
ZUSCHRIFTEN 
schutzgruppen und die Hydrolyse der Methoxygruppe an C37r 
wodurch das entsprechende Lactol erhalten wurde [Gl. (l)] . 
Nach diesem Experiment war eine unerwiinschte Eliminie- 

rung zum Dihydropyran, die die abschliel3enden Entschiitz- 

Hu, M. Bilodeau, J. Randolph, 0. Kwon, S. Vanishefsky, J. Am. Chem. SOC. 
1996,118, 11488-11500. 

161 V. A. Evans, W. C. Black, J. Am. Chem. SOC. 1993,115,4497-4513. 
[7] T. Fukuyama, S. C. Lin, L. Li, J. Am. Chem. SOC. 1990, 112, 7050-7051. 
[8] S. Hanessian, Y. Guindon, Carbohydr. Res. 1980, 86, C3-C6. Der Zusatz 

[9] D. A. Evans, J. A. Murry, M. C. Kozlowski, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 

[lo] a) M. Zuger, T. Weller, D. Seebach, Helv. Chim. Acra 1980,63,2005-2009; 

[ I l l  D. A. Evans, M. J. Dart, J. L. Duffy, M. G. Yang, J. Am. Chem. SOC. 1996, 

[12] J. R. Parikh, W. von E. Doering, J. Am. Chem. SOC. 1967, 89, 5505-5507. 
[13] B. S .  Bal, W. E. Childers, H. W. Pinnick, Terrahedron 1981, 37, 2091 -2096. 

Die Verwendung von Ethyl-1-propenylether verhinderte die Zersetzung des 
saurelabilen Dihydropyrans. 

[14] 1-Chlor-N,N-trimethylpropenylamin: A. Devos, J. RCmion, A.-M. Frisque- 
Hesbain, A. Colens, L. Ghosez, J. Chem. SOC. Chem. Commun. 1979,1180- 
1181. 

[l5] A. Lubineau, J. Auge, N. Lubin, J.  Chem. SOC. Perkin Trans. I 1990, 3011 - 
3015. Verbindung 19 wurde in drei Stufen aus (S)-Glycerinaldehydacetonid 
hergestellt. 

[16] E. Rouvier, J.-C. Giacomoni, A. Cambon, Bull. SOC. Chim. Fr. 1971,1717- 

von Bu,NI war bei dieser Reaktion nicht notig. 

5814-5815. 

b) G. Frater, Tetrahedron Lett. 1981,22, 425 -428. 

118,4322 -4343. 

ungsschritte zur Zielverbindung gefahrden konnte, nicht 
mehr zu befiirchten. Ein Vergeich der 'H-NMR-Daten von 
31 und Altohyrtin c lie8 daruber hinaus cine hervorragende 
Ubereinstimmung der chemischen Verschiebungen und KOD- 

1723. 
[17] a) L. E. Overman, P. A. Renhowe, J. Org. Chem. 1994,59,4138-4142; b) S. 

Weigand, R. Bruckner, Synthesis 1996,475-482. 
[18] a) S. V. Ley, B. Lygo, A. Wonnacott, Tetrahedron Lett. 198526,535-538; h) 

C. Greck, P. Grice, S. V. Lev, A. Wonnacott, ibid. 1986,275277-5280; c) J.- 
'2 Y 

plungskonstanten erkennen (Tabelle 1). Die Verknupfung M. Beau, P. Sinay, ibid. 1985,26,6185-6188, 6189-6192,6193-6196. 
[19] Die beiden Anomere von 25 reagierten bei der Methanolyse mit unter- 

schiedlichen Geschwindickeiten. Vas Anomereneemisch wurde bei Raum- der EF-Einheit 28 mit dem ABCD-Bis(spiroketa1) und der - - 
temperatur mit ZnI,/MeOH versetzt, wobei das Hauptanomer in 26 ( a $  > 
955)  uberfuhrt wurde. Das zweite Anomer von 25 wurde dann abgetrennt 
und rnit MgBr,.Et,O in siedenem MeOH zu weiterem 26 (a:B=2:1) 
umgesetzt. Vas wichtigste Nehenprodukt in diesen Reaktionen war das 
durch Sulfoneliminierung gebildete Enon. Siehe: D. S. Brown, S. V. Ley, S. 
Vilc. M. Thompson. Tetrahedron 1991.47.1329-1342, 

Tabelle 1. Chemische Verschiebungen [ppm] , Multiplizitaten und Kopplungs- 
konstanten [Hz]; [ DJDMSO-Losungen. 

