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Experimentelles 
Pferdeherz-Cyt-c und -CcP wurden durch Mischen (30 min) einer Proteinlosung 
( r  = 10 mgmL- I )  mit einem UberschuR an DTSSP (10 mM Losung in 100 mM Na- 
triumphosphatpuffer. pH 6.3) immobilisiert. Alternativ wurde eine Losung voii 
Na,HPO, (10 m m ~ l d m - ~  in Dimethylsulfoxid, 1 :5 mit H,O verdiinnt) verwendet. 
Eine Goldelektro'de ( A  = 0.031 cm2, n i t  Aluminiumoxid der KorngroBe 0.05 pm 
poliert, mit 25% H,O, in H,SO, behdndelt und in Wasser 15 min mit Ultraschall 
beschdlk) wurde in der Enzymlosung ca. 12 h bei 4 "C inkubiert. Alle elektrochemi- 
schen Messungen wurden rnit einem BAS-CV-37-Potentiostat durchgefiihrt und 
entweder analog oder digital aufgezeichnet. Die Gleichstromcyclovoltammetrie 
wurde in verschlossenen Zwei-Kammer-Elektrolysezellen mit einem Arbeitsvolu- 
men von 500 pL durchgefiihrt. 
Die elektrochemiscben Messungen wurden in Natriumphosphatpuffer durchge- 
fiihrt (0.1 moldm-', pH6.3, zur Entfernung von Sauerstoff wurde die Losung vor 
der Messung 15 min niit Stickstoff durchspiilt). Die Losung wurde wtihrend des 
Experiments in einer Stickstoffatmosphare gehdndhdbt. Ebenso wurden alle Vor- 
ratslosungen vor der Einschleusung in die elektrochemische Zelle auf die gleiche 
Weise behandelt. Die Abwesenheit von Sauerstoffin den Losungen wurde mit einer 
unmodifizierten Goldelektrode, die auf einer Spannung von - 300 mV vs. Ag/AgCI 
gehalten wurde, uberpruft. Kontrollexperimente, in denen die HBm-Redox- 
zentren der Proteine durch Inkubation der Elektrode in 4.0 M Guanidin x HCI 
(pH6.0, ca. 12 h, Waschen) entfernt wurden, wurden fur beide Elektroden durchge- 
fuhrt. Die Ergebnisse fur Cyt c sind in Abbildung 1 gezeigt (siehe Legende zu 
Abb. 1). 
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Lactendiine: eine neue Klasse yon chemisch 
aktivierbaren cyclischen Endiinen ** 
Luca Banfi und Giuseppe Guanti* 

Nachdem vor kurzem die starke Antitumor-Aktivitlt von na- 
tiirlich vorkommenden cyclischen Endiinen entdeckt worden 
ist, sind derzeit etliche Bemiihungen auf das Design und die 
Synthese von analogen Verbindungen gerichtet, die nach dem 
gleichen Prinzip wirken, deren Molekiilstrukturen aber weniger 
komplex sind"]. Idealerweise sind solche Mimetica an sich inak- 
tiv und werden chemisch aktiviert, indem ein Strukturelement, 
das die Endiineinheit in einer stabilen Form blockiert, kontrol- 
liert entfernt und so die DNA-schadigende Form freigesetzt 
wird. Dariiber hinaus sollten diese Verbindungen zur Steigerung 
von Selektivitat und Wirksamkeit iiber geeignete Ankergruppen 
verfiigen, iiber die DNA-bindende Agentien gebunden werden 

In diesem Zusammenhang untersuchten wir eine neue Klasse 
von synthetischen Endiinen, die sich durch einen an ein zehnglied- 
riges cyclisches Endiin trans-anellierten p-Lactamring auszeich- 
nen (5)  und die wir ,,Lactendiine" nennen. Diese sind Analoga der 
bekannten Stammverbindungen 113] und Zr4j, die bei 37 "C mit 
ma13iger Geschwindigkeit in einer Bergman-Cycloaromatisierung 
zu den hochreaktiven Aryl-Diradikalen 3 bzw. 4 reagieren. Wir 

