ZUSCHRIFTEN

Experimentelles

Zur Duftinduktion werden frisch geschnittene Triebe der Limabohne (12—
14 Tage alt, mit voll ausgebildeten Keimblittern) in eine wissrige Losung
von Jasmonsédure (JA; 1 mm) gestellt. Nach 12 h werden die Pflanzen in ein
geschlossenes System (Exsiccator, 3 L) gebracht und die abgesonderten
Duftstoffe in 48 h im Kreislaufsystem an Aktivkohlefiltern adsorbiert.*
Zur selektiven Inhibierung der MVA- oder der MEP-Route wurden die
Triebe vor der eigentlichen Induktion mit JA (1 mm), Alamethicin (10 pum)
oder durch Raupenfra3 (vier Larven von Spodoptera frugiperda) 24 h in
wissrige Losungen der Inhibitoren Cerivastatin 7 bzw. Fosmidomycin 8 (je
3 x 107> m) gestellt.

Die Analyse und Trennung der Duftkomponenten erfolgte auf einer
Kapillarsdule (DB-5-MS ITD, Alltech, Liange: 30 m, Innendurchmesser:
0.25 mm, Filmdicke: 0.25 pm); Temperaturprogramm: 50°C (2 min iso-
therm), dann mit 5 Kmin~' auf 220°C. Die eluierten Substanzen wurden
online an einem CuO/NiO/PtO-Katalysator bei 940°C verbrannt und die
Verbrennungsgase einem Delta?-XL-Isotopenverhéltnis-Massenspektro-
meter (Thermoquest, Egelsbach) zugefiihrt. Zur Identifizierung der
eluierten Substanzen wurden 10% des Probenmaterials durch einen
Kapillarsplit vor der Verbrennung in ein konventionelles Massenspektro-
meter (GCQ, Thermogquest) tiberfiihrt. Alle Isotopenverhiltnisse sind als
(13 C)-Werte [%o] angegeben: 0(3C) [%o] = [ (Rprope! Rstandara) — 1] X 103, wo-
bei R das *C/?C-Verhiltnis der Probe bzw. des Standards (Vienna Pee Dee
Belemnite) angibt.
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Cyclohexylether-0-aminosiuren: neue
Leitstrukturen fiir Selektivititsfilter in
Ionenkanalen™*

Hans-Dieter Arndt, Andrea Knoll und Ulrich Koert*

Biologische Ionenkanile sind Schliisselmolekiile fiir die
zelluldre Regulation und Kommunikation. Sie koppeln (bio-)
molekulare Vorgénge an elektrische Signale.! Diese Eigen-
schaft von natiirlichen Porenbildnern wird schon zur Kon-
struktion von Sensoren genutzt.’)l Um synthetische Tonenka-
niileP! als Sensoren oder Implantate in biologischen Systemen
verwenden zu konnen, miissen zwei Voraussetzungen erfiillt
sein: Tonenselektivitit? 4 und Regulierbarkeit (,,gating*).C!
Wir berichten hier liber neuartige Oligomere aus 0-Amino-
sduren,® die zu H*- und NH,*-selektiven lonenkanilen
gefiihrt haben.

Wird in einem Dipeptid die zentrale Amidbindung ersetzt,
so erhilt man eine 0-Aminosdure (Schema 1). Diese Struktur
bietet neben vier substituierbaren Positionen die Moglichkeit,
im Riickgrat ein Heteroatom zu platzieren.” Wihlt man ein
Sauerstoffatom und schriankt die Freiheitsgrade der Struktur
mit einem Cyclohexanring ein, so gelangt man zur Etherami-
nosdure 1.

D,L-Dipeptid &Aminosédure 1

Schema 1. Von p,L-Dipeptiden zur stereodquivalenten 0-Aminosdure 1
als Baustein fiir Kationenkanile.