Proton Altohyrtin C [21] 31 

3.28 (d, 8) 
3.60 (d-ahnlich, 10) 
4.68 (t-ahnlich, 10) 
3.04 (ddd, 10, 10, 6) 
3.36 (t-ahnlich, 10) 
5.72 (dd, 15,6) 
6.16 (dd, 15, 10) 
6.30 (ddd, 17, 10, 10) 
5.01 (d, 10) 
5.14 (d, 17) 

3.16 (d, 8.2) 
3.45 (d, 10.6) 
2.91 (dt, 9.3, 5.5) 
2.82 (dt, 8.7, 5.1) 
3.21 (t-ahnlich, 9.7) 
5.69 (dd, 15.2, 5.9) 
6.14 (dd, 15.0, 10.7) 
6.29 (ddd, 17, 10, 10) 
5.00 (d, 10.8) 
5.14 (dd, 17.0, 1.5) 

[20] Wie danken Kevin R. Campos fur die Rontgenstrukturanalyse von 27 
[21] M. Kohayashi, S. Aoki, H. Sakai, N. Kihara, T. Sasaki, I. Kitagawa, Chem. 

Pharm. Bull. 1993,41,989 - 991. 
[22] D. A. Evans, B. W. Trotter, B. CBtC, P. J. Coleman, L. C. Dias, A. N. Tyler, 

Angew. Chem. 1997,109,2957-2961; Angew. Chem. lnt. Ed. Engl. 1997,36, 
2744 - 2747. 

AbschluR der Synthese von Altohyrtin C sind im folgenden 
Beitrag beschrieben.[221 
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Enantioselektive Synthese von Altohyrtin c 
( Spongistatin 2): Verknupfung der Fragmente 
und Korrektur der Strukturzuordnung** 
David A. Evans,* B. Wesley Trotter, Bernard C6t6, 
Paul J. Coleman, Luiz Carlos Dias und Andrew N. Tyler 
Professor Dieter Seebach und Professor Yoshito Kishi 

[ l ]  D. A. Evans, P. J. Coleman, L. C. Dias, Angew. Chem. 1997,109,2951 -2954; 
Angew. Chem. lnt. Ed. Engl. 1997,36,2738-2741. 

121 Eine Synthese des F-Ring-Fragments (C36-C46): I. Paterson, L. Keown, 
Tetrahedron Lett. 1997,38, 5727- 5730. 

[ 31 Die relative Konfiguration der C,-C,,-F-Ring- und der C,,-&,-E-Ring- 
Fragmente wurde hei den Altohyrtinen, den Spongistatinen und den 
Cinachyroliden unterschiedlich zugeordnet: a)  M. Kobayashi, S .  Aoki, K. 
Gato, I. Kitagawa, Chem. Pharm. Bull. 1996,44,2142-2149; b) R. Bai, G. F. 
Taylor, 2. A. Cichacz, C. L. Herald, J. A. Kepler, G. R. Pettit, E. Hamel, 
Biochemistry 1995, 34, 9714-9721; c) N. Fusetani, K. Shinoda, S .  
Matsunaga, J. Am. Chem. SOC. 1993,115,3977-3981. 

[4] Abkurzungen: dr = Diastereomerenverhaltnis, TBS = tert-Butyldimethylsi- 
lyl, TES = Triethylsilyl, TMS = Trimethylsilyl, DIBALH = Diisobutylalu- 
miniumhydrid, Tr = Trityl = Triphenylmethyl, TI = Trifluormethylsulfonyl, 
Bn = Benzyl, PPTS = Pyridin-p-toluolsulfonsaure, CSA = Camphersulfon- 
saure, LDBB = Di-terr-butylbiphenyllithium, DMAP = 4-Dimethylamino- 
pyridin, 9-BBN = 9-Borabicyclo[ 3.3.1]nonan, mCPBA =m-Chlorperben- 
zoesaure, LDA = Lithiumdiisopropylamid, HMPA = Hexamethylphos- 
phorsauretriamid. 

