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[16] F. Toda, M. Higashi, K. Akagi, Bull. Chem. Soc. Jpn. 1969, 42, 567 —
569. Die Reaktionsbedingungen wurden geringfiigig verdndert: Die
Reaktionstemperatur wurde auf — 15 °C erhoht und die Reaktionszeit
auf 20 h verldngert.

[17] a) Geeignete Kristalle fiir eine Rontgenstrukturanalyse wurden durch
langsames Einengen einer gesittigten Losung von 2d in CH,Cl,
erhalten. Kristalldimensionen 0.28 x 0.24 x 0.23 mm?, orthorhom-
bisch, Raumgruppe Pca2,, Z=4, a=21.5872(2), b=28.2840(1), c=
14.4771(2) A, V=2588.92(5) A3, py.. =1.366 gcm=3, 20, =51.2°,
Mog,-Strahlung, 2 =0.71073 A, 0.3°-w-Scans mit CCD-Flichendetek-
tor, T=200K, 18290 gemessene Reflexe, 4498 unabhingig, 4328
beobachtet (I >20(l)), Intensititen wurden unter Beriicksichtigung
der Lorentz- und Polarisationseffekte ermittelt, die Absorptions-
korrektur wurde basierend auf der Laue-Symmetrie des reziproken
Raumes mit dem Programm SADABS durchgefiihrt, u =0.94 mm—,
Tin=0.78, T,.,=0.84, die Strukturlosung erfolgte mit Direkten
Methoden, Volle-Matrix-kleinste-Fehlerquadrate-Verfeinerung ge-
gen F? (SHELXTL-PLUS (5.10)), 257 Parameter verfeinert; Wasser-
stoffatome wurden mit Ausnahme von HI1 und H2, die isotrop
verfeinert wurden, an geometrisch berechneten Positionen bertick-
sichtigt; abschlieBende R-Werte: R(F)=0.017, wR(F?)=0.042 fiir
beobachtete Reflexe, Restelektronendichte —0.32 bis 0.29 e A-3.117
b) Geeignete Kristalle fiir eine Rontgenstrukturanalyse wurden durch
langsame Diffusion von Pentan in eine gesittigte Losung (CH,Cl,)
von 4a erhalten. Kristalldimensionen 0.36 x 0.28 x 0.17 mm?, mono-
klin, Raumgruppe P2,/n, Z=2, a=15.2553(1), b=15.2411(2), c=
172867(1) A, V=3672.97(5) A3, ppe.=1.497 gem=3, 26, =51.1°,
Mog,-Strahlung, 2 =0.71073 A, 0.3°-w-Scans mit CCD-Flichendetek-
tor, T=200K, 26585 gemessene Reflexe, 6343 unabhingig, 5444
beobachtet (I>20(I)), Intensititen wurden unter Beriicksichtigung
der Lorentz- und Polarisationseffekte ermittelt, die Absorptions-
korrektur wurde, basierend auf der Laue-Symmetrie des reziproken
Raumes, mit dem Programm SADABS durchgefiihrt, x =0.98 mm,
Tin=0.77, Tpx=0.91, die Strukturlosung erfolgte mit Direkten
Methoden, Volle-Matrix-kleinste-Fehlerquadrate-Verfeinerung ge-
gen F? (SHELXTL-PLUS (5.10)), 396 Parameter verfeinert, 24
geometrische Einschrinkungen (fehlgeordnetes Losungsmittel); Was-
serstoffatome wurden mit Ausnahme von H1 und H2, die isotrop
verfeinert wurden, an geometrisch berechneten Positionen bertick-
sichtigt; abschlieBende R-Werte R(F)=0.041, wR(F?)=0.110 fiir
beobachtete Reflexe, Restelektronendichte —0.82 bis 1.34 ¢ A-3.117
c) Die kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in
dieser Veroffentlichung beschriebenen Strukturen wurden als ,,sup-
plementary publication no.“ CCDC-112064 (2d) und CCDC-112065
(4a) beim Cambridge Crystallographic Data Centre hinterlegt.
Kopien der Daten konnen kostenlos bei folgender Adresse in
Grofbritannien angefordert werden: CCDC, 12 Union Road, Cam-
bridge CB21EZ (Fax: (+44)1223-336-033; E-mail: deposit@ccdc.
cam.ac.uk).

[18] Die 'H-NMR-Spektren bei hohen Temperaturen wurden in einem
verschraubbaren Hochdruck-NMR-Rohrchen unter 10 bar Argon
gemessen.

