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als 32. Deshalb sagten wir voraus, daf bei der Cycloaddition
eher das Perhydroindol 31 als 33 entstehen wiirde.?!] Wir
suchen derzeit nach einer Erklidrung fiir das erhaltene tiber-
raschende Ergebnis.
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Eine effiziente und kurze enantioselektive
Totalsynthese von Lactacystin**

E. J. Corey,* Weidong Li und Tohru Nagamitsu

Professor Satoshi Omura gewidmet

Lactacystin 1, ein mikrobielles Produkt, das von Omura
et al. erstmals beschrieben wurde,"2! ist ein bemerkenswert

HO,C_ _NHAc
o J

S

Lactacystin 1 2

selektiver und potenter Inhibitor fiir den Abbau von Ubiqui-
tin-markierten Proteinen in den Proteasomen.’4 Die Wir-
kung von Lactacystin und dem gleichermaB3en wirksamen (-
Lacton 2P beruht auf der Acylierung eines Kkatalytisch
entscheidenden N-terminalen Threoninrestes in einer der 28
Proteinuntereinheiten, aus denen das zylindrische 20S-Pro-
teasom aufgebaut ist (Abb. 1).[> 4 Dies wurde durch Réntgen-
strukturanalysen an einem durch Lactacystin inaktivierten
20S8-Proteasom bei einer
Auflosung von 2.4 A besti-
tigt.[ 7 Dabei ergab sich au-
Berdem, daf die Isopropyl-
gruppe des Lactacystins in
einer hydrophoben Tasche

der Lactacystin-markierten Thr
Proteasom-Untereinheit ge- Lactacystin
bunden wird.[¥ Der Protea-

som-Komplex ist am Abbau Abb. 1. Schematische  Darstel-

lung des 20S-Proteasoms nach ir-
reversibler Inhibierung durch 1
(oder 2).

zahlreicher Proteine betei-
ligt, zu denen nicht nur fehl-
gefaltete und denaturierte
Proteine gehoren,®l sondern
auch Proteine, die am Verlauf des Zellcyclus® und an der
Regulierung der Gentranskription!'”! beteiligt sind. Lactacy-
stin ist deshalb ein sehr wichtiges Werkzeug proteinbioche-
mischer und zellbiologischer Untersuchungen geworden.
Nach dem ersten totalsynthetischen Verfahren® ! hergestell-
tes Lactacystin wurde in hunderten biologischer Laboratorien
verwendet; dariiber hinaus stehen fiir die Herstellung von
synthetischem 1 drei weitere vielstufige Synthesen zur Verfii-
gung [12-14]

Der anhaltende Bedarf an synthetischem Lactacystin ver-
anlafite uns, eine kiirzere Syntheseroute fiir 1 zu entwickeln,
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die sich auch fiir die effiziente Syn-
these von Strukturanaloga eignet, bei
denen die Isopropylgruppe von 1
durch andere lipophile Gruppen er-
setzt ist. Dies verlangt die Einfiihrung
der Isopropylgruppe von 1 auf einer
spaten Stufe der Synthese; auBerdem
sollte das a-Kohlenstoffatom des y-
Lactams als Schliissel-Stereozentrum
fiir die Steuerung der nachfolgenden
stereochemischen = Manipulationen
dienen. Beide Anforderungen erfiillt
die in Schema 1 gezeigte Retrosyn-
these-Strategie. BG steht dabei fiir
eine Schutzgruppe mit folgenden Ei-
genschaften: 1. Sie 146t sich im Zwi-
schenprodukt A leicht durch Wasser-
stoff ersetzen. 2. Sie ist ausreichend
voluminds, um die Steuerung des
stereochemischen Verlaufs bei der
Hydroxymethylierung des [-Keto-
esters B zu ermoglichen (d.h. die
Diastereoselektivitit zu beeinflus-
sen). 3. Sie eignet sich fiir die enan-
tioselektive Synthese des Malonsiu-
remonoesters C in grolem MafBstab.