[ 5 ]  a) R. Halcomh, S. Danishefsky, J. Am. Chem. SOC. 1989,111,6661-6666; b) 
I. Kim, T. Park, S. Hu, K. Abrampah, S. Zhang, P. Livingston, S. 
Danishefsky, J. Org. Chem. 1995, 60, 7716-7717; c) T. Park, 1. Kim, S. 

zu ihren 60. Geburtstagen gewidrnet 

Nach Abschlulj der Synthesen der AB-,"] CD-[l] und EF- 
UntereinheitenL2] sollten diese nun zum Altohyrtin-C-Grund- 
geriist verkniipft werden ( Abb. 1). Zwar konnte die C4,-CS,- 
Seitenkette bereits erfolgreich in das EF-Fragment eingebaut 
werden,[2] doch planten wir, diesen Schritt erst in einem 
spateren Stadium der Synthese durchzufiihren: Da der Substi- 
tuent X in der Seitenkette der Altohyrtine und Spongistatine 

[*I V. A. Evans,* B. W. Trotter, B. CBtC, P. J. Coleman, L. C. Dias, A. N. Tyler 
Department of Chemistry & Chemical Biology, Harvard University 
Cambridge, MA 02138 (USA) 
Telefax: Int. +617/495-1460 
E-mail: evans@chemistry.harvard.edu 

[**I Diese Arbeit wurde von den National Institutes of Health (NIH) und der 
National Science Foundation (NSF) gefordert. Wir bedanken uns fur das 
Bereitstellen von NMR-Spektrometern durch die NSF (Nr. CHE 88-14019) 
und im Rahmen des NIH BRS Shared Instrumentation Grant Program (Nr. 
1-S10-RR04870). 
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Abb. 1. Verknupfung der Altohyrtin-Untereinheiten. Siehe Lit. [4] fur Abkur- 
zungen. 

die Cytotoxizitat dieser Molekule erheblich beeinfl~Bt,[~] 
beabsichtigen wir, analoge Makrolide mit anderen Seiten- 
ketten zu synthetisieren. Hier berichten wir uber den Ab- 
schlulj der Totalsynthese von Altohyrtin C (Spongistatin 2). 
Die Schlusselschritte der Synthese sind die diastereoselektive 
Aldol-Reaktion der AB- und CD-Spiroketale, die Verknup- 
fung der ABCD- und EF-Fragmente durch eine Wittig- 
Reaktion, die Addition der C,-C5,-Seitenkette an das voll- 
stangig aufgebaute ABCDEF-Grundgerust und eine regiose- 
lektive Makrolactonisierung, bei der glucklicherweise eine 
Unterscheidung der Hydroxygruppen an C,, und C,, im F- 
Ring moglich war. 

Die Aldol-Reaktion des CD-Spiroketalethylketons l [ I l  rnit 
dem AB-Spiroketalaldehyd 2c11 wurde zuerst untersucht 
(siehe Schema 1). Es gibt zwar etliche Beispiele, nach denen 
sich die 1,2-anti-Anordnung zwischen C,, und c16 mit einem 
(E)-Borenolat erreichen laDt,[5] die Kontrolle der absoluten 
Konfiguration erschien jedoch schwieriger: Da beide Reak- 
tionspartner der geplanten Aldol-Reaktion weitere Stereo- 
zentren enthalten, die den stereochemischen Verlauf der 
Reaktion beeinflussen konnten, uberpruften wir jedes Frag- 
ment getrennt. Nach Modellversuchen mit dem von 1 ab- 
geleiteten (E)-Borenolat nahmen wir an, daD sich die entfernt 
gelegenen Stereozentren nur in geringem MaBe auf den 

stereochemischen Verlauf der geplanten Aldol-Additon aus- 
wirken sollten.[6] Die Umsetzung des Modellaldehyds 2a rnit 
dem (E)-Borenolat von 3-Pentanon lieferte hingegen das 
entsprechende Felkin-anti-Aldolprodukt rnit einer Diastereo- 
selektivitat von 97:3 (Gl. (1); bei den in den Gleichungen 
angegebenen dr-Werten ist das Verhaltnis des dargestellten 

2a dr = 97 : 3 

Isomers zu allen anderen gemeint) .['I Kontrollexperimente 
ergaben, daD bei der Addition von (E)-Borenolaten [Gl. (2)] 
an chirale a-substituierte Aldehyde hohere Felkin-Selektivi- 
taten erreicht werden konnen als rnit unsubstituierten Bo- 
renolaten [Gl. (3) J .  Diese hohere Selektiviat kann auf eine 

