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Die Ringschlu3-Olefin-Metathese als
hocheffiziente Methode zur Synthese kovalent
querverbriickter Peptide**

Helen E. Blackwell und Robert H. Grubbs*

Eine Vielzahl von Peptiden und Proteinen bildet helicale
Sekundirstrukturen,l'l was zu groBen Anstrengungen beim
Design kleiner, helicaler Peptidmimetika sowie stabilisierter
helicaler Strukturen fiihrte. So gelang es, die Bildung von a-
Helices in Peptidsequenzen durch maf3geschneiderte organi-
sche Template zu initiieren.[! Kleine a-helicale Peptide sind
durch das Einbringen von natiirlich vorkommenden, verbin-
denden Strukturmotivenl® sowie durch die Stabilisierung des
intrinsischen Helixdipols stabilisiert worden.*! Weitere An-
sdtze beim Aufbau synthetischer a-helicaler Peptide sind die
Kniipfung zusétzlicher kovalenter oder nichtkovalenter Bin-
dungen zwischen den Seitenkette, beispielsweise durch Salz-
briicken,P! Lactambindungen,®! Disulfidbriicken,”) hydropho-
be Wechselwirkungen!®! und Koordination von Metallionen
an natiirliche® und nichtnatiirliche Aminoséduren.'”! Eine
erhebliche Stabilisierung der Helix wurde in vielen Féllen
erreicht, wenn das Peptidriickgrat zwischen der i- und der
(i+4)-Einheit, entsprechend einer Windung der Helix, tiber-
briickt wurde, so daf3 die angebundenen Seitenketten sich auf
der gleichen Seite der Helix befinden. Der Alkyliden-
Rutheniumkomplex [ (PCy;),CL,Ru=CHPh] 11"l toleriert eine
Vielzahl funktioneller Gruppen und ermoglichte daher kiirz-
lich die Synthese von cyclischen Aminoséiuren'? und Pepti-
den mit B-Turn-1¥1 und B-Faltblatt-Struktur™ durch Ring-
schluB-Olefin-Metathese (RCM).['] Die gezielte und effekti-
ve Einfiihrung nichtnatiirlicher C-C-Bindungen fiihrt dabei zu
einer erhohten Biostabilitdt. Wir berichten im folgenden iiber
die Synthese und die strukturelle Charakterisierung einiger
cyclischer, helicaler Peptide, in die durch RCM kovalente
organische Briicken in das Peptidriickgrat eingebaut wurden.

Wir verwendeten ein hydrophobes Peptid-Modellsystem, in
dem aufgrund apolarer Gruppen eine Untersuchung der
Konformation in wenig solvatisierenden organischen Lo-
sungsmitteln ermoglicht wird, da die Faltung des Peptids in
diesen Medien wesentlich durch intramolekulare Wasser-
stoffbriickenbindung, nichtbindende Wechselwirkungen und
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elektrostatische Effekte gesteuert wird.l' Unser Interesse fiel
auf das von Karle, Balaram et al. untersuchte hydrophobe
Peptid 2,1'" dessen Loslichkeit in organischen Losungsmitteln
der von 1 dhneln sollte.'l Das Heptapeptid 2 besteht aus
zwei Valin-Alanin-Leucin(Val-Ala-Leu)-Untereinheiten, die
durch eine a-Aminoisobuttersdure(Aib)-Einheit voneinander
getrennt sind (Abb. 1). Vom Aib-Baustein wei3 man, da$3 er

2 = Boc-Val-Ala-Leu-Aib-Val-Ala-Leu-OMe
3,4 = Boc-Val-X-Leu-Aib-Val-X-Leu-OMe

2 3:X=Ser (n =2)

4: X =Hse (n =1)

Abb. 1. Das Heptapeptid 2 sowie die Dien-Analoga 3 und 4. Boc =tert-
Butoxycarbonyl.

3,o- und/oder a-helicale Konformationen in apolaren Oligo-
peptiden stabilisiert.l'’ Aib kommt zudem héufig in von
Mikroben produzierten Peptiden vor,”! Beispiele fiir Aib-
reiche Peptide sind die Antibiotika Alamethicin, Zervamicin
und Trichogin ATV, von denen man vermutet, da3 die
linearen, hydrophoben Peptide in der Lipid-Doppelschicht-
Membran eine Helix-Konformation einnehmen und zu Io-
nenkanilen aggregieren. Das Heptapeptid 2 liegt im Fest-
korper (Kristallstrukturanalyse) als a-Helix vor und nimmt in
Losung (CDCl;, 2D-NMR) eine dhnliche helicale Konforma-
tion ein. Angesichts dieser Befunde planten wir, zum Hepta-
peptid 2 analoge, acyclische Peptid-Diene zu synthetisieren,
um dann die RCM zur Synthese von konformativ einge-
schriankten Analoga der oben erwidhnten Peptid-Antibiotika
heranzuziehen. Dies sollte dann einen Riickschluf3 darauf
zulassen, ob eine helicale Konformation fiir die Ionenkanal-
Aktivitat erforderlich ist.