Die ausgearbeitete Synthese ist in
Schema 2 dargestellt. Methylmalon-
sduredimethylester wurde in das achi-
rale a-Methylsulfanylderivat 3 umge-
wandelt (NaH, dann MeSCI' in
THEF, RT (23°C), 12 h). Durch enan-
tioselektive Hydrolyse mit Schweine-
leberesterase (PLE) erhielt man den
chiralen = Malonsduremonomethyl-
ester 4 (siche Experimentelles). Das
Rohprodukt (97 % Ausbeute) wurde
durch einmaliges Umkristallisieren
des Chininsalzes aus wéfrigem Etha-
nol gereinigt. Nach Ansiduern und
Extrahieren fiel 4 in Form eines farb-
losen Ols und mit einem Enantiome-
reniiberschuf} (ee) von 95 % an.['> 17l Das Sdurechlorid von 4
wurde mit N-p-Methoxybenzylglycinmethylester (PMB-

cozu . N

Me® CO,Me

Cc

Schema 1. Retrosyntheseplan fiir die Synthese von 1. PMB = p-Methoxy-
benzyl.
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m.p. 129°C
6

Schema 2. Synthese von 1. a) 1. PLE, H,O, pH 7.3, RT, 24 h, 97 %; 2. Umkrist. des Chininsalzes, 64 %,
95 % ee. b) 1. (COCl),, kat. DMF, RT, 1 h; 2. PMB-NHCH,CO,Me, Et;N, CH,Cl,, RT, 1 h, 99 %; 3. LDA,
THF, —78°C, 2h, 93%. c) 1. DBU, THF, —78°C; war. HCHO, —78°C, 0.5 h, 90 %; 2. NaBH(OAc);,
HOAC, RT, 1 h, 95 % nach Umkrist., 99 % ee. d) 1. PivCl, Pyridin, RT, 10 h, 85 %; 2. TBSOTT, 2,6-Lutidin,
RT, 12 h, 98%; 3. NaOMe, MeOH, RT, 5h, 92%. e) 1. Raney-Nickel, EtOH, 0°C, 1 h, 82%; 2. Dess-
Martin-Reagens, CH,Cl,, RT, 1 h, 95 %. f) H,C=C(Me)MgBr, TMSCI, THF, —40°C, 0.5 h, 97 %. g) 1. H)/
Pd-C, EtOH, 12 h, RT, 99 %; 2. CF;CO,H/H,0 4/1, 50°C, 4 h, 87 %. h) 1. LiOH, THF/H,0 1/1, RT, 0.5 h;
2. BOPCI, Et;N, CH,Cl,, RT, 0.5 h, 90%. i) Ce'Y, CH;CN/H,O 3/1, RT, 1 h, 62%. j) N-Acetyl-L-Cystein,
Et;N, CH,Cl,, RT, 4 h, 99 %. LDA = Lithiumdiisopropylamid, DBU = 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en,
Tf = Trifluormethylsulfonyl.

NHCH,COOMe) verkniipft. Bei der Dieckmann-Cyclisie-
rung des resultierenden Amidesters entstand das Ketolactam
5 als 1:1-Mischung der Diastereomere (beziiglich des a-
Kohlenstoffatoms der S-Ketoestereinheit).

Nach der stereoselektiven (9:1) a-Hydroxymethylierung
von 5 und der stereospezifischen Reduktion!'® der Keto-
Carbonylgruppe wurde das kristalline Dihydroxylactam 6,
Schmp. 129°C, [a]} = —41.8 (¢c=0.1, CHCl,), in einer Aus-
beute von 86 % bezogen auf 5 erhalten. Die absolute Kon-
figuration von 6 wurde durch eine Rontgenstrukturanalyse
ermittelt.’”) Ausgehend von 6 wurde der Mono-tert-butyldi-
methylsilyl(TBS)-Ether 7 als Ol durch die folgende Reak-
tionssequenz hergestellt: 1. selektive Veresterung der primé-
ren Hydroxygruppe mit Pivaloylchlorid (PivCl), 2. Silylierung
der sekundiren Hydroxygruppe und 3. Spaltung des Pivalin-
sdaureesters. Die Entschwefelung von 7 mit Raney-Nickel
verlief mit ausgezeichneter Diastereoselektivitit (10:1) und
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lieferte den Aldehyd 8 nach sdulenchromatographischer
Reinigung und Dess-Martin-Oxidation als farbloses Ol in
78 % Ausbeute.