0 OH OPMB OB(cHex):! 

(2) 
Me Hv;r Me Me 

dr= 93 : 7 

OH OPMB 
O,BRP h;le 

(3) 

BRP = 9-BBN Me 
iPr 

d r = 6 9 : 3 1  

Destabilisierung des anti-Felkin-Ubergangszustands durch 
eine sterisch ungunstige syn-Pentan-Wechselwirkung zuruck- 
gefuhrt werden [Gl. (4) J .[7a,8j 

(4) 

Tatsachlich fuhrte die selektive Bildung des (E)-Borenolats 
von 1 mit Dicyclohexylchlorboran[yl und die nachfolgende 
Addition des Aldehyds 2[1°1 zu einem Diastereomerengemisch 
im Verhaltnis von 90:lO zugunsten des gewunschten Felkin- 
Produkts 3a  (70%; Schema 1). Wir wandten uns nun der 
Einfuhrung der Acetylgruppen an C5 und CIS zu. Die selektive 
Entfernung der OH-Schutzgruppen an C, und C, in 3a  rnit 
gepuffertem HF . Pyridin lieferte in guter Ausbeute das Trio1 
3 b  (78 %).C1lI Durch selektive Monoacylierung der C,-Hy- 
droxygruppe mit Methoxyessigsaureanhydrid und anschlie- 
Dende Acetylierung der Hydroxygruppen an C5 und Cl5 rnit 
Essigsaureanhydrid wurde daraus 4 erhalten (89 %). Wir 
entschieden uns fur die Methoxyacetylgruppe als Schutz- 
gruppe des C,-Terminus, weil die selektive Hydrolyse des 
entsprechenden C,-Acetats lange Reaktionszeiten erforderte. 
Dabei trat auBerdem in deutlichem AusmaR P-Eliminierung 
des C,,-Acetylrestes ein. 
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Schema 1. Verknupfung der AB- und CD-Fragmente. a )  (cHex),BCI, Et3N, 
Pentan, 0 ° C  YO min, dann - 78'C, Zugabe von 2; b) HF.Pyridin, THF, 0°C; c) 
(MeOCH,CO),O, iPr,EtN, CH,CI,; d) AQO, DMAP, Pyridin, 22 "C; e) Me,AICl, 
CH2C12, - 78'C; I) Dess-Martin Periodinan, CH,CI,. Siehe Lit. [4] fur Ab- 
kurzungen. 

Zur Vorbereitung fur die geplante Wittig-Reaktion wurde 
dann das C,-C,,-Bis(spiroketa1) 4 umfunktionalisiert. Die 
vorsichtige Entfernung der Tritylschutzgruppe an der CZ8- 
Hydroxygruppe rnit Me,AlC1['*1 fiihrte zum entsprechenden 
Alk~hol , [ '~ ]  der rnit Dess-Martin-Periodinan zum Aldehyd 5 
oxidiert wurde. Das benotigte Phosphoniumsalz 7 wurde aus 
dem Benzylether 6rzl (Schema 2; siehe folgende Seite) nach 
Debenzylierung rnit LDBB (96 YO) ,  Mesylierung, Iodid-Sub- 
stitution (94 YO) und Substitution rnit Triphenylphosphan 
erhalten (91 YO).  Die Deprotonierung von 7 (1.26 Aquiv.) 
rnit LiHMDS und die nachfolgende Addition des Aldehyds 5 
lieferten das gewiinschte Wittig-Produkt 8 in 64 Yo Ausbeute 
( Z : E  > 955) .[141 Die Methoxyacetyl-Schutzgruppe der Hy- 
droxygruppe an C1 wurde rnit NH,/MeOH entfernt (82 Yo). Es 
trat zwar keine Hydrolyse der Acetylgruppen an C5 und CIS 
ein, doch wurde in geringen Mengen ein Nebenprodukt 
isoliert, das durch p-Eliminierung des Acetylrests an CIS 
entstanden war. Aufeinanderfolgende Dess-Martin-Oxidati- 
on (92 YO) ,  Kraus-Oxidation in gepufferter LosungI21 und 
Silylierung der entstandenen Carboxygruppe lieferten den 
TIPS-Ester 9 (72 YO iiber zwei Stufen). 