[19] a) In einem Handschuhkasten wird 4a (1.6 mg, 1.25 umol) in CD,Cl,
(2.5 mL) gelost. Von dieser Losung werden sofort 50 pL. (0.025 umol
4a) in ein NMR-Rohrchen iberfithrt und mit CD,Cl, (0.45 mL)
verdiinnt. Nach Zugabe von entgastem Cycloocten (81.4 uL,
625 pmol; >99.5% (GC); Fluka) wird das NMR-Rohrchen verschlos-
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sen und geschiittelt. Die NMR-Spektren werden bei 23 °C mit einem
Bruker-DRX-500-Spektrometer bei 500 MHz gemessen. b) Die Poly-
merisation von Cycloocten mit 1a (0.05 pmol; Strem Chemicals Inc.)
als Katalysator wurde unter identischen Bedingungen durchgefiihrt.

[20] Die Produktverteilung wurde durch GC-MS-Analyse bestimmt.

[21] a) C. Hinderling, C. A. Adlhart, P. Chen, Angew. Chem. 1998, 110,
2831-2835; Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 2685-2689; b) O. M.
Aagaard, R. J. Meier, F. Buda, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 7174-7182.

[22] M. T. Youinou, J. Kress, J. Fischer, A. Aguero, J. A. Osborn, J. Am.
Chem. Soc. 1988, 110, 1488 —1493.

Ein neues In-vitro-Modell der
Lignin-Biosynthese

Francesco De Angelis,* Rosario Nicoletti,
Nicoletta Spreti und Franca Veri

Noch immer gibt es viele offene Fragen beziiglich der
Struktur und der komplexen Biosynthese von Lignin.'*l Die
am weitesten akzeptierten Theorien stammen aus den frithen
sechziger Jahren, als Freudenberg et al. Dehydrogenierungen
als grundlegende Reaktionen des Polymerisationsvorgangs
vorschlugen, denen zufolge p-Hydroxyzimtalkohole die pri-
miéren Vorstufen und Bausteine aller Lignine sind.l* > Zahl-
reiche Untersuchungen der Strukturen von natiirlichen und
synthetischen Ligninen sowie Modellverbindungen etablier-
ten dann das Bild einer sehr komplexen, dreidimensionalen
Polymerstruktur, der die bei anderen biologischen Makro-
molekiilen vorkommenden geordneten, sich wiederholenden
Baueinheiten fehlen.[' >l Diesen Studien zufolge wird die
Ligninproduktion durch die enzymatische Bildung resonanz-
stabilisierter Phenoxylradikale eingeleitet, wohingegen die
Polymerisation als nichtenzymatischer Proze3 angesehen
wird, der statistisch verlduft und radikalische sowie ionische
Zwischenstufen einschlie3t. Wir beschreiben hier, wie in vitro
unter homogenen Bedingungen, die prinzipiell der natiir-
lichen Mikroumgebung #hnlich sind,l'> 3 ein synthetisches
Lignin gebildet wird. Der Beginn der Polymerisation scheint
dabei eine Folge abwechselnder radikalischer und ionischer
Schritte zu sein, die zu Oligolignolen mit regelmiBiger
Struktur fithren.

Die Polymerisation der monomeren Vorstufe durch stati-
stische Kupplungsreaktionen kann in vivo nicht untersucht
werden. Viele Theorien zur Struktur und Biosynthese von
Lignin beruhen auf In-vitro-Experimenten zur Polymerisa-
tion von Coniferylalkohol 1 (Abbildung 1), 714 der hiufig-
sten natiirlichen Ligninvorstufe, und der anschlieBenden
Isolierung und Strukturaufkldarung des dabei gebildeten Poly-
mers. Die Reaktion ist im allgemeinen leicht durchfiihrbar,!'S]
indem {iiber einen Zeitraum von mehreren Stunden eine
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Oligolignole (die relativen
Molekiilmassen sind in Klammern angegeben).

hochverdiinnte Losung der Vorstufel'! mit einer gepufferten
H,0,-Losung in Gegenwart von Meerrettich-Peroxidasel!’]
langsam gemischt wird; letztere dient zur Initiation der
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Polymerisation. Auch die Zugabe einer geringen Menge einer
polaren, wasserloslichen Verbindung wie Guajacylglycerin,
das mit Coniferylalkohol 1 copolymerisieren kann, wird
empfohlen, um das wachsende Polymer so lange wie moglich
in Losung zu halten. Dieses synthetische Lignin, das als
dehydrogeniertes Polymerisat (DHP) bezeichnet wird,?!
scheidet sich normalerweise rasch aus dem Reaktionsmedium
ab, wodurch es fiir weitere Polymerisationsreaktionen nicht
mehr zur Verfiigung steht. Wir untersuchten dieses Mate-
rial®®l mit matrixunterstiitzter Laser-Desorptions/Ionisations-
Massenspektrometrie (MALDI-MS)[*l und schlossen aus den
Ergebnissen, daB3 bei der Polymerisation der radikalische
Mechanismus gegeniiber dem konkurrierenden ionischen
Mechanismus bevorzugt wird.