Die Addition von Organolithium- oder Grignard-Reagen-
tien an den Aldehyd 8 erwies sich als problematisch: Zum
einen reagierte die Formylgruppe nur trige (moglicherweise
infolge sterischer Abschirmung), zum anderen folgte der
Carbonyladdition eine rasche Retro-Aldolreaktion. Bei Zu-
gabe des 2-Propenyl-Grignard-Reagens zu einer Mischung
aus 8 und Trimethylchlorsilan (TMSCIl) wurde jedoch das
gewiinschte Additionsprodukt 9 stereospezifisch und — nach
wilBriger Aufarbeitung und Isolierung — in ausgezeichneter
Ausbeute erhalten. Mehrere Faktoren tragen zum Erfolg
dieser Reaktion bei: 1. TMSCI fiangt das Alkoxid-Ion, das bei
der Addition des 2-Propenyl-Grignard-Reagens an die For-
mylgruppe entsteht, schneller ab, als die Retro-Aldolreaktion
stattfindet. 2. Bei —40°C reagiert das Grignard-Reagens mit
TMSCI langsamer als mit dem Aldehyd 8. 3. Der TMS-Ether
von 9 ist unter den Reaktionsbedingungen stabil, wird aber
bei der wélrigen Aufarbeitung rasch gespalten. 4. Die Steue-
rung des stereochemischen Verlaufs der Grignard-Addition
an die Formylgruppe von 8 ist wahrscheinlich auf sterische
Abschirmung innerhalb eines zweizdhnigen Komplexes von
Mg!" mit den Ester- und Aldehyd-Carbonylgruppen zuriick-
zufithren. Bei der Reaktion von Isopropylmagnesiumbromid
mit dem Aldehyd 8 wird die Formylgruppe zur Hydroxyme-
thylgruppe reduziert (95 % Ausbeute).

Aus isomerenreinem 9 wurde durch Hydrierung und De-
silylierung 10 erhalten, Schmp. 91-92°C, [a]f =+12.7 (¢ =
0.06, CHCl;). Die Esterverseifung und nachfolgende Behand-
lung mit 1.5 Aquiv. Bis(2-oxo-3-oxazolidinyl)phosphinsiu-
rechlorid (BOPCI) und 3 Aquiv. Triethylamin lieferten das
p-Lacton 11, Schmp. 164°C, [a]F =—84 (c=0.05, CHCL),
dessen Struktur durch eine Rontgenstrukturanalyse bestétigt
werden konnte.[”®21] Nach Abspaltung der PMB-Schutz-
gruppe von 11 mit Cerammoniumnitrat wurde das literatur-
bekannte S-Lacton 2 erhalten,’! das identisch mit einer
authentischen Probe war. Die abschlieBende Behandlung
von 2 mit 1 Aquiv. N-Acetylcystein und 1.5 Aquiv. Triethyl-
amin lieferte reines 1 in 99 % Ausbeute, das sich in jeder
Hinsicht als identisch mit einer authentischen Probe von
Lactacystin erwies.