Die Selektivititsfilter natiirlicher K- und Ca?"-Kanile
werden entscheidend von den Riickgratatomen geprigt.[$]
Im ionenkanalaktiven, jedoch nur wenig selektiven [%3-
helicalen Dimer des D,L-Peptids Gramicidin A (gA) bilden
ausschlieBlich Riickgrat-Amidbindungen das Lumen. Ge-
rade die Ethersauerstoffatome in 1 kénnen im Kanalinneren
zusitzliche Bindungsstellen anbieten.”) Unsere Zielverbin-
dungen 2-4 wurden so entworfen, dass di-, tetra- und
hexamere O-Aminosidure-Segmente mit funktionalen Ab-
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schnitten aus gA zu Strukturen mit der ungefihren Gesamt-
linge des gA-Dimers verbunden sind.['% 11

Die Synthese der 6-Aminosédure 1 ging von Cyclohexenoxid
5 aus, das sich nach Jacobsen!™ mit 93% ee (GC, opt.
Bedingungen) zum Azidoalkohol umsetzen lieB (94 %, Sche-
ma 2). Alkylieren mit tert-Butylbromacetat unter Phasen-
transferkatalysel'*l lieferte das maskierte d-Aminosdure-Mo-

o]

o
a,b \“o\)j\ d \\“o\)l\
O 2= Q072 O
89% N; 95% NH,
5 6 8
L.
7

H
H-Ala-D-Val-Val-D-Val-(Trp-D-Leu)s-Trp-N. _~ or

11

c,g,hg | 75%

2

Schema 2. Synthese von 2: a)1l.)Me,SiN; (1.1 Aquiv.), 2Mol-%
[Cr(N;)(salen)],l? 20 Mol-% iPrOH, Et,0 (2m), 0°C, 36h, 94%;
2.)0.1% TFA in MeOH, 20°C, 1 h, >99%; b) tBuOCOCH,Br, nBu,Br,
12mM NaOH/Toluol, 20°C, 24 h, 95%; c) TFA/CH,Cl, (2/1), 20°C, 1h,
>99%; d) MeOH, kat. Pd/C (5%), H, (1 bar),2h, >99%;e) 7(R=H) in
DMF, NEt;, PivCl, 0°C, 30 min, dann 8, NEt;, 0°C —20°C, 1h, 77 %;
f) pPNBnOSucc, EDC, HOBt, EtNiPr,, CH,CL/DMF (10/1), 0°C —20°C,
12 h, 90%; g) 11, HATU, HOAt, EtNiPr,, CH,CL,/DMF (3/1), 0°C —20°C,
6 h; h) LiOH, THF/H,O (3/1), 0°C, 1 h. H,salen = (R,R)-N,N'-Bis(3,5-di-
tert-butylsalicyliden)cyclohexan-1,2-diamin, TFA = Trifluoressigsdure,
HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol-Monohydrat, ~EDC = N-Ethyl-N'-(3-di-
methylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid, Piv = Pivaloyl (COCMe;),
pNBn =4-Nitrobenzyl, Succ=Succinyl (COCH,CH,CO,H), HOAt=1-
Hydroxy-7-aza-benzotriazol, HATU = O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium-hexafluorophosphat.
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nomer 6 (95%; R =1Bu),'¥ dessen Homodimerisierung zu 9
am besten iiber das gemischte Anhydrid (R=COCMe;)
gelang (77 %). Das Dimer 9 wurde durch Kristallisation
(Hexan/Et,0, 7/1) isomerenrein erhalten (siche Abbildung 2).
Nach Verldngerung um einen Succinatbaustein wurde der
Diester 10 an beiden Termini mit dem a-Peptid 1101 zur
Verbindung 2 verkniipft. Die Zielverbindungen 3 und 4
wurden analog hergestellt (sieche Hintergrundinforma-
tionen).[™4l

