ZUSCHRIFTEN

Oszillierende Kristallisation der (4 )- und
(—)-Enantiomere von 2-Azabicyclo|2.2.1]hept-
5-en-3-on wihrend der Trennung durch
selektive Kristallisation**

Gerard A. Potter, Chantal Garcia, Raymond McCague,
Brian Adger und André Collet*

Das (—)-Enantiomer des bicyclischen Lactams 1 ist ein
Schliisselbaustein bei der Synthese enantiomerenreiner carbocy-
clischer Nucleoside!' 21, die als Chemotherapeutica zur Behand-

lung wviraler Infektionen
/ (HIV, Herpes) und als Mit-
N tel zur Erweiterung der
KoronargefiaBe® bei be-
0 o stimmten Herzkrankhei-
(1)1 ()1 ten eingesetzt werden® 31,
Diese wichtige Verbindung
wird zur Zeit durch biokatalytische Racematspaltung mit geeig-
neten Mikrobenstimmen gewonnen'®l. Wir entdeckten vor kur-
zem, daB festes (+)-1 ein Konglomerat ist (was bis dahin noch
nicht beschrieben worden war)!™), und diese Entdeckung fiihrte
dazu, daBl wir uns intensiv mit der Moglichkeit beschéftigten, 1
durch selektive Kristallisation (Entrainment) zu trennen!® 7111,
eine Methode, die sich fiir Anwendungen in groBlem Mafistab
gut eignet. In dieser Mitteilung berichten wir iiber eine erstaunii-
che Beobachtung, die wir wihrend der Entwicklung eines prak-
tikablen Entrainment-Prozesses fiir 1 machten: Wir fanden her-
aus, dal} libersittigte Losungen dieses Lactams so kristallisie-
ren, dafl deren Enantiomerenzusammensetzung in einer Reihe
von Oszillationen von UberschuB (+) zu UberschuB (—) und
wieder zurlick wechselt, bis letztendlich die dem Loslichkeits-
gleichgewicht entsprechende racemische Zusammensetzung et-
reicht ist. Dieses beispiellose physikalische Phidnomen liefert
neuen Einblick in einige der Faktoren, die die Kinetik der Kri-
stallisation aus Losungen von Enantiomerengemischen, die
vom Loslichkeitsgleichgewicht entfernt sind, bestimmen.

Zundchst untersuchten wir die Kristallisations- und Loslich-
keitseigenschaften des Lactams 1 in mehreren Losungsmitteln,
und wir fanden, dal} es gut aus Diisopropylether kristallisiert,
in dem es bei 20 °C miBig 16slich ist (Racemat: S, = 3.56%,
Enantiomer: S, =1.1%; R = Racemat, A = ,,optische Anti-
pode)!'21 In diesem unpolaren Lésungsmittel hat das Loslich-
keitsverhiltnis « = S3/S, jedoch einen ungewdhnlich hohen
Wert (a0 = 3.24), was besagt, dal} jedes Enantiomer von 1 die
Loslichkeit seines Spiegelbildes iiber das iibliche MaB hinaus
erhoht. Die gleichen Loslichkeitseigenschaften wurden in ande-
ren etherischen Losungsmitteln, z. B. fert-Butylmethylether be-
obachtet (« = 3.4). Eine derartige gegenseitige Verstirkung der
Loslichkeit ist bei den meisten Konglomeraten nicht nachzuwei-
sen, und das Racemat ist gewdhnlich etwa doppelt so 16slich wie
die einzelnen Enantiomere (d. h. « ist nahe 2)3. Die Amid-
struktur von 1 legt die Ausbildung von starken intermolekula-
ren H-Briicken nahe, und die hdhere Racematloslichkeit ist
moglicherweise auf das Auftreten von bevorzugten heterochira-
len H-Briicken in Losung zuriickzufithren. Dies wird durch die
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Beobachtung gestiitzt, daB die Loslichkeit von 1 zu- und der
Wert von o deutlich abnimmt, wenn man zu Diisopropylether
ein alkoholisches Losungsmittel hinzufiigt, das die intermole-
kularen H-Briicken aufbrechen kann. Bekanatlich ist ein hoher
a-Wert fiir die Trennung durch Entrainment nicht ginstig!'#],
und wir versuchten daher, die Experimente in einem 90/10-Ge-
misch (w/w) aus Diisopropylether und 2-Propanol bei 20°C
durchzufithren. Unter diesen Bedingungen betragen Sy und S,
12.71 bzw. 4.54%, und « ist auf 2.8 verringert. Dieser Wert ist
eigentlich immer noch zu groB, aber wir konnten keine weitere
Verbesserung erreichen. In Abbildung 1a ist das terndre Phasen-
diagramm fiir (+)- und (—)-1 sowie dieses Losungsmittel-
gemisch bei 20 "C gezeigt, und Abbildung 1b gibt den Bereich in
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Abb. 1. a) Loslichkeitsisotherme bei 20 "C fur Gemische aus (+)-1 (D) und (—)-1
(L) im Losungsmittel X (Diisopropylether/2-Propanol 90,10 (w/w)): b) vergrdoBerte
Darstellung des Bereichs aus Diagramm (a), der unterhalb des Eutektikums E liegt,
mit der Wiedergabe des Weges der oszillierenden Kristallisation (o kennzeichnet
experimentelle Punkte).