Die hier beschriebene Synthese von Lactacystin ist aus
mehreren Griinden bemerkenswert: Die Synthese ist direkt
und — im Hinblick auf die Reaktionsdurchfiihrung und die
Isolierung der reinen Produkte — einfach. Sie verlduft
stereochemisch kontrolliert und ist hinsichtlich der Reagen-
tien okonomisch. Das Schliisselintermediat 8 ermoglicht den
Zugang zu vielen Analoga von Lactacystin, bei denen die
Isopropylgruppe durch andere lipophile Reste ersetzt ist. So
liefert z.B. die Umsetzung von 8 mit Vinyl-, Allyl- und
Phenylmagnesiumhalogeniden unter den Bedingungen, die
fiir die Umwandlung von 8 in 9 beschrieben wurden, die
entsprechenden Analoga von 9 in guter Ausbeute. Diese
Verbindungen sind von besonderem Interesse im Hinblick auf
die Suche nach Spezies-selektiven Lactacystin-Analoga. Fer-
ner ist der chirale Sédureester 4 ein vielseitiges Zwischen-
produkt, das als Synthesedquivalent fiir die konfigurativ
instabilen chiralen Methylmalonsidure-Derivate dient.
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Experimentelles

Synthese von 4: Zu einer Suspension von 3 (19.0 g, 0.10 mol) in 0.1m
Phosphatpuffer (pH 7.30, 25 mL) und 300 mL dest. Wasser gab man unter
Riithren PLE (2.0 g; unbearbeitetes Pulver von Sigma, L8251). Der pH-
Wert der resultierenden Mischung wurde durch regelméBige Zugabe von
2N wiBriger NaOH (mit Hilfe einer mit einem pH-Meter gekoppelten
Dosierpumpe) auf 7.30 gehalten; nach 15-20 h bei RT unter fortgesetztem
Riihren war ein Aquiv. NaOH verbraucht worden. Die Reaktionsmischung
wurde mit Celite (20 g) behandelt und filtriert, das Filtrat mit 6N HCI auf
pH2-3 gebracht und mit Diethylether (3 x300mL) extrahiert; die
vereinigten Extrakte wurden mit Kochsalzlosung gewaschen und getrock-
net. Die Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck lieferte
4 (1730 g, 98%, 67% ee) in Form eines farblosen Ols, das ohne weitere
Reinigung fiir die Enantiomerenanreicherung mit Chinin nach folgendem
Verfahren eingesetzt wurde: Eine Mischung von 4 (15.0 g, 0.08 mol) und
Chinin (27.3 g, 0.08 mol) in 50proz. wiBrigem Ethanol (556 mL) wurde
20 min bei 70-80 °C geriihrt; es entstand eine klare, homogene Losung, die
nach Abkiihlen auf RT 2d zur Kiristallisation aufbewahrt wurde. Die
gebildeten Kristalle wurden gesammelt, mit eiskaltem 50proz. wirigem
Ethanol gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet; der
erhaltene Feststoff, Schmp. 173-174°C, [a]¥ =—155 (¢=0.35, 50proz.
EtOH/H,0), wurde in 3N HCl (35mL) gelost und die Losung mit
Diethylether (3 x 300 mL) extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt; das enantiomeren-
angereicherte 4 (7.80 g, 52 %, 95 % ee) fiel als farbloses Ol an. Der ee-Wert
der Monoséure wurde 'H-NMR-spektroskopisch bestimmt in Anwesenheit
von 1 Aquiv. (S)-a-Methylbenzylamin in CDCl,. Die Mutterlauge wurde
mit 6N HCI auf pH 2-3 angesduert und mit Diethylether extrahiert (3 x
300 mL). Die vereinigten Extrakte wurden getrocknet und unter vermin-
dertem Druck eingeengt. Die zuriickerhaltene Monosaure (3.75 g, <10 %
ee) wurde wieder zu 3 verestert ((COCI),/Benzol, DMF (kat.), RT, dann
MeOH), das erneut mit PLE umgesetzt wurde; durch Reinigung der
resultierenden Monosdure mit Chinin wurden weitere 1.80 g 4 erhalten
(insgesamt 9.60 g, 64 % Gesamtausbeute). [a]F = —1.2 (¢ =2.64, CHCL;);
FT-IR (Film): 7=3134 (br, OH), 1731, 1713, 1260, 1110 cm™!; 'H-NMR
(400 MHz, CDCl;): 6 =1.73 (s, 3H; CH;C), 2.24 (s, 3H; CHS), 3.83 (s, 3H;
CH;0); BC-NMR (100 MHz, CDCl,): 6 =14.1,21.4,53.4, 55.6, 169.7, 174.8,
HR-MS (CI, NH;): m/z ber. fiir [C{H,NO,S]* 196.0644, gef. fiir [M+NH,]*
196.0640.