In diesem Stadium der Synthese wurde die C4,-Cs,-Seiten- 
kette eingefiihrt. Die Epoxidierung der C,,-C,,-Doppelbin- 

dung im F-Ring mit ca. 1.5 Aquiv. Dimethyldioxiran gelang 
dem 'H-NMR Spektrum zufolge rnit vollstandiger Chemo- 
und Diastereoselektivitat. Die sofortige Umsetzung des 
entstandenen Epoxids rnit dem Allylstannan (16 Aquiv.) 
und Tributylstannyltriflat (2 Aquiv.) lieferte in einer Aus- 
beute von 80 - 94 YO diastereoselektiv das gewiinschte Addukt 
11, das bereits das komplette Kohlenstoffgrundgeriist von 
Altohyrtin enthalt. Das im UberschuB eingesetzte Allylstan- 
nan wurde nach der Saulenchromatographie vollstandig zu- 
riickgewonnen. Zur Vorbereitung der Makrocyclisierung 
wurde an dem Ester 11 eine Reihe komplexer Reaktionen 
zur Entfernung der Silylschutzgruppen vorgenommen: Die 
Behandlung rnit gepuffertem HF.Pyridin (THF, 0 "C) fiihrte 
zur selektiven Entfernung der TIPS-Gruppe am C-Terminus 
sowie der TMS-Gruppe an C,, und der TES-Gruppe an C4,,[1s] 
wahrend die Hydroxygruppen an C9, C25, C3s und C3x silylge- 
schutzt verblieben. Die Yamaguchi-Makrolactonisierung[l6I 
der Trihydroxycarbonsaure 12 (2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid, 
iPr,NEt, DMAP) fiihrte zu einem Produkt, das wir als das 
erwiinschte Cyclisierungsprodukt rnit einer Trichlorbenzoyl- 
gruppe an der C,,-Hydroxygruppe identifizierten. Deshalb 
wurde 12 vor der Makrolactonisierung selektiv als TES-Ether 
an der C,,-Hydroxygruppe geschiitzt (61 YO bezogen auf 

Die Umsetzung von 13 unter den Yamaguchi-Bedingun- 
gen lieferte das Lacton 14 als einziges regioisomeres Pro- 
dukt in 86% Ausbeute. Nach Entfernung der Schutzgrup- 
pen wurde der gewiinschte Naturstoff erhalten, der nach 
Umkehrphasen-HPLC in 85 % Ausbeute isoliert werden 
konnte. Die Regioselektivitat der Makrocyclisierung wurde 
zweifelsfrei anhand des Kopplungsmusters der Signale der 
Protonen an C,-C44 in einem COSY-Spektrum der Zielver- 
bindung in [ DJDMSO nachgewiesen, das eine eindeutige 
Zuordnung der C,,H- und C,,H-Signale ermoglichte: Sowohl 
die Lage des C,,H-Signals bei tiefem Feld (6 = 4.68 fur C,,H, 
6 = 3.04 fur C,,H) als auch die C,,H-C,,OH-Kopplung 
bestatigten die Makrolactonisierung an der C,,-Hydroxygrup- 
pe. DaB die Seco-Carbonsaure 13, die eine ungeschiitzte 
Hydroxygruppe an C4, enthalt, direkt zum Makrolid 14 
cyclisiert werden kann, vereinfacht die Endphase der Syn- 
these. Wir hatten entsprechend dem urspriinglichen Syn- 
theseplan versucht, die Cyclisierung in dieser Weise durch- 
zufuhren, denn jede Schutzgruppe an der C,,-Hydroxygruppe 
bedeutet eine betrachtliche sterische Hinderung der C41- 
Hydroxygruppe und damit eine Beeintrachtigung der Makro- 
lactonisierung. 