diesem Diagramm, der in der Nihe des FEutektikums E liegt,
genauer wieder. Im Gebiet unterhalb der gepunkteten roten Li-
nien, den Verldngerungen der Loslichkeitsisothermen iiber E
hinaus, ist die Lésung beziiglich beider Enantiomere libersit-
tigt; das ist das fiir die Entrainment-Methode geeignete Gebiet,
und die eingezeichneten Wege M — N und P — Q geben bei-
spielsweise die erwartete Anderung der Zusammensetzung einer
libersdttigten Lésung an, wihrend aus dieser in einem typischen
Entrainment-ProzeB ein reines Enantiomer auskristallisiert. Er-
ginzt sei, daf die Abschnitte N — P und Q — M einer Racemat-
zugabe nach jedem Kristallisationsschritt entsprechen und daf
die Verldngerungen von NM und QP auf die Ecken L bzw. D des
Dreiecks von Abbildung 1a treffen.
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AnschlieBend suchten wir nach Bedingungen, unter denen
eine Obersittigte Losung nach Zugabe von Keimen des (—)-
Enantiomers dem Weg M — N folgen konnte. In einem typi-
schen Versuch wurden 500 g eines Losungsansatzes mit der Zu-
sammensetzung M (C, =18.9%, E;, = — 0.47 %) mit 360 Upm
geriihrt und bei 20 °C mit 50 mg feingepulvertem (— )-1 versetzt.
Die Zusammensetzung (E,C) der Lésung wurde aus dem Dreh-
wert o35, bzw. dem Brechungsindex ni® abgeleitet, die wihrend
der Anfangsphase (24 min) alle 2 Minuten, danach alle 10 Mi-
nuten und zum Ende hin zum Teil in noch gréBeren Zeitabstin-
den gemessen wurden. Auftragungen von E gegen C und von
«2% gegen die Zeit ¢ sind in den Abbildungen 1b bzw. 2 wieder-
gegeben.
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Abb. 2. Drehwert der Losung wihrend der oszillierenden Kristallisation in Abhiin-
gigkeit von der Zeit (o kennzeichnet experimentelle Punkte).

