Quantitative Trennung der Enantiomerenpaare
des Pheromons 2-Ethyl-1,6-dioxaspiro[4.4lnonan
durch Komplexierungschromatographie

an einem optisch aktiven Metallkomplex!™™

Von Bernhard Koppenhoefer, Klaus Hinizer, Roland Weber
und Volker Schurig!’)

Spiroketale sind in der Natur weit verbreitet, aber iiber
ihre chiroptischen Eigenschaften ist nur wenig bekannt. 2-
Ethyl-1,6-dioxaspiro{4.4]nonan (Chalcogran) (3), die Haupt-
komponente im Aggregationspheromon des Forstschidlings
Pityogenes chalcographus (L.) (,Kupferstecher”), wurde
kiirzlich identifiziert und synthetisiert!". (3) enthilt zwei
Asymmetriezentren und kann daher in vier Konfigurations-
isomeren auftreten.
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Der Einfluf3 der Stereochemie chiraler Pheromone auf die
biologische Aktivitit ist nachgewiesen?!. Eine Methode zur
quantitativen Bestimmung der stereochemischen Zusam-
mensetzung natiirlich vorkommender (und biologisch akti-
ver) Spiroketale interessiert im Hinblick auf die Anwendung
synthetischer Lockstoffe in biologischen Feldversuchen, auf
die Biosynthese aus chiralen Vorstufen und auf genetische
Beziehungen zwischen Arten und Gattungen.

Bisher wurde nur die gaschromatographische Trennung
der racemischen Z- und E-Diastereomere von (3) beschrie-
ben!'?l, nicht jedoch deren weitere Trennung in die Enantio-
merenpaare. Die quantitative analytische Trennung der vier
Konfigurationsisomere von (3) gelang uns nunmehr durch
Komplexierungsgaschromatographie, bei der die diastereo-
und enantiospezifische Koordinationswechselwirkung von
(3) mit dem optisch aktiven Metallchelat Nickel(i1)-bis(6-
heptafluorbutyryl)-(R)-pulegonat (R)-(4) ausgenutzt wird.
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Die neue optisch aktive Trennphase (R)-(4) weist den Vor-
teil betrichtlicher Enantiomerendifferenzierung bei geringen
Retentionszeiten auf und eignet sich deshalb zur Enantiome-
rentrennung von Substraten, die erst bei hoherer Temperatur
fliichtig sind. Mit einer Nickelkapillarsiule, belegt mit einer
Losung von (R)-(4) in Squalan (0.09 m), 14t sich das unsub-
stituierte Spiroketal (7) (auch Oxeton genannt) bereits bei
50°C in 150 min in die Antipoden spalten. Nachdem das
Auftreten scharfer getrennter Peaks fiir (7) die konfigurative
Stabilitit des Spirokohlenstoffatoms wihrend der Messung
bewies, synthetisierten wir die Homologen (2) und (3) (Chal-
cogran) nach Literaturvorschriften!’>< und chromatogra-
phierten die spektroskopisch charakterisierten Verbindun-
gen an 0.12m (R)~(4) in Squalan (Abb. 1, oben).
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Abb. 1. Enantiomeren- und Diastereomerentrennung chiraler Spiroketate durch
Komplexierungschromatographie an (R)-(4) (0.12m in Squalan) bei 60"C.
Oben: Trennung der racemischen Enantiomerenpaare: (fa, b), a=1.04; (2a, b).
a=1.05, (2, d), «a=1.09; (3a, b), a=1.06, (3¢, d}, a=1.15. Unten: Analyse von
enantiomer-angereichertem (2S5.5R/S)-(2) und (2S5,5R/S)-(3). Referenzstandard:
n-Decan, Solvens: Ethylacetat; Siule: 100 m x 0.5 mm Nickelkapillare, Triger-
gas: 2.8 ml/min N, Split: 1:50.

Wie aus Abbildung 1 hervorgeht, werden die in unter-
schiedlicher Konzentration vorliegenden Z- und E-Diaste-
reomere von (2) und (3) in je zwei Enantiomerenpaare (g, b
und ¢, d) zerlegt. Die Trennung der vier Konfigurationsiso-
mere wurde durch die Identitit der Massenspektren aller
vier Peakeluate (a-d) und deren Ubereinstimmung mit au-
thentischem (2) und (3) bewiesen®!,

Enantiomer-angereichertes Chalcogran (2S,5R/S)-(3)
wurde aus (S)-1,2-Epoxybutan (Enantiomerenreinheit
69 +£0.5%)) erhalten, welches racemisierungsfrei durch Hof-
mann-Eliminierung aus technischem (R)-2-Amino-1-butanol
(Enantiomerenreinheit 69 +0.5%"") iiber das Trimethylam-
moniumhydroxid dargestellt wurde; (25,5R/S)-(2) wurde
aus (S)-Epoxypropan!! (Enantiomerenreinheit 96.4 + 0.2%/41)
nach der Methode von Mori et al.!' synthetisiert. Abbildung
1, unten, zeigt das Chromatogramm.