Die Verbindungen 2-4 wurden dann auf ihre kanalbil-
denden Eigenschaften hin untersucht.['> I Die Verbindungen
3 und 4 mit tetra- bzw. hexameren o-Peptideinheiten bilden
keine nachweisbaren Kationenkanile. In Konzentrationen
>100nm entstehen allerdings kurzlebige Protonenkanéle
(Abbildung 1a, b). Wahrscheinlich ermdglicht hier eine Kon-
formation mit einer Engstelle nur Protonen den Durchtritt.['7)

a) d)
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b) e)
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c) f)
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g)
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Abbildung 1. Reprisentative Stromspuren der Verbindungen 2-4 in
planaren Sojabohnenlecithin-Lipidmembranen: a) 4, Leitfahigkeit A=
355/198 pS, Offenzeit T=3.7 ms; b) 3, 4 =255/107 pS, t=8 ms (c(3.4) =
500 nM, U=+100 mV;in 1M HCl); ¢) 2, H*; d) 2, K*; e) 2, Cs*; ) 2, NH,*
(c(2)=10pmM, U=+200mV; in Im MCl, M*=H"*, K*, Cs*, NH,");
¢) Amplitudenhistogramm fiir NH,*-Kanile aus 2 bei 120 mV (A = Am-
plitude, N=Zahl der Ereignisse). Einzelheiten zu den Experimenten
finden sich in den Hintergrundinformationen.

Die Verbindung 2 dagegen erwies sich als Ionenkanalbild-
ner, der einwertige Kationen selektiv transportiert: Sie leitet
Cs* und NH," gut, K*-Einzelkanalereignisse lagen dagegen
an der Nachweisgrenze (Abbildung 1d—f). Fiir Na® und Li*
konnten die Einzelkanalereignisse nicht mehr aufgelost
werden. Die Permeabilitdtsmessung ergab eine ausgeprégte
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Tabelle 1. Permeabilititen P und Leitfdhigkeiten /1 von 2 und gA.

M Pa(gA)t! Pra(2)0 A(gA)r! A,(2) A,(2) Ara(gA) Aa(2)
Lit 0.051 £0.001 0.035 +£0.002 2.93+0.07 - - 0.07 -

Na* 0.105 £0.003 0.036 +0.002 14.80 £0.08 - - 0.34 -

K+ 0.248 £+ 0.004 0.078 £0.008 26.0+£0.2 1.06+0.11 0.66 £ 0.06 0.60 0.14 (0.12)
Rb* 0.401 £0.012 0.122 +£0.004 43.1+£03 2.38+0.13 1.85+0.11 1.00 0.32 (0.34)
Cs* 0.507 £+ 0.009 0.273 £0.025 43.6+£0.2 6.48 £0.11 - 1.01 0.87

NH,* 1 1 433+£0.2 7.43 £0.07 5.49+£0.09 1 1

H* 3.99+0.19 4.77+0.18 561 +17 90 +15 67.2+0.8 13.0 12.1 (12.2)

[a] Bestimmt aus den Umkehrpotentialen von 1M MCI-Lésungen relativ zu einer 1M NH,CI-Losung.'"™ Es handelt sich jeweils um das Mittel aller
Leitniveaus, da Summenstrome bestimmt wurden (sieche Hintergrundinformationen). [b] Leitfdhigkeiten [pS], bestimmt aus der Steigung der Strom-
Spannungs-Kurve bei U=0mV. Bei Cs* tritt nur ein Niveau auf. [c] Leitfdhigkeit relativ zur NH,*-Leitfihigkeit, in Klammern ist das zweite Leitniveau

angegeben.