Wihrend der ersten 10 Minuten folgte die Zusammensetzung
der Losung ziemlich genau der Linie MN, d. h. es kristallisierte
reines (—)-1 aus. Nach 8 Minuten erfolgte die Vorzeichenum-
kehr von (—) zu (+); wir erwarteten nun, daf3 der positive
Drehwert der Lésung einen maximalen Wert erreichen und an-
schlieBend langsam bis zum Wert Null am eutektischen Punkt E
abnehmen wiirde (gepunktete blaue Linien in Abbildung 1b und
2); dieses normale Verhalten entspricht der spontanen Keimbil-
dung des nicht als Impfkristall zugegebenen Enantiomers, das
dann zusammen mit dem geimpften Enantiomer zu kristallisie-
ren beginnt, bis das thermodynamische Gleichgewicht erreicht
ist. Statt dessen beobachteten wir nach 12 Minuten eine scharfe
Wende (R), auf die ein zu PQ paralleler, gerader Abschnitt RS
folgte, was der Kiristallisation von reinem (+)-1 entspricht.
Nach 16 Minuten schloB sich ein zweiter Vorzeichenwechsel des
Drehwerts der Lésung an, diesmal von (+) nach (—), und nach
18 Minuten eine zweite Wende (S), bei der wiederum (—)-1 zu
kristallisieren begann. Ein dritter Vorzeichenwechsel, von (—)
nach (+), ereignete sich nach 24 Minunten und eine letzte Wen-
de nach 28 Minuten (T). Ab diesem Zeitpunkt wurde der
Gleichgewichtszustand E schlieBlich ohne weitere Oszillationen
nach 1 h erreicht. Dieses Phidnomen erwies sich als vollkommen
reproduzierbar™ ),

Eine Erkldrung fiir dieses Verhalten 148t sich geben, wenn
man zwei Faktoren berlicksichtigt: 1) Wie bereits erwdhnt, ist
der a-Wert hoch, d. h. ein Enantiomer férdert die Loslichkeit
des anderen. Deshalb wird, wihrend das eine Enantiomer aus
einer Gbersittigten Losung kristallisiert, die Lésung in bezug
auf das andere Enantiomer kritisch iibersittigt, so daB3 dieses
eine viel groBere Kristallisationsneigung als in der racemischen
Lésung hat. Das reicht jedoch nicht aus, um die Oszillationen zu
erkliren. 2) Wir nehmen an, dafl die Konglomerat-Kristalle ver-
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zwillingt sind und daB ein Enantiomer jeweils auf der Oberfla-
che des anderen wachsen kann, so daB die ,,sichtbare** Hindig-
keit der Keime wihrend des Kristallisationsvorgangs periodisch
invertiert wird. Diese Inversion geschieht bei R, S und T auf dem
in den Abbildungen 1b und 2 gezeigten Kristallisationsweg. Die
Zwillingshypothese wird von der Tatsache gestiitzt, dafl aus dem
racemischen Konglomerat ausgelesene Kristalle nur schwache
optische Drehung zeigen und ein gutausgebildeter (scheinbarer)
Einkristall sich als nahezu racemisch erwies. Uber Beispiele la-
mellarer Zwillingsbildung aus (+)- und (—)-Enantiomeren in
Konglomeraten wurde schon frither berichtet, und der Fall von
[6]Helicen ist gut dokumentiert!!®l.

Unter Beriicksichtigung aller Erkenntnisse erkldren wir die
beobachteten Oszillationen folgendermaBen: Nach der Zugabe
von (—)-1-Keimen kristallisiert das (—)-Enantiomer zuerst
schnell. Bei R wird ein Punkt erreicht, an dem das (— )-Enantio-
mer so weit auskristallisiert ist, daf3 das in Losung verbliebene
(+)-Enantiomer nun im UberschuB vorhanden und die Lésung
in bezug auf dieses Enantiomer kritisch iibersattigt ist. An die-
sem Punkt beginnen die (4 )-1-Kristalle auf der Oberfldche der
bereits gebildeten (—)-1-Kristalle zu wachsen, was das Kristalli-
sieren des ( —)-Enantiomers beendet; spiter wird ein Punkt er-
reicht (S), an dem das (+ )-Enantiomer so weit auskristallisiert
ist, daB nun das (—)-Enantiomer in Lésung im UberschuB vor-
liegt und deshalb beginnt, auf der Oberfliche der (+)-1-Kristal-
le zu wachsen, und so weiter. Der Vorgang wiederholt sich, bis
das Loslichkeitsgleichgewicht erreicht ist (E). Wenn diese Erklé-
rung zutrifft, sollten die Kristalle aus deutlich unterscheidbaren,
sich abwechselnden Schichten der (—)-/(+)-/(—)-/(+)-Enan-
tiomere bestehen, wie es bei [6]Helicen beobachtet wurde.