Nach einer Analyse der Struktur von 2 und den Ergebnis-
sen von Molecular-Modeling-Untersuchungen versprachen
wir uns vom Ersatz der i- und (i 4+ 4)-Ala-Bausteine in 2 durch
Aminosduren mit unverzweigten, endstindigen Doppelbin-
dungen in der Seitenkette, daf3 die Doppelbindungen einen
geeigneten Abstand voneinander aufwiesen, vorausgesetzt,
daB ein solches Dien-Analogon ebenfalls helical vorliegt und
die modifizierten Seitenketten die richtige Lénge aufweisen.
Die Olefin-Funktionalitét sollte durch die leicht zugénglichen
O-Allylether von L-Serin (Ser) und L-Homoserin (Hse)
eingefiihrt werden.?! Die acyclischen, olefinischen Peptide
3 und 4 (Abb. 1) wurden nach Standardmethoden in Losung
hergestellt.2!

Die Verbindungen 3 und 4 wurden mit 1 (20 Mol-%,
Konzentration an 3 bzw. 4: 5 mM in CHCl;, 25°C, 3-4 h) zu
den 21- und 23-gliedrigen makrocyclischen Alkenen 5 bzw. 6
in 85 bzw. 90 % Ausbeute umgesetzt (Schema 1),22l wobei
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O
3(n=1) 5(n =1):85%
4(n =2) 6 (n =2): 90%

Pd/C, 1 atm H,, EtOH, 25°C.

jeder Makrocyclus als Gemisch aus Doppelbindungsisomeren
erhalten wurde (E/Z ~5:1).”l Die anschlieBende katalytische
Hydrierung (1 atm H,, 10 % Pd/C, EtOH, 25°C, 2 h) fiihrte zu
den gesittigten Verbindungen 7 und 8.% Die gute Ausbeute
und der rasche Verlauf der RCM warfen die Frage auf, ob die
acyclischen Diene im organischen Medium bereits optimal fiir
den RingschluB3 vororientiert waren. Zur Beantwortung
dieser Frage untersuchten wir die Strukturen sowohl der
acyclischen Ausgangsverbindungen 3 und 4 als auch die der
cyclischen Produkte 7 und 8 niher.

Die Circulardichroismus(CD)-Spektren (fernes UV) von
Losungen der Peptide 3, 4, 7 und 8 in Trifluorethanol (TFE)
bei 25°Csind in Abbildung 2 gezeigt. Es ist bekannt, dal TFE
dhnlich wie CHCI; bei Peptiden und Proteinen die Bildung
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Abb. 2. CD-Spektren (250-195 nm) der Peptide 3, 4, 7 und 8 (1 mm) in
TFE bei 25°C. Angegeben sind die molaren Gesamtelliptizitéten.

helicaler Strukturen fordert,®! daher lassen die CD-Messun-
gen in TFE einen Riickschlufl auf die Konformationen der
Peptide 3 und 4 wihrend der RCM-Reaktion zu. Alle vier
Verbindungen weisen zwei negative Banden bei 203 —205 (-
7*) und 218 —222 nm (n-7*) auf, was typischen Ubergiingen in
helicalen, kleineren Peptiden entspricht. Die n-m*-Absorp-
tionen sind deutlich schwicher als die m-mw*-Absorptionen,
wie auch bei zahlreichen kleineren 3,,-helicalen Peptiden
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7 (n =1):98%
8(n =2):98%

Schema 1. Synthese der Peptid-Makrocyclen: a) 20 Mol-% 1, CHCl;, 25°C; b) kat. 10%

H festgestellt wurde®! und was Untersuchungen
von Tonolio und Mitarbeitern nach dem Stan-
dard-CD-Muster fiir rechtsgéngige 3,,-helicale
Peptides entspricht.?l Dariiber hinaus bedeu-
tet dies, dal} die Peptidriickgrate der Diene 3

t an d) und 4 im organischen Medium in einer Helix-

konformation fiir eine RCM préorganisiert
1 sind. AuBlerdem weicht die Elliptizitdt der
0 CD-Spektren der Makrocyclen 7 und 8 nicht
merklich von der ihrer offenkettigen Vorstufen
3 und 4 ab, was darauf hindeutet, daB sich die
Konformation im Verlauf der Cyclisierung
nicht wesentlich dnderte."