Die synthetisch hergestellte Verbindung war identisch mit 
einer Probe von natiirlichem Spongistatin 2,[18] wie durch 'H- 
NMR-Spektroskopie (500 MHz, CD,CN), HPLC, Electro- 
spray-Massenspektrometrie und UV-Spektroskopie festge- 
stellt wurde. Ein Vergleich der Drehwerte bestatigte, daB die 
absolute Konfiguration beider Verbindungen identisch ist 
(synthetisch: [a]  g + 21.3", c = 0.03 in MeOH; natiirlich: [a]  g 
+ 29.2", c = 0.12 in MeOH). Weitere detaillierte Vergleiche 
durch 1D-'H-NMR- und 2D-COSY-Spektren (500 MHz, 
[ D,]DMSO) ergaben, daB unsere synthetisch hergestellte 
Probe ebenfalls identisch rnit dem natiirlichen Altohyrtin C 
ist.[''] Bei Spongistatin 2 und Altohyrtin C handelt es sich also 
um dieselbe Verbindung, und wir vermuten, daB die Zu- 
ordnung der Konfiguration von Altohyrtin auf die iibrigen 
Mitglieder der Spongipyranfamilie ausgedehnt werden kann. 
Die hier beschriebene Synthese sollte sich problemlos auf 
Altohyrtin A (Spongistatin 1) und Altohyrtin B[31 iibertragen 
lassen, die sich von Altohyrtin C nur in der Seitenkette 
unterscheiden. Dabei sollte sich das Intermediat 9 als 

11) ."'I 
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Schema 2. AbschlieBende Syntheseschritte. a) LDBB, THF, - 78°C; b) MsCI, Et,N, CH2C12; c) Nal, NaHCO,, Na,SO,, Aceton; d) PPh,, CH3CN; e) LiHMDS, THF, 
- 7 8 T ,  dann 5, - 20°C; f )  NH,, MeOH; g) Dess-Martin-Periodinan, Pyridin, CH,CI,; h) NaCIO,, 2-Methyl-2-buten, Ethyl-1-propenylether, rBuOH, pH 5.5; i) TIPSC1, 
Et,N, THF; j )  Dimethyldioxiran, Aceton, CH2C1,; k) 16 Aquiv. 10,2 Aquiv. Bu,SnOTf, - 78°C; 1) HF.Pyridin, Pyridin, THF, 0°C; m) TESC1, Imidazol, CH,CI,, 0°C 
(61 'YO bezogen auf 11); n) 2,4,6-TrichlorbenzoyIchlorid, iPr,NEt, Benzol, dann DMAP, Benzol, RuckfluR; 0) HF, H20, MeCN. Siehe Lit. [4] fur Ahkurzungen. 

gemeinsame Vorstufe fur die Synthese dieser Verbindungen 
und nicht naturlicher Analoga venvenden lassen.[*'] 

Eingegangen am 22. Oktoher 1997 [211067] 

Stichworter: Altohyrtin - Cytostatika - Naturstoffe - Spon- 
gistatin - Totalsynthesen 

[ I ]  D. A. Evans, P. J. Coleman, L. C. Dias, Angew. Chem. 1997,109,2951 -2954; 
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1997,36,2738-2741. 

[2] D. A. Evans, B. W. Trotter, B. CBtt, P. J. Coleman, Angew. Chem. 1997,109, 
2954-2957; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1997,36,2741-2744. 

[ 31 Reprasentative IC,,,-Werte gegen Tumorzellinien: a) M. Kobayashi, S. 
Aoki, K. Gato, I.  Kitagawa, Chem. Pharm. Bull. 1996, 44, 2142-2149: 
Altohyrtin A ( X  = C1) 0.01 ngmL-', Altohyrtin B ( X  = Br) 0.02 ngmL-', 
Altohyrtin C (X = H) 0.40 ngrnL-'; b) R. Bai, G. F. Taylor, Z. A. Cichacz, 
C. L. Herald, J. A. Kepler, G. R. Pettit, E. Hamel, Biochemistry 1995, 34, 
9714-9721: Spongistatin 1 (X = Cl) 0.1311~; Spongistatin 2 ( X  = H) 

[4] Abkurzungen: dr= Diastereomerenverhaltnis, 9-BBN = 9-Borabicyclo- 
[3.3.l]nonan, cHex = Cyclohexyl, TIPS = Triisopropylsilyl, TBS = tert-Bu- 
tyldimethylsilyl, TES = Triethylsilyl, TMS = Trimethylsilyl, Tr = Trityl = 

0.8511~. 
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Triphenylmethyl, Tf =Trifluormethylsulfonyl, Bn = Benzyl, LDBB = Di- 
rert-butylbiphenyllithium, DMAP = 4-Dimethylaminopyridin, MsCl =Me- 
thansulfonylchlorid, LiHMDS = Lithiumhexamethyldisilazid. 