Um die Hypothese, dal} ein Enantiomer des bicyclischen Lac-
tams 1 auf der Oberfliche des anderen Enantiomers wachsen
kann, zu testen, fithrten wir ein Experiment aus, bei dem wir eine
iibersittigte Losung von 1 mit einem geringen UberschuB an
(—)-Enantiomer mit Kristallen des (+ )-Enantiomers impften.
Tatsdchlich gelang es uns bei diesem Experiment, das wir
mit einem 500-g-Ansatz der Anfangszusammensetzung £, =
—0.42%, Cy =17.12% durchfithrten, durch Impfen mit 50 mg
(+)-Enantiomer und Sammeln der danach gebildeten Kristalle
unmittelbar vor der ersten Oszillation 4.0 g des (— )-Enantio-
mers mit 86% ee zu erhalten! Daraufhin untersuchten wir das
Impfen mit Kristallen des Racemats. Wir verwendeten eine L6-
sung mit derselben Anfangszusammensetzung wie im vorheri-
gen Experiment, impften mit 50 mg racemischer Impfkristalle
und erhielten 3.9 g des (—)-Enantiomers mit 90 % ee. Die Impf-
experimente mit dem anderen Enantiomer und dem Racemat
wdaren nur erfolgreich, wenn der anfingliche Enantiomeren-
UberschuB (£,) bei der von uns verwendeten Anfangskonzentra-
tion betragsmiBig groBer als 0.35% (ca. 2% ee) war. Das heilit,
dall oberhalb eines gewissen kritischen Enantiomereniiber-
schusses, der vom Grad der Ubersittigung abhingt, das im
UberschuB vorliegende Enantiomer auf der Oberfliche der
Impfkristalle — unabhéngig von deren Art — kristallisiert, was
bestitigt, daB ein Enantiomer von 1 auf der Oberfliche des
anderen Enantiomers wachsen kann.

Dal derartige oszillierende Kristallisationen nicht frither be-
obachtet wurden, ist nicht Giberraschend. Die hierzu notwendi-
gen Voraussetzungen sind in der Tat selten anzutreffen: Nur
5-10% der kristallinen Racemate bilden Konglomerate; der
weitaus groBte Teil dieser Konglomerate zeigt normales Ldslich-
keitsverhalten (x nahe 2); lamellare Zwillingsbildung von Enan-
tiomeren ist nicht sehr verbreitet. Aufierdem ist der Bereich des
Phasendiagramms, in dem derartige Oszillationen stattfinden
konnen, sehr klein (man vergleiche die MaBstibe der Abbildun-
gen la und 1b).
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Doch obwohl die Kristallisation von 1 in dieser oszillierenden
Weise geschieht, konnten wir die Enantiomere durch einen cycli-
schen Entrainment-Prozel} erfolgreich trennen, indem wir mit
dem gewiinschten Enantiomer impften und die Kristalle genau
vor dem Einsetzen der ersten Oszillation sammelten, wozu es
erforderlich ist, den Kristallisationsvorgang sorgfiltig zu iiber-
wachen.

Experimentelles

Folgende Bedingungen waren fiir den Entrainment-ProzeB glinstig: Losungsmittel-
gemisch aus Diisopropylether und 2-Propanol 90/10 (wjw); T = 20°C, 1 kg Lo-
sungsansatz mit C, =16.6-17.1%, E, = + oder — 0.28%; Rilhrgeschwindigkeit
500 Upm, Impfen mit 50 mg Enantiomer pro Cyclus, Kristallisationsdauer 30--
60 min; Ausbeute ca. 6 g Enantiomer pro Cyclus mit §5-90% ee. Unter diesen
Bedingungen erhieiten wir in einer Serie von zehn aufeinanderfolgenden Cyclen
31.9 g (—)-1 und 31.1 g (+)-1 mit jeweils 86 % ee und nach einmaligem Umkristal-
lisieren 25.6 bzw. 24.8 g der reinen Lactam-Enantiomere.