Weiterhin ergaben unsere Untersuchungen zur Biosynthese
von Lignin, da die Meerrettich-Peroxidase in einer phos-
phatgepufferten Losung von Cetyltrimethylammoniumsulfat
((CTA),SO,) auch bei Konzentrationen oberhalb der kriti-
schen Micellenkonzentration (c.m.c. =2.7 x 10~*M) noch im-
mer sehr aktiv ist. Mit o-Phenylendiamin als Modellsubstrat
in einer gepufferten H,0O,-Losung wurde bei einer Detergens-
konzentration von 2.7 x 10~2M nur ein Aktivitéitsabfall auf die
Hilfte im Vergleich zur Reaktion ohne Detergenszusatz
festgestellt. Wir stellten auch sicher, daf3 sich unter diesen
experimentellen Bedingungen iiberhaupt Micellen bildeten.
Wir waren also in der Lage, 1 zu polymerisieren und das
Endprodukt der Polymerisation unbegrenzte Zeit in Losung
zu halten.

Wesentliche Befunde zur Struktur der bei unseren Experi-
menten gebildeten Oligolignole und dem dabei beteiligten
Polymerisationsmechanismus stammen aus der mit HPLC
kombinierten Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie
(ESI-MS).?l Die Reaktionsmischung wurde analysiert, als
die Polymerisation 5 min nach Beginn unterbrochen wurde.
Nach der Trennung der Mischung auf der HPLC-Sdule
(Abbildung 2) wurde dem Eluat Ammoniumacetat zugesetzt,
zur Detektion verwendeten wir ein Massenspektrometerf?!]
mit einer ESI-Einheit. Fiir jedes der Oligomere 1-6 wurden
die relativen Molekiilmassen der [M+NH,]*-Ionen bestimmt

001 500 1000 1500 20.00 2500
t/min ——»

Abbildung 2. HPLC-Elutionsdiagramm der Oligolignolmischung. Séule:

RP-18 (12.5 cm, 4.6 mm Innendurchmesser); Eluent A: H,O; Eluent B:

CH;CN; Gradient: 0—40% B in 15min; FluBgeschwindigkeit:

0.8 mLmin~!; UV-Detektion bei 268 nm. Die Verbindungen 2a und 2

werden zusammen eluiert. A =relative Absorption.
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(Strukturen von 1-5 siche Abbildung 1).?2) Durch direktes
Einspritzen der gesamten Mischung in die Ionenquelle des
Massenspektrometers wurden im Massenspektrum sogar das
Heptamer 7 und das Oktamer 8 nachgewiesen (Abbildung 3).

In unserer Untersuchung weisen wir erstmals nach, daf
Lignin-Modellverbindungen effizient in vitro in wéBriger
Losung unter homogenen Bedingungen hergestellt werden
konnen. Die vorhandenen Micellen sind in der Lage, alle

lipophilen Reagentien und Reak-

2842 tionsprodukte in Losung zu halten,

80 (1802417 =178 F—— 180 3~ ~178.0——180.1———178.4—, worunter die katalytische Effizi-

0]  cra enz des Enzyms.kaum -le.idet. Au—

556.1 Berdem sollte die AKktivitdt eines

L% 40 2 7342 5 Enzyms in Gegenwart von Micel-
20 158.9 01455 7 8 len seiner Aktivitdt in der Zelle
L uul L . b 10?.2‘5 12726 1451.0 dhnlicher sein als die in einer

T T 400 600 800 1000 1260 1450 reinen Pufferlosung.2 131 Wir neh-

m/z

Abbildung 3. ESI-Massenspektrum (Direkteinspritzung) der NH,*-Addukte der Oligolignolmischung (H*-
Addukt bei 2). Die Massendifferenzen zwischen den Peaks sind angegeben. CTA = Cetyltrimethylammo-

nium-Ion.

Alle Oligomere haben eindeutig eine definierte Masse, denn
andere Produkte mit dhnlichen Massen treten kaum auf. Die
Satellitenpeaks bei hoheren Massen stammen von Oligome-
ren mit assoziierten Natrium- und Kaliumionen.

Ein neues und vollig unerwartetes Ergebnis unserer