[ 5 ]  D. A. Evans, E. Vogel, J. V. Nelson, J. Am Chem. SOC. 1979,101,6120-6123. 
[6] Die Umsetzung des (E)-Borenolats von 1 mit Isobutyraldehyd verlief mit 

geringerer Diastereoselektivitat (2:l). 
[7] Ein hohes MaB an 1,2-Diastereoselektion bei der Addition von Nucleo- 

philen an a-Methyl-P-methylensubstrate wurde festgestellt: a)  F. Sato, Y. 
Takeda, H. Uchiyama, Y. Kobayashi, J. Chem. SOC. Chem. Commun. 1984, 
1132-1134; b) E Sato, M. Kusakabe, Y. Kobayashi, ibid. 1984,1130-1131; 
c) E Sato, M. Kusakabe, T. Kato, Y. Kobayashi, ibid. 1984,1331 - 1332. 

[ X I  a) D. A. Evans, J. L. Duffy, M. J. Dart, unveroffentlichte Ergebnisse; 
b) D. A. Evans, J. V. Nelson, t. Taber, Top. Stereochem. 1982, 13, 1-115; 
c) W. R. Roush, J. Org. Chem. 1991,56,4151-4157. 

[9] K. Ganesan, H. C. Brown, J.  Org. Chem. 1993,58,7162-7169. 
[lo] Der Aldehyd 2 wurde ohne weitere Reinigung direkt umgesetzt. Chroma- 

tographie von 2 an Kieselgel fuhrte zur Isomerisierung zum a,P-unge- 
sattigten Aldehyd. 

[ll] Die Desilylierung wurde vorzeitig abgebrochen; ein geringer Anteil (15 %) 
der monosilylierten Verbindung (Hydroxygruppe an C,) wurde zuruck- 
gewonnen. 

[12] Zur Entfernung einer Tritylschutzgruppe mit Et,AICl siehe: H. Koster, 
N. D. Sinha, Tetrahedron Lett. 1982,23,2641-2644. 

[13] Die Verwendung von waarigem Rochelle-Salz war wahrend der Isolierung 
notwendig, um die Organoaluminiumsalze vor dem Einengen zu entfernen, 
denn sonst isomerisierte das Spiroketal Aluminium-vermittelt zum uner- 
wunschten diaxialen Anomer. 

[14] Nicht umgesetzter Aldehyd 5 (11 YO) wurde ebenfalls diastereomerenrein 
zuruckgewonnen. 

[15] Die maoige Ausbeute dieser Reaktion kann teilweise auf Schwierigkeiten 
bei der Isolierung der polaren Trihydroxycarbonsaure beim Arbeiten in 
kleinem MaBstab zuruckgefuhrt werden. Die DC-Kontrolle der Reaktion 
deutet auf eine saubere und einheitliche Umsetzung hin. 

1161 J. Inanaga, K. Hirata, H. Saeki, T. Katsuki, M. Yamaguchi, Bull. Chem. SOC. 
Jpn. 1979,52,1989-1993. 

[17] Das erste Produkt der Reaktion ist der entsprechende C,-TES-Ester, der 
wahrend der Reinigung an Kieselgel gespalten wird. 

[18] Wir danken Professor G.R. Pettit fur eine Probe von naturlichem 
Spongistatin 2. 

[19] Wir danken Professor M. Kobayashi fur Kopien der Spektren von natur- 
lichem Altohyrtin C. 

[20] Eine noch spatere Einfuhrung der Seitenketten nach der Lactonisierung der 
Seco-Carbonsaure erscheint zwar zunachst moglich, doch haben erste 
Untersuchungen dieser alternativen Route ergeben, daB die Epoxidierungd 
Allylstannan-Additionssequenz am Makrocyclus schwieriger ist. 