Eisenman-I-Selektivitdt:I'® H* > NH,* > Cs* > Rb* > K" >
Na'~Li" (Tabelle 1). Der Vergleich mit gA zeigt, dass die
Selektivitdt (P, A,) von 2 um den Faktor 3—4 hoher ist.
Durch den Einbau der d-Aminosdure sinkt jedoch die ab-
solute Leitfdahigkeit der Verbindung, was auf eine Verengung
des Kanals oder auch festere Bindungsstellen hindeutet.['®]
Die mittlere Offenzeit der Kationenkanile von 2 liegt
zwischen 200 und 350 ms, die fiir Protonenkanile jedoch bei
nur 8 ms (Abbildung 1¢).B> ¥

Weiterhin findet man aufler fiir Cs* genau zwei Leitfdhig-
keitsniveaus (Tabelle 1, Abbildung 1g). Asymmetrische Ver-
bindungen wie 2—4 konnen beim Membraneinbau mindes-
tens zwei Anordnungen zur Membrannormalen einnehmen.
Maximal zwei nachweisbare Leitfdhigkeitsniveaus stehen im
Einklang damit, dass diese Ionenkanile a)als monomere
Einheiten aktiv sind und b) die -Aminosiduren den Weg des
Tons durch den Kanal entscheidend bestimmen.

Wir haben hiermit erstmals Leitstrukturen fiir synthetische
Protonen- (3, 4) und NH,"-selektive (2) Ionenkanéle gefun-
den, deren neue FEigenschaften von der J-Aminosdure 1
herrithren. Die NH,7/K*-Selektivitidt von 2 ist dreimal so hoch
wie die von gA. Die Kristallstrukturanalyse des Dimers 9 gibt
Hinweise auf die Rolle der d-Aminosdure 1 im Kanal
(Abbildung 2):2% ITm Kristall liegt das o-Peptidsegment von
9 rechtsgédngig helical vor. Es sollte also die in der ionenka-
nalaktiven Konformation rechtsgiingige (%3-Helix der D,L-
Peptid-Abschnittel®s ' gut fortsetzen. Fiir den Durchtritt von
Ionen senkrecht zur Zeichenebene muss sich die zentrale,
gegabelte Wasserstoffbriicke offnen. Solch ein Gating-Pro-

Abbildung 2. Struktur des 0-Dipeptids 9 im Kristall (Ellipsoide mit 50 %
Aufenthaltswahrscheinlichkeit). Ausgewidhlte Abstinde [pm]: N4-O1
256.3(6), N4-O4 315.8(7). Man beachte die rechtsgéingig helicale Kon-
formation (N1-O1-N4-O3-05).
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zess konnte fiir die im Vergleich zu bekannten Beispie-
len®® 1 Y9 kurzen Offenzeiten verantwortlich sein.
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dieser Verbindungen die aktiven Kanéle bilden, wird zurzeit unter-
sucht.

[18] Ein GroBteil der Hydrathiille eines Ions wird beim Eintritt in den gA-
Kanal abgestreift.l”! Vergleicht man nun die verinderten Selektivi-
tdten mit den effektiven lonenradien,!"® so stellt man fest, dass gerade
die kleineren, hirteren Kationen den neuen Kanal 2 besonders
langsam passieren (effektiver lonenradius in Klammern): Li*
(60pm) < Na*(95pm) < K*(133pm) < Rb"(148pm) =
NH," (150 pm) < Cs* (169 pm).

[19] gA-Protonenkanile sind langlebig: S. Cukierman, E. P. Quigley, D. S.

Crumrine, Biophys. J. 1997, 73, 2489 —2502.

Die kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser

Veroffentlichung beschriebenen Struktur wurden als ,,supplementary

publication no. CCDC-154390“ beim Cambridge Crystallographic

Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten konnen kostenlos bei

folgender Adresse in GroBbritannien angefordert werden: CCDC, 12

Union Road, Cambridge CB2 1EZ (Fax: (+44) 1223-336-033; E-mail:

deposit@ccdc.cam.ac.uk).