Vom cyclischen Peptid 8 konnten zur Ront-
genstrukturanalyse geeignete Einkristalle er-
halten werden (Abb. 3).’l Betrachtet man 8 vom N- zum
C-Terminus, erscheint die Helizitit fiir die ersten fiinf Bau-
steine gegeben, um sich dann zum Ende (Hse-6 und Leu-7) zu

Abb. 3. a) ORTEP-Darstellung der Struktur von 8 im Kristall. Thermische
Ellipsoide fiir 30 % Aufenthaltswahrscheinlichkeit. Die H-Atome wurden
aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. b) Chem-3D-Darstel-
lung von 8 ohne die Aminosdure-Seitenketten.

verlieren.?” Die mittleren Torsionswinkel ¢ (um N-C%) und ¢
(um C*-C’) betragen bei den ersten fiinf Aminosduren —57
bzw. —34°, was dem Erwartungswert fiir eine rechtsgidngige
3,-Helix (=57 und —30°) nahekommt,?!l aber auch im
Bereich fiir eine durchschnittliche, rechtsgingige a-Helix
(p=-63°, ¢=—42°) liegt. Es ist daher schwierig, daf3
Vorliegen einer a-Helix oder einer gemischten a-/3,,-Helix
auszuschlieBen. Betrachtet man die Abstinde des Amid-N-
Atoms zum Carbonyl-O-Atom und die zugehorigen N-O-C-
Winkel, so liegen offensichtlich zwischen N3-N6 einerseits
und O2-O5 andererseits vier aufeinanderfolgende, intramo-
lekulare 4 —1-Wasserstoffbriickenbindungen vor (2.96-
3.01 A), was typisch fiir eine 3,,-Helix ist.?2 An diesem sich
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wiederholenden Wasserstoffbriickenbindungsmuster sind die
Carbonyl-O- und die Amid-NH-Gruppen der Aminosduren
beteiligt, die jeweils zwei Bausteine voneinander entfernt
sind.[3 3 Wir vermuten, daB3 das Leu-3-Carbonyl-O5-Atom
eine fiinfte, extrem lange 5 —1-Wasserstoffbriickenbindung
zum Leu-7-Amid-N(7)-Atom bildet (N-O 3.50 A), die aller-
dings aufgrund des ,,Ausfransens* der Helix am C-Terminus
gestreckt sein konnte. Das 4 —1-Wasserstoffbriickenbin-
dungsmuster setzt sich intermolekular in einer Kopf-
Schwanz-Anordnung in der Elemantarzelle fort, wobei das
Val-5-Carbonyl-O7-Atom eine Wasserstoffbriickenbindung
zum Val-1-Boc-Amid-N1-Atom des nédchsten Peptidmolekiils
bildet (N-O 2.91 A).55! Der Ersatz beider Ala-Reste in 2
durch verbundene Hse-Einheiten im Peptid 8 fiihrte dazu,
dal das Peptidriickgrat im Kristall statt einer a-Helix
vorwiegend eine 3,,-Helix bildet, was letztlich mit den Ein-
schrankungen der konformativen Freiheitsgrade durch die
Einfithrung der zusétzlichen Briicke in 8 begriindet sein
sollte.!

Wir haben die Makrocyclisierung acyclischer Diene, die in
helicale Peptiden eingebaut wurden, durch eine bemerkens-
wert leicht verlaufende Ringschlu3-Metathese mit dem
Alkylidenkomplex 1 beschrieben. Die vergleichsweise ein-
fache Einfiihrung von metabolisch stabilen C-C-Bindungen in
Peptid-Sekundérstrukturen durch RCM qualifiziert die Ole-
fin-Metathese als auBergewohnliche Methode zur Herstel-
lung von rigiden Peptiden. Besonders die Makrocyclisierung
hydrophober, helicaler Peptide ist auf die RCM in organi-
schen Losungsmitteln zugeschnitten, da helicale Konforma-
tionen in apolaren Medien hiufig bevorzugt werden. Derzeit
wenden wir die RCM bei der Synthese cyclischer/querver-
briickter Analoga natiirlich vorkommender, helicaler Peptid-
antibiotika an (z.B. der Lipopeptaibol-Familie der Trichogi-
ne), wobei der Zusammenhang zwischen helicaler Konforma-
tion und Aktivitdt untersucht werden soll.B’l Weitere Arbei-
ten beschiftigen sich mit der RCM-vermittelten Synthese
verbundener Peptid-Helix-Biindel und Helix-Turn-Helix-
Strukturen, die als Peptidliganden fiir Proteine und DNA
Anwendung finden konnten. Die kiirzliche Entwicklung von
wasserloslichen Katalysatoren fiir die Olefin-Metathese er-
offnet unseren Bemiihungen hinsichtlich derartiger komple-
xer, biologisch relevanter Strukturen weitere Moglichkei-
ten. ]
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Obwohl die Verwendung kombinatorischer Methoden in
der pharmazeutischen Industrie schnell zum industriellen
Standard bei der Entwicklung und Optimierung von auf
neuartigen Wirkstoffen basierenden Verbindungenl!! gewor-
den ist, stecken entsprechende Methoden zur Identifizierung
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neuer Materialien und Katalysatoren noch in den Kinder-
schuhen. Kiirzlich erschienen Berichte iiber Synthesen und
Screening von Bibliotheken mit metallorganischen Katalysa-
toren, mit denen verschiedene chemische Umsetzungen
untersucht worden sind.’! Die Verwendung kombinatorischer
Methoden zur Entdeckung und Optimierung von Katalysa-
toren zur Olefinpolymerisation konnte vor allem fiir die
chemische Industrie, die jahrlich etwa 46 Millionen Tonnen
Polyolefine herstellt,! sehr bedeutend werden.