Eingegangen am 16. Februar 1996 [Z8827]

Stichworte: Enantiomerentrennung * Kristallisation + Lactame
+ Oszillierendes Verhalten
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Die Struktur von Maitotoxin —
I: Konfiguration der C1-C14-Seitenkette **

Makoto Sasaki, Nobuaki Matsumori, Takahiro
Maruyama, Taro Nonomura, Michio Murata,
Kazuo Tachibana* und Takeshi Yasumoto

Maitotoxin (MTX) 1 wurde als eines der fiir die Vergiftung
von Meeresfriichten verantwortlichen Toxine entdeckt; spéter
stellte sich heraus, da} es von den Dinoflagellaten Gambierdis-
cus toxicus produziert wird!!l, MTX ist das groBte bekannte
Nichtbiopolymer (M, = 3422)!* und ist damit auch unter Syn-
these-Gesichtspunkten ein duflerst interessanter Naturstoff. Zu-
dem weist MTX bemerkenswerte biologische Wirkungen auf:
Insbesondere ist es fiir Sdugetiere extrem toxisch (Letaldosis
50 ng kg~', Maus, i.p.) und wird hierin nur von einigen wenigen
Eiweiltoxinen iibertroffent?* 3! Die Aufklirung seiner Struk-
tur ist daher eine der interessantesten Herausforderungen in der
Naturstoffchemie. In dieser und der folgenden Zuschrift!2®
werden wir liber die vollstindige Strukturbestimmung und die
absolute Konfiguration von 1 berichten.

Bei der stereochemischen Analyse von MTX gelang es uns
kiirzlich, die relative Konfiguration entlang der Polyethereinheit
zu bestimmen, die alle Etherringe von A bis F' umfaft!. Nun
war noch die Konfiguration beider Seitenketten (C1-C14 und
C135-C142) unbekannt. Unsere Strategie basiert auf der diaste-
reospezifischen Synthese von Fragmenten und deren stereo-
chemischer Analyse anhand von NMR-Daten (*3J., und
3J.)™. Bei der Bestimmung der Konfiguration durch Synthese
werden alle méglichen Diastereomere auf herkémmlichen We-
gen hergestellt und ihre spektroskopischen Daten mit denen
eines entsprechenden Naturstoffs verglichen. Im Fall der
C1-C14-Seitenkette von MTX mit sieben asymmetrischen Koh-
lenstoffatomen gibt es 128 Stereoisomere. Wir haben gezeigt,
daf die Zahl der Kandidaten, deren Synthese erforderlich ist,
durch sorgfiltige Auswertung der NMR-Daten des Naturstoffs
betriichtlich verringert werden kann!* 5!, Wir versuchten daher
zunichst, fiir die C1-C14-Seitenkette diese Auswahl an zu syn-
thetisierenden Diastereomeren zu treffen. Fiir den Teil C5-C9
wurde die Konfiguration anhand von weitreichenden C-H- und
H-H-Kopplungen (*J;,, und 3J ) bereits zu SR*, TR*, 8R*
und 9S5* bestimmt!®l. Fiir den Teil C9-C12 versagte diese Me-
thode wegen starker Uberlappung und Verbreiterung der ent-
sprechenden 'H-NMR-Signale. Dagegen war die herkémmliche
NOE-Analyse sehr aufschluireich (Abb. 1), da der Teil C9-C12
eine recht starre Konformation einzunehmen scheint (es ist be-
kannt, daB 1,2-disubstituierte Ethane die anti-Orientierung be-
vorzugen). Ein NOE-Effekt zwischen H-7 und H-10 (6 = 2.03)
sowie Kopplungskonstanten 3JH_9/H2_10 (7.9 und 3.2 Hz) deuten
darauf hin, die Kette C8-C9-C10-C11 die gestreckte Konforma-
tion einnimmt, was uns die Zuordnung von H,-10 bei ¢ =1.81
und 2.03 als H,-10 bzw. H,-10 erlaubte. NOE-Effekte, die aus
der wahrscheinlichen 1,3-syn-Wechselwirkung zwischen H-9/H-
11 (6 =1.47) und H,;-10/H ,-146 herriihren, waren Hinweise auf
die gestreckte Konformation des Abschnitts C9-C10-C11-C12
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