Erzeugung enantioselektiver Biokatalysatoren 
fur die Organische Chemie durch In-vitro- 
Evolution 
Manfred T. Reetz,* Albin Zonta,  Klaus Schimossek, 
Klaus Liebeton und Karl-Erich Jaeger* 

Die Entwicklung chiraler Katalysatoren fur die enantiose- 
lektive Synthese optisch aktiver Verbindungen ist von groljem 
akademischen['] und industriellen[21 Interesse. Trotz weltweit 
intensiver Forschung auf dem Gebiet der homogenen Uber- 
gangsmetallkatalyse ist die Zahl der wirklich effizienten 
enantioselektiven Katalysatoren begrenzt. Aufgrund fehlen- 
der allgemeiner Prinzipien ist bei der Entwicklung eines 
einzigen hochwirksamen chiralen Katalysators die arbeits- 
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aufwendige Herstellung und Erprobung von sehr vielen 
Liganden erforderlich. Als Alternative bieten sich Biokata- 
lysatoren an, die jedoch naturgema13 eine begrenzte Substrat- 
spezifitat aufwei~en.[~I Durch ortsspezifische Mutagenese 
konnen in Einzelfallen Verbesserungen hinsichtlich Enzym- 
aktivitat und Selektivitat herbeigefuhrt werden, nicht jedoch 
eine allgemeine Losung des Problems, denn das Verfahren 
erfordert detaillierte Kenntnisse uber die dreidimensionale 
Struktur des Enzyms und dessen Wirkmechanismus sowie ein 
gewisses Ma13 an Intuition bei der Wahl der auszutauschenden 
Aminosa~re.[~I Wir beschreiben hier einen neuen Ansatz zur 
Entwicklung enantioselektiver Katalysatoren: die In-vitro- 
Evolution als Methode zur schrittweisen Erhohung der 
Enantioselektivitat eines gegebenen unselektiven Biokataly- 
sat or^.[^] Das dabei zugrunde liegende Prinzip - ,,Evolution im 
Reagensglas" - erfordert keine Kenntnisse der Enzymstruk- 
tur oder des Katalysemechanismus. Das Verfahren der In- 
vitro-Evolution[6] wurde schon zur Steigerung der thermi- 
schen Stabilitat und Aktivitat von Enzymen erfolgreich 
angewendet.[',*I Die Kombination geeigneter molekularbio- 
logischer Methoden zur Zufallsmutagenese und Gen-Expres- 
sion mit einem effizienten Screening-System zur raschen 
Identifizierung von enantioselektiven Mutanten bildet die 
Basis unserer Strategie.ls] 

Als Testreaktion wahlten wir die enantioselektive Hydro- 
lyse von racemischem 2-Methyldecansaure-p-nitrophenyl- 
ester 1. Die freie (S)-konfigurierte Saure gehort zu einer 
Klasse von chiralen Verbindungen, die bei der Herstellung 
von bestimmten Pharmazeutika, Pflanzenschutzmitteln und 
chiralen Bausteinen in der organischen Synthese Anwendung 
finden.[*] Als Biokatalysator wurde eine Lipase aus dem 
Bakterium Pseudomonas aeruginosa PA01 venvendet, die im 
prozessierten Zustand aus 285 Aminosauren besteht."] Das 
Wildtyp-Enzym weist eine Enantioselektivitat (ee) von nur 
2 % zugunsten der (S)-konfigurierten Saure 2 auf. 

Die Zahl von Mutanten eines gegebenen Enzyms, bei dem 
in jedem Enzymmolekiil eine Aminosaure gegen eine der 19 
verbliebenen ausgetauscht wurde, ergibt sich nach Glei- 
chung (a), mit N = Zahl der Mutanten, M = Zahl der ausge- 

N =  1 9 M X ! l [  ( X -  M ) !  M ! ]  (a) 

tauschten Aminosauren pro Enzymmolekiil (in diesem Fall 1) 
und X = Zahl der Aminosauren im Enzym. Demnach enthalt 
eine entsprechende Mutantenbibliothek der P-aeruginosa- 
Lipase 5415 Mutanten. Obwohl eine solche Bibliothek an sich 
schon relativ klein ist, ergeben unsere Untersuchungen, da13 
bereits beim Screening einer noch geringeren Zahl von 
Mutanten Katalysatoren mit deutlich verbesserter Enantio- 
selektivitat erhalten werden konnen. 

Unter Anwendung der sogenannten fehlerhaften Polyme- 
rase-Kettenreaktion (fPCR)[*OI wurde das aus 933 Basenpaa- 
ren bestehende Lipase-Gen einer Zufallsmutagenese unter- 
worfen.[""] Dazu wurde die Mutationsfrequenz durch 
Veranderung der PCR-Reaktionskomponenten sowie -bedin- 
gungen, z. B. durch Variation der Mg2+-Konzentration, empi- 
risch so eingestellt, daB statistisch ein bis zwei Basenaustau- 
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