Obwohl man bei den meisten industriellen Polyolefinsyn-
thesen Triager mit groBen Oberflichen zur Immobilisierung
der Polymerisationskatalysatoren einsetzt, erstaunt es, daf
nur in wenigen Arbeiten die Verwendbarkeit von Polystyrol
als Katalysatortriger untersucht wurde.l! Fréchet und Mitar-
beiter haben kiirzlich gezeigt, da3 modifizierte, quervernetzte
Polystyrole Katalysatoren, die auf Metallocenen der Grup-
pe IV basieren, effizient aktivieren konnen.) Gering quer-
vernetztes Polystyrol ist nicht nur ein chemisch vertrégliche-
res Tragermaterial als Silica, es bietet dem Katalysator auch
eine Umgebung, die stirker den Umgebungen in Losungen
dhnelt, in denen Metallocen-Katalysatoren in homogener
Phase aktiv sind. Weiterhin erschienen in den letzten Jahren
viele methodische Arbeiten iiber Festphasensynthesen, so
daB eine breite Wissensgrundlage entstanden ist, die Versuche
auf dem Gebiet der Olefinpolymerisationskatalyse an fester
Phase erleichtern sollte.]

Neueren Berichten zufolge weisen bestimmte Katalysator-
systeme, die auf Komplexen der spiten Ubergangsmetalle mit
Diiminen basieren, bei Olefinpolymerisationen Aktivitdten
auf, die den Aktivititen von Systemen dhneln, die mit
Metallocenen frither Ubergangsmetalle mit einem aktiven
Zentrum erhalten wurden.®! Jene Systeme haben gegeniiber
analogen Komplexen mit frithen Ubergangsmetallen Vorteile,
da sie leicht synthetisierbar sind und mehr funktionelle
Gruppen tolerieren.’)’ Wir beschreiben hier erstmals eine
kombinatorische Synthese zur Herstellung einer Bibliothek
aus 1,2-Diiminnickel(11)- und -palladium(i)-Komplexen, die
an quervernetztes Polystyrol (1%) gebunden sind und als
Katalysatoren zur Olefinpolymerisation verwendet werden.
Dazu entwickelten wir eine Synthesemethode, die eine
Parallelsynthese sowie das Screening von Katalysatorbiblio-
theken zur Ethylenpolymerisation ermoglicht, deren Einzel-
verbindungen rdumlich getrennt vorliegen.'V! Weiterhin ent-
deckten wir, daB3 es moglich ist, die Katalysatoren chemisch zu
kodieren und sie hinsichtlicher ihrer Leistungsfihigkeit zu
unterscheiden. Nachdem gezeigt werden konnte, daf} der
sterische Anspruch der Arylringe eine grof3e Rolle bei der mit
diesen Katalysatorsystemen erhaltenen Polymerausbeuten
und dem Molekulargewicht (M,,) spielt, synthetisierten wir
an quervernetztes Polystyrol (1 %) gebundene arylsubstituier-
te 1,2-Diiminnickel(11)- und -palladium(i)-Komplexe. AuBer-
dem wollten wir priifen, inwieweit elektronische Storungen
die Katalysatorleistung beeinflussen.

Unsere Synthesen begannen mit der regioselektiven Alky-
lierung des asymmetrischen 1,2-Diimins 1 mit Brommethyl-
polystyrol (1.05 Aquiv., Lithiumdiisopropylamid (LDA), 0°C,
THF), wobei ein Polystyrol mit dem 1,2-Diiminliganden 2
erhalten wurde (Schema 1).'1 Um viele unterschiedlich
funktionalisierte, arylsubstituierte 1,2-Diimine verwenden zu
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