konnen"L 21 

1 R = H  3 R = H  5 k' 6 R' 

2 R = O H  4 R = O H  

gingen davon aus, dalj Lactendiine hinsichtlich einer Cycloaro- 
matisierung vollkommen stabil sind und da13 ihre Hydrolysepro- 
dukte 6 reaktiver als die Stammverbindungen 1 und 2 sein sollten. 
Die erste Annahme beruhte zum einen auf den Arbeiten von 
Nicolaou, Bergman et al.''], die nachgewiesen haben, dalj zehn- 
gliedrige, an Dioxolanone trans-anellierte Endiine nicht reaktiv 
sind, und zum anderen auf Molekiilmechanik(MM)-Rechnun- 
genC6], nach denen das aromatische Cyclisierungsprodukt stark 
gespannt sein muD. Die zweite Annahme war weniger offensicht- 
lich; die MM-RechnungenL6] deuteten auf eine sehr kurze Le- 
bensdauer von 6 bei 37 "C. Daher konnte eine In-vivo-Offnung 
des 8-Lactamrings als Ausloser fur die Uberfiihrung des mogli- 
chen Endiin-Prodrugs 5 in die wirksamen Spezies 6 sein. Weitere 
Vorteile der Verbindungen 5 bestehen in ihrer einfachen Struk- 
tur, weshalb ihre Totalsynthese leichter erreichbar sein sollte, 
und in der Moglichkeit, iiber die Substituenten R', R' und R3 
DNA-bindende Agentien anzukniipfen. 

Um unsere Annahmen zu iiberpriifen, hdben wir nun die er- 
sten Verbindungen dieser Klasse hergestellt. Die eingeschlagene 
Syntheseroute (Schema 1) beginnt rnit dem 2-Azetidinon 7, das 
nach bekannten Ve~-fdhren[~] in sechs Stufen aus D,L-Asparagin- 
saure zuganglich ist[*]. Nach Schiitzen der Stickstoffunktion r91 
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9 R=SiMe3 
86% L 

10 

C e S i M e ,  I 
d 

63% 

R = H  

14a R'= OH, R2= H 

g,h, 41% 

15b R'=H, R'=OAc 

16a R'= OMe, R2= H 
16b R'= H, R'= OMe 

Schema 1. a) nBu,NBr, Mel, KOH. T H E  0 C; b) LDA, dann BrCH,C-CSiMe,; 
c) AgNO,, NaCN, EtOH/H,O; d) Cul, [(PhCN),PdCI,], Piperidin/THF; 
e) AgNO,. NIS, DMF;  f )  H E  H,O. CH,CN, -20 - 0 ' C :  g) (COCI),, DMSO, 
Et,N, CH,CI,, -78,C: h) CrCI,. NiCI,, THF; i)Ac,O, Pyridin/CH,CI, (15a: 
76%. 15b: 66%); j) NaH. Mel, D M F  (16a: 85%. 16b: 76%). 

wurde die Seitenkette an der 3-Position durch Kondensation des 
Lithiumenolats von 8 mit 3-Brom-l-(trimethylsilyl)propin ein- 
gefiihrt. Diese Reaktion verlief vollstlndig stereoselektiv und 
lieferte ausschlieRlich das gewiinschte trans-Produkt 9. Nach- 
dem die Trimethylsilylgruppe selektiv entfernt worden war["], 
gelang der Aufbau der Endiineinheit durch Castro-Stephens- 
Kupplung mit dem Chlorenin 11 [' 'I. Allerdings verlief die Um- 
setzung unter den Standardbedingungen mit [Pd(PPh,),] als 
Katalysator langsam und lieferte 12 nur in ma13igen Ausbeuten 
von 25-30 %. Mit [(PhCN,)PdCI,] in THF/Piperidin, entspre- 
chend einer Vorschrift von Alami und Linstrumelle[121, konnte 
die Ausbeute an 12 deutlich verbessert werden. Durch Eintopf- 
reaktion von 12 niit N-Iodsuccinimid (NIS) zum entsprechen- 
den lodacetylen nach der Methode von Isobe et a1.['31 und Ent- 
schiitzen der primlren Alkoholfunktion wurde 13 erhalten. 
Dessen Oxidation und anschliefiende Nozaki-Cyclisierung[62 l 4 I  

lieferten eine Mischung aus den diastereomeren Alkoholen 14 a 
und 14 b in befriedigender Ausbeute (41 %, 13 % Gesamtaus- 
beute bezogen auf 7),  die problemlos durch Chromatographie 
an Kieselgel getrennt werden konnten. 

Diese Alkohole sind sowohl in Losung als auch losungsmittel- 
frei aul3erordentlich stabil" und wurden glatt in die entspre- 
chenden Acetyl- und Methyl-Derivate 15a, b bzw. 16a, b iiber- 
fuhrt (Tabelle 1). Mehrstiindiges Erhitzen der Methylether 16a, b 
auf 100 "C in Gegenwart von 1,4-Cyclohexadien fiihrte zu keiner 
Reaktion. Dagegen wurde 16a rnit 1 N NaOH in MeOH in Ge- 
genwart von l ,4-Cyclohexadien in 2 h vollstandig zum cycloaro- 
matisierten Produkt 18a umgesetzt (Schema 2) .  Dieses fie1 als 

16a R' = OMe, R2 = H 

16b R' = H, R' = OMe 

17a R' = OMe, R2 = H 

17b R' = H, R2 = OMe 

18a R' = OMe, R2= H 

18b R' = H, R2 = OMe 1 1 
Schema 2. 2 1 )  1-1.5 N NaOHiabs. MeOH. 1.4-Cyclohexadien, 50°C. 2-5 h. 

Tabelle 1. Physikalische Daten von 16a. b und 18a. b. 

16a: 'H-NMR (200 MHz, CDCI,. 25 'C, TMS): 6 = 2.66 (dd. 'J(H, H) = 17.9 Hz. 
' J (H,H)=12.2Hz,  l H ,  CHHCE),  2.88 (dd, 'J(H,H)=17.9Hz. ' J ( H , H ) =  
3.9 Hz.1 H.CHHC=).2.92(s.3 H.CH3N),3.24-3.38(m,1 H,CHC=O),3.46(s. 
3 H, CH,O), 3.73 (dd, 'J(H, H) = 2.3. 9.1 Hz. 1 H, CHN), 4.25 (d, 'J(H. H) = 
9.1 Hz. 1 H. CHOMe), 5.91 (s, 2 H, CH=CH); ',C-NMR (50 MHz, CDCI,. 25-C. 
TMS): 6 =19.50 (cH,C=), 28.90 (CH,N). 54.93. 56.87. 63.76, 64.19 (CH und 

MS (70 eV): rn/z (X): 215 (29) [M '1, 200 (76) [M+-CH,], 184 (14.6). 172 (21.9). 
156(43), 144(25.5),143(32.5). 129(21.2), 128(17.6), 115(66). 105(100),63(39). 
42 (82); IR (CHCI,): S = 2200 (schwach). 1747 cm- '  
16b: 'H-NMR (200 MHz, CDCI,. 25 "2, TMS): 6 = 2.59 (dd, 'J(H, H) = 17.9 Hz, 
3J(H, H) =13.1 Hz, 1 H. CHHC-). 2.81 (s. 3 H. CH,N), 2.89 (ddd. 'J(H, H) = 
17.9HZ. ' J (H,H)=3.8Kz.  'J(H,H)=1.7 Hz. I H, CHHC-), 3.46 (5. 3 H .  
CH,O), 3.64-3.80 (m, 2 H, CHC=O und CHN), 4.37 ( t .  'J(H, H) ,  'J(H, H) = 
1.8 Hz, 1 H, CHOCH,), 5.96, 5.89 (br., AB-System, ,J(H. H) = 9.7 Hz. 2 H ,  

(CH,N). 52.19, 57.20, 63.25, 67.72 (CH und OCH,), 83.58, 87.28, 95.66, 100.79 
(C=C), 122.02, 126.26 (C=C), 167.82 (C=O); MS (70eV): mji ("A):  215 (42) 

OCH,), 83.93, 88.30.95.18, 100.00 (CrC) .  122.20, 124.57 (C=C), 167 45 (C=O); 

CH=CH); "CC-NMR (50 MHz, CDCI,, 25 "C, TMS): 6 =19.36 (CH,Cs),  26.60 

[M'], 200 (100) [MC-CH3], 184 (15.7). 172 (24). 156 (45), 144 (31), 143 (32). 
129 (22.5). 128 (19.4). 115 (67). 105 (94). 63 (40). 42 (83); IR  (CHC1,):t = 2240, 
2205, 1750 cm-' 
18a: 'H-NMR (200 MHz, CD,OD, NaOD, 25 "C. TMS): 6 = 2.42 und 2.49(s. 3 H, 
CH,N), 2.80-3.40 (m. 4 H .  CH,Ar. CHCOO, CHN). 3.23 und 3.49 (s, 3 H, 
CH,O). 4.23 (d, 3J(H, H) = 2.6 Hz. l j2 H, CHOMe), 4.41 (d, "(H, H) = 5.8 Hz. 
1/2 H. CHOMe), 7.10-7.25 (rn, 3 H, arom.), 7.25-7.35 (m, 1 H. arom.) 
18b: 'H-NMR (200 MHz, CD,OD. NaOD. 25 'C, TMS): 6 = 2.44 und 2.49(s, 3 H, 
CH,N), 2.70-3.60 (m, 4 H ,  CH,Ar, CHCOO, CHN), 3.33 und 3.3X (s, 3 H ,  
CH,O), 4.36 (br. s, 2/3 H, CHOMe) 4.43 (d, "(H. H) = 4.0 Hz, 1/3 H, CHOMe). 
7.05-7.30 (m, 4 H, arom.). 

Gemisch aus zwei Diastereomeren an (Tabelle I ) ,  vermutlich 
wegen einer Epimerisierung zur Carboxylatgruppe am a-stiindi- 
gen Kohlenstoffatom[l6I. 'H-NMR-spektroskopisch konnten 
im Verlauf der Reaktion keine Signale beobachtet werden, die 
sich den als Zwischenstufe gebildeten Endiin-Aminosauren 17 a, b 
zuordnen lassen. In Einklang mit den theoretischen Vorhersa- 
gen scheint die Cycloaromatisierung somit unmittelbar nach 
Offnung des p-Lactams stattzufinden" '1. Das Diastereomer 16b 
reagiert unter denselben Bedingungen wie 18 b (Tabelle 

Wie wir zeigen konnten, sollten Lactendiine als Endiin-Pro- 
drugs verwendet werden konnen. Zwar durfte die Hydrolyse der 
inaktiven P-Lactame 14-16 in vivo schwieriger sein, doch soll- 
ten durch Synthesevarianten reaktivere Analoga 5 zuganglich 
sein, bei denen die Offnung der Azetidinoneinheit durch geeig- 
nete aktivierende Gruppen R3 erleichtert wird. 
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161 Wir haben den vereinfachten Ansatz nach Maier [I a] benutzt, der auf der 
Berechnung der Differenz der Spdnnungsenergien E, yon Endprodukt (dem 
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hydrierten Diradikal) und Substrat beruht. Mit dem Programm Chem3D Plus 
(CSC. Cambridge, MA) hdben wir fur 14a. b-16a. b um 15-17 kcal mol-' 
hohere dE,-Werte berechnet als fur die Modellverbindungen 1 und 2. Dagegen 
waren die fur 6 (R1 = OH, OMe, OAc) berechneten AE,-Werte um etwa 2- 
4 kcal mol-' niedriger als die von 1 und 2. (Die AE,-Werte der all-truns-Iso- 
mere waren s e t s  niedriger.) 
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[I 51 Der Alkohol2 ist bei Raumtemperatur und Iosungsmittelfrei auch hei ~ 20 'C 
nicht stabil. sondern geht auBer der Cycloaromatisierung einige Nebcnreak- 
tionen ein (vgl. Lit. [4]). 

[16] Diese Epimerisierung fnde t  erst nach Offnung des fi-Lactams statt. denn 
NMR-spektroskopisch und dunnschichtchromatographisch wurden keine 
Hinweise auf das cis-p-Lactam erhalten. Daruber hinaus indert sich das 
Verhiltnis der beiden Epimere mit der Zeit bis zu emem Endwert von etwa 1 : 1. 

[17] Zuin Vergleich: t ,)*(l)  = 3.6 h (5OCC) [3]. Die Ursache der im Vergleich zu 1 
oder 2 hoheren Reaktivitat von 17a, bliegt vermutlich darin, daR die sterischen 
Wechselwirkungen rwischen der Carboxylat- und der NHMe-Gruppe im cy- 
clischen Endiin (Diederwinkel ca. 25") ungunstiger sind als in den Tetrahy- 
dronaphthalinen 18 (Diederwinkel ca. SO'). Snyder hat berechnet. da8 sich 
durch Einfuhren von zwei zueinander trans-stindigen Methylgruppeu an C8 
und C9 von 1 die Aktivierungsenergie der Cycloaromatisierung um etwa 
1.1 kcal mol-' verringern sollte: J. P. Snyder, J ;  Am. Chefn. So?. 1990. 112, 
5367-5369. 

[I81 In diesem Fall verlief die Offnung des [GLactams allerdings langsamer und war 
mit 1.5 N NaOH in MeOH erst nach 5 h vollstindig. Das Verhaltnis der beiden 
Epimere von 18b (zundchst ca. 1 :3) wird dabei vollstindig umgekchrt (ca. 3:  1 
gegen Ende der Reaktion). 
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