[15
[16

[20

Orthogonale Photolyse von Schutzgruppen®*
Christian G. Bochet*

Professor Barry M. Trost zum 60. Geburtstag gewidmet

Eine der wichtigsten Anforderungen an die Chemie der
Schutzgruppen ist die Orthogonalitit, d.h. die Moglichkeit,
selektiv eine Gruppe in der Gegenwart anderer in jeder
beliebigen Reihenfolge zu entfernen.l'! Photolabile Schutz-

[*] Dr. C. G. Bochet

Department of Organic Chemistry, University of Geneva
30 quai Ernest Ansermet, 1211 Geneva 4 (Schweiz)
Fax: (+41)22-328-7396
E-mail: Christian.Bochet@chiorg.unige.ch

[**] Fir finanzielle Unterstiitzung bedanke ich mich beim Schweizeri-
schen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung
(Forder-Nr. 21-57044.99) und dem Fonds Frédéric Firmenich et
Philippe Chuit.
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gruppen stellen eine attraktive Unterklasse dieser Gruppen
dar: Sie lassen sich ohne ein Reagens abspalten, was die
Vertriglichkeit mit anderen funktionellen Gruppen natiirlich
erhoht.> 3 Orthogonalitidt mehrerer solcher Schutzgruppen
wurde jedoch noch nie beobachtet. Wir veroffentlichten
kiirzlich erste Ergebnisse zur moglichen Verwendung von
monochromatischem Licht, um zwischen photolabilen Grup-
pen zu unterscheiden, und berichten hier iiber die erste
photochemische Addition/Abspaltung orthogonaler Schutz-
gruppen an polyfunktionalisierten Verbindungen.

Bevor man die Anwendung einer Strategie, wie sie in
Schema 1 gezeigt ist, in Erwdgung zieht, miissen mehrere
Bedingungen erfiillt sein:

a) Die intrinsische Stabilitit jeder Schutzgruppe sollte bei
verschiedenen Wellenldngen sehr unterschiedlich sein.

b) Der Energietransfer von einem angeregten Chromophor
zu einem benachbarten Chromophor im Grundzustand
sollte unterdriickt sein.

c) Die Abspaltung bei hoher Energie (z.B. bei 254 nm) sollte
sehr schnell sein, um den Photoabbau anderer empfindli-
cher Gruppen zu vermeiden.

BT @

hv
R \ kein Licht

keine Reaktion

(*) ()
Schema 1. Generelle Strategie fiir die photochemische Abspaltung ortho-

gonaler Schutzgruppen. S=Substrat; P,, P,=bei v, bzw. v, photoakti-
vierbare Gruppen; R =reagierende Spezies (z.B. H).

Unter den bekannten photolabilen Gruppen haben die 3,5-
Dimethoxybenzoinester unsere Aufmerksamkeit erregt, denn
sie sind in nicht absorbierenden Losungsmitteln und in reinem
Piperylen (1,3-Pentadien) gleichermaBen reaktiv.’! Dies legte
das Ausbleiben von Loschung durch das Losungsmittel und
einen sehr kurzlebigen angeregten Zustand nahe. Zusammen
mit der sehr hohen Quantenausbeute (¢ =0.64) macht dies
diesen Ester zum idealen Kandidaten fiir eine orthogonale
Schutzgruppe. Andererseits sind die ortho-Nitrobenzylalko-
hol-Derivate bekannt fiir ihre geringere Reaktivitit, sind
dafiir aber empfindlicher bei langwelligerem Licht (bis zu
420 nm).Pl Diese Unterschiede in der Wellenldngen-Emp-
findlichkeit werden anhand der UV-Spektren von 1 und 2
deutlich (Abbildung 1).

OMe
S OMe MeO °©
= O\n/
o}
1 2

CyiHa

T

CiHz o]

Wir bestrahlten zuerst eine Losung des Laurylesters 1 in
Acetonitril mit UV-Licht der Wellenldnge 254 nm. Die Halb-
wertszeit wurde zu <5 min bestimmt, deutlich kiirzer als die
des Nitrobenzylesters 2 (97 min). Andererseits war 1 bei
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