Das Auftreten von paarweise ungleichen Peakflichen
(a/b=d/c) in Abbildung 1 beweist diec Trennung in zwei
Enantiomerenpaare. Der durch Integration bestimmte Enan-
tiomereniiberschuf3 fiir (25)-konfiguriertes (3) (69+0.5%)
und (2) (96.3 +£0.2%) beweist dariiber hinaus den racemisie-
rungsfreien Ablauf der Synthese!’. Die beiden (2S5)-konfi-
gurierten Isomere von (2} und von (3) weisen an (R)-(4) die
schwichste und die stirkste Koordinationswechselwirkung
auf. Daraus folgt, daf3 die chirale Diskriminierung der Enan-
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tiomerenpaare (¢, & und ¢, d) durch die Absolutkonfigura-
tion am chiralen Spirozentrum C-5 determiniert ist. Unter
der Voraussetzung!'®l, daB aus sterischen Griinden die E-Iso-
mere von (2} und (3) die stirkere Wechselwirkung mit (R)-
(4) eingehen, gilt folgende Peakzuordnung: «=28S,5S,
b=2RS5R, c=2R,58 und d=28,5R. Das Aufspaltungsmuster
von (2) und (3) an (R)-(4) stimmt iiberein (Abb. 1, unten).
Eine frither™ fir homologe Oxirane abgeleitete Regel zur
Korrelation der Absolutkonfiguration mit dem Retentions-
verhalten an einem optisch aktiven Metallkomplex gilt dem-
nach auch fiir Spiroketale und kann zur Konfigurationsbe-
stimmung an C-2 herangezogen werden.

Unseres Wissens ist dies die erste gaschromatographische
Enantiomerentrennung eines chiralen Pheromons. Die Kom-
plexierungsgaschromatographie ist anderen Verfahren!®
iiberlegen, da Substanzvorreinigung und Derivatisierung
entfallen und der Substanzbedarf sehr gering ist.
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Euglenapterin - ein neues, ungewohnliches
natiirliches Pteridin-Derivat aus Euglena gracilis

Von Manfred Béhme, Wolfgang Pfleiderer, Erich F. Elstner
und Wilhelm J. Richter'™)

Die Phytoflagellate Euglena gracilis weist Eigenschaften
sowohl des tierischen als auch des pflanzlichen Stoffwechsels
auf. Bei Untersuchungen der Inhaltsstoffe!'! dieses Organis-
mus wurden nach MnO,-Behandlung des nativen Materials
in essigsaurem Milieu drei gelblich fluoreszierende Kompo-
nenten entdeckt, die als mogliche unkonjugierte Pteridine
angesehen wurden!'!. Da sich jedoch keines dieser Produkte
chromatographisch und spektral als eines der natiirlichen
Pterine identifizieren lieB, haben wir diese Naturstoffe er-
neut untersucht. Zunichst wurde die im Chromatographie-
System n-Propanol/1proz. Ammoniak (2/1) auf Cellulose
am weitesten wandernde Komponente (R=0.48) chromato-
graphisch angereichert und dann durch HPLC an RP-8-Tri-
germaterial gereinigt.

Das Felddesorptions-Massenspektrum (FD-MS) des iso-
lierten Materials zeigte ein M®°/MH®-Doppelsignal (m/e
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=281/282) entsprechend der Summenformel C,;H,sNsO,,
die durch das hochaufgeloste Elektronenstof3-Massenspek-
trum (EI-MS) des Tetrakis(trimethylsilyl)-Derivates gesi-
chert wurde (M®® bei m/e=569, C,;H47NsO,Siy; erhalten
durch Umsetzung mit Bis(trimethylsilyl)acetamid in Pyridin
bei 60 °C). Aus der Anwesenheit von vier silylierbaren (aci-
den) H-Atomen, den charakteristischen massenspektrome-
trischen Fragmenten sowie den im Vergleich zu den Pteridi-
nen etwas bathochrom verschobenen UV-Spektren der ver-
schiedenen Molekiilformen lieB sich die mogliche Struktur
eines 2-Dimethylamino-6-trihydroxypropyl-4-oxo-3,4-dihy-
dropteridins herleiten. Gesichert werden konnte diese Kon-
stitution unter gleichzeitiger Festlegung der Stereochemie
der Trihydroxypropyl-Seitenkette durch chemische Synthese
aller vier Stereoisomere aus 5,6-Diamino-2-dimethylamino-
4-0x0-3,4-dihydropyrimidin () und den Phenylhydrazonen
von D- und L-Arabinose sowie D- und L-Xylose (2} nach iib-
lichen Methoden der Pterin-Chemiel®.
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Aus dem Vergleich der CD-Spektren der vier Synthese-
produkte mit dem des natiirlichen Materials ist ersichtlich,
daB die Seitenkette die L-threo-Konfiguration (3) hat und
demzufolge eine strukturelle Analogie zum Ciliapterin, das
aus Tetrahymena pyriformis isoliert wurdel®!, besteht.

Mit der Kenntnis der Konstitution von Euglenapterin (3)
lieBen sich auch die Strukturen der beiden iibrigen gelblich
fluoreszierenden Inhaltsstoffe, die bereits als Phosphate!!! er-
kannt worden waren, als 3’-Phosphat (4} (FD-MS: MH® bei
m/e=362; EI-MS nach Trimethylsilylierung: M®® des zu er-
wartenden Pentakis(trimethylsilyl)-Derivates bei m/e=721
sowie charakteristische Fragmentbildung) und 2’,3’-Cyclo-
phosphat (5) (FD-MS: MH® bei m/e=344, MNa® bei m/
e=366; EI-MS nach Trimethylsilylierung: M®© des Tris(tri-
methylsilyl)-Derivates bei m/e=559) zuordnen. Phosphory-
lierung von (3} mit POCI; in Trimethylphosphat nach der
Yoshikawa-Methode!!, die bevorzugt an der primédren OH-
Funktion angreift, fithrt in guter Ausbeute je nach Aufarbei-
tungsbedingungen zu (4) oder (5). Beide Substanzen (als Ba-
riumsalze isoliert) sind chromatographisch und spektropho-
tometrisch mit den Naturprodukten identisch.

Euglenapterin ist somit das erste Beispiel eines neuartigen
natiirlichen Pterin-Typs®!. Inwieweit die strukturelle Modifi-
zierung der 2-Amino-Gruppe des Pterin-Systems auch von
allgemeiner biologischer und physiologischer Relevanz ist,
148t sich noch nicht erkennen.
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