im Rotationsverdamp-
fer (5060 °C) zur Trockene eingedampft. Nach Sdulenchromatographie des hellen
Riickstands (Kieselgel, Laufmitte!: Ethanol/Wasser 9/1) und Entfernen von Lo-
sungsmittelresten an der Olpumpe erhilt man die f-Aminosiuren 4, die nach Um-
kristallisation aus MeOH/EtOH [(S)-4a]. MeOH/H,O [(R)-4a], EtOH [(S)-4b,
¢, f-i, (R)-4d] oder MeOH/Et,0 [(S)-de] als farblose, kristalline Reinsubstanzen
anfallen.
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Schnelle RNA-Hydrolyse durch einen
Cu"'-Komplex **

Barry Linkletter und Jik Chin*

Wihrend der letzten Jahre wurde {iber viele kiinstliche Enzy-
me berichtet, die die Phosphatdiesterbindungen der RNA hy-
drolysieren. Darunter sind sowohl Nichtmetallverbindungen!!!
als auch Ubergangsmetall-1?! und Lanthanoidkomplexe ). Die
sequenzspezifische Hydrolyse von RNA wurde kiirzlich mit ver-
schiedenen an Desoxyoligoribonucleotide kovalent gebundenen
Metallkomplexen erreicht!™ 31 Obwohl diese Resultate vielver-
sprechend sind, liegen die Reaktivitdten der kiinstlichen weit
hinter denen der natiirlichen RNasen. Die typische Halbwerts-
zeit einer RNA-Hydrolyse mit kiinstlicher RNase liegt bei neu-
tralem pH und 50 °C im Bereich von Stunden bis Tagen. Daher
besteht groBes Interesse an der Steigerung der Reaktivitit
kiinstlicher RNasen und am Verstindnis der die Reaktivitit
solcher Katalysatoren beeinflussenden Faktoren. [Cu(ter-
PY)OH,))** 1 und [Cu(bpy)(OH,),]** 2 sind zwei der bisher
fiir die Hydrolyse der Phosphatdiesterbindung der RNA reak-
tivsten Ubergangsmetallkomplexe'® 4. Wir berichten hier iiber
den Vergleich der Reaktivitit von 1, 2 und [Cu(neocupro-
in)(OH,),1>* 3 bei der Hydrolyse von ApA.

Die Kupferkomplexe 1, 2 und 3 wurden aus den entsprechen-
den Chloriden in Losung frisch erzeugt. Die Spaltung von ApA
in A, Ap und pA wurde durch Hochdruckfliissigkeitschromato-
graphie (HPLC) verfolgt. Die optimale Reaktivitit der Kupfer-
komplexe wird erreicht, wenn der pH-Wert der Losung nahe
dem pK,-Wert der kupferkoordinierten Wassermolekiile liegt.
Diese pK,-Werte betragenin 1,2 und 38.2, 7.8 bzw. 7.0, d. h. das
Kupferzentrum in 3 ist die stirkste Lewis-Sdure. Die durch 1, 2
und 3 (10 mm) katalysierten Hydrolysen von ApA (0.5 mMm) sind
Reaktionen pseudoerster Ordnung, deren Geschwindigkeits-
konstanten bet ihrem jeweiligen optimalen pH 1.9x
107%s7!, 1.9x107 75! bzw. 3.9x107°s™! betragen; die
Halbwertszeiten der durch 1, 2 und 3 katalysierten ApA-Spal-
tungen sind 10 Stunden, 42 Tage bzw. 3 Minuten. Alle Reak-
tionsidsungen wurden mit HEPES (10 mm) gepuffert und auf
25°C temperiert. Ein typisches HPL-Chromatogramm fiir die
durch 3 (10 mM) geforderte Spaltung von ApA (0.5 mMm) bei
pH 7 und 20 °C zeigt Abbildung 1. Die Konzentration von 2',3'-
cAMP erhoht sich wihrend der Spaltungsreaktion merkbar. Es
wird anschlieBend zu 3'-AMP und 2’-AMP im Verhéltnis von
6:1 umgewandelt. Aus dem HPL-Chromatogramm ist eindeutig
ersichtlich, daB die Spaltungsreaktion eher hydrolytisch am
Phosphat als oxidativ am Ribosering stattfindet.
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