Hydroxymethylierung von 5: Unter Riihren wurde eine Losung von 5§
(6.75 g, 20.0 mmol) in THF (30 mL) bei 0°C 15 min mit DBU (0.60 mL,
4 mmol) behandelt und dann zur Umsetzung mit einer Losung von
Formalin (12M, 16.7 mL, 0.20 mol) in THF (10 mL) auf —78°C gekiihlt.
Nach 0.5 h Riithren wurde die Reaktionsmischung mit 10proz. wiBriger
CuSO,-Losung versetzt und mit Diethylether (3 x 30 mL) extrahiert. Die
vereinigten Extrakte wurden mit Kochsalzlosung gewaschen und getrock-
net. Das nach Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck
erhaltene Rohprodukt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel
gereinigt; man erhielt das Hydroxymethylierungsprodukt als farbloses Ol
(6.60 g, 90%), [a]F =—+94 (c=0.40, EtOAc); FT-IR (Film): 7 =23430(br,
OH), 1740, 1697, 1513, 1246 cm™'; '"H-NMR (400 MHz, CDCL;): 6 =1.01
(dd, 1H,J=4.9,9.1 Hz; OH), 1.55 (s, 3H; CH;C), 2.13 (s, 3H; CH,S), 3.72
(s, 3H; CH;0), 3.79 (s, 3H; CH;0), 3.76 (dd, 1H, J=4.9, 12.5Hz;
CH,0H),4.18 (dd, 1H,J/=9.1,12.5 Hz; CH,0H), 4.26 (d, 1H,/=15.2 Hz;
CH,Ar),5.20 (d,1H,J=15.2 Hz; CH,Ar), 6.87 und 7.34 (jeweils d,2H, J =
8.6 Hz; ArH); BC-NMR (100 MHz, CDCl,): 6 =12.3, 16.8, 44.3, 53.0, 55.4,
61.9, 114.7, 126.1, 129.8, 130.5, 159.3, 165.7, 204.2; HR-MS (Fast atom
bombardment (FAB), Nitrobenzylalkohol (NBA)+ Nal): m/z ber. fiir
[C;H,;NO¢SNa]*+ 390.0987, gef. fiir [MNa]* 390.0974.

Synthese von 9: Unter Rithren gab man zu einer Losung von 8 (100 mg,
0.230 mmol) in THF (11mL) bei —40°C zuerst TMSCl (0.15 mL,
1.15 mmol), dann 2-Propenylmagnesiumbromid (0.5m in THF, 1.38 mL,
0.69 mmol). Nach 0.5h Riihren bei —40°C wurde die Reaktion durch
Zugabe gesittigter waBriger NH,Cl-Losung beendet und der Ansatz
weitere 0.5 h geriihrt. Die resultierende Mischung wurde mit EtOAc (3 x
20 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Extrakte mit Kochsalzlo-
sung gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck
eingeengt. Aus dem Riickstand wurde nach flashchromatographischer
Reinigung an Kieselgel das Produkt 9 (106 mg, 97 %) in Form farbloser
Kristalle erhalten. Schmp. 153-154°C; [a]¥ = +65.7 (¢ =0.035, CHCl,);
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FT-IR (Film): 7 =3389, 1698, 1683, 1514, 1247 cm~!; 'H-NMR (500 MHz,
CDCl;): 6 =0.07 (s, 3H; CH,Si), 0.09 (s, 3H; CH;Si), 0.82 (s, 9H; (CH;);C),
120 (d, 3H, J=8.6Hz; 7-CH;), 1.59 (br.s, 1H; OH), 1.75 (s, 3H;
C(CH;)=CH,), 2.64 (m, 1H; 7-H), 3.11 (s, 3H; CO,CH,), 3.78 (s, 3H;
ArOCH,), 3.85 (d, 1H, J=15.0 Hz; CH,Ar), 4.85 (d, 1H,J=9.2 Hz; 6-H),
491 (br.s, 1H; CHOH), 4.92 (d, 1H, J=15.0 Hz; CH,Ar), 5.12 (br.s, 1H;
C=CH,), 5.20 (br.s, 1H; C=CH,), 6.81 (d, 2H, J=28.6 Hz; ArH), 7.21 (d,
2H, J=8.6Hz; ArH); BC-NMR (100 MHz, CDCL): 6=178.0, 1732,
158.9,141.8,130.5, 130.4, 128.9,117.4, 113.7, 113.6, 75.2, 73.9, 69.0, 55.3, 51.7,
45.4,40.8,25.8,21.2,18.0,11.8, — 4.2, — 4.6; HR-MS (FAB, NBA + Nal): m/
z ber. fiir [C,sH,(NO,Si] 478.2625, gef. fiir [MH]* 478.2638.

Eingegangen am 2. Februar 1998 [Z11423]
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Ein Strukturmodell fiir reine
[Fe]-Hydrogenasen**
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und Jan Reedijk

Hydrogenasen sind Enzyme, die die reversible Oxidation
von Wasserstoff katalysieren. Nach den im Enzym vorliegen-
den Metallen werden zwei Gruppen unterschieden: reine
[Fe]-Hydrogenasen und [NiFe]-Hydrogenasen.!'! Fiir [NiFe]-
Hydrogenasen konnte durch FTIR-Spektroskopie und eine
Kristallstrukturanalyse des aus Desulfovibrio gigas isolierten
Enzyms die zweikernige [(Cys-S),Ni(u,-S-Cys),Fe(CO)-
(CN),]-Einheit im aktiven Zentrum nachgewiesen werden.[ 3
Die Veroffentlichung der Struktur dieses heterozweikernigen
aktiven Zentrums mit den fiir biologische Systeme unge-
wohnlichen Liganden CO und CN[2 3l war ein AnstoB fiir die
Synthese neuer Verbindungen als Strukturmodelle fiir Hy-
drogenasen.[¥! Die [Fe]-Hydrogenasen enthalten als metalli-
schen Bestandteil ausschlieBlich Eisen. Leider konnte bis
heute keine Struktur einer reinen [Fe]-Hydrogenase aufge-
klart werden, und auch der Aufbau des H,-aktivierenden
Zentrums ist bislang unbekannt; die Angaben des Eisen-
gehalts in den bisherigen Arbeiten schwanken zwischen 3-6
Fe-Atomen pro Molekiil.”! Es wird aber ein dhnlicher Aufbau

[*] Dr. E. Bouwman, V. E. Kaasjager, Dr. R. K. Henderson,

Prof. Dr. J. Reedijk

Leiden Institute of Chemistry, Gorlaecus Laboratories
Leiden University

P.O. Box 9502, NL-2300 RA Leiden (Niederlande)
Fax: (+31)71-5274451

E-mail: bouwman@chem.leidenuniv.nl

Dr. M. Lutz, Dr. A. L. Spek

Laboratory of Crystal and Structural Chemistry
Bijvoet Centre for Biomolecular Research
Utrecht University (Niederlande)

[**] Dieses Projekt wurde finanziell durch das BIOTECH-Programm (Nr.
BIO2-CT94-2041) der Europdischen Union unterstiitzt. Die For-
schung von E.B. wurde durch ein Stipendium der Koniglichen
Niederldndischen Akademie der Wissenschaften ermoglicht. Zum
Teil wurde diese Arbeit auch von der niederldandischen Stiftung fiir
chemische Forschung (SON) mit finanzieller Hilfe von der nieder-
landischen Organisation fiir wissenschaftliche Forschung (NWO)
gefordert. Wir danken Dr. A. M. van der Kraan fiir die Aufnahme der
MoBbauer-Spektren und G. A. van Albada fiir die Suszeptibilitéts-
messungen.

0044-8249/98/11012-1787 $ 17.50+.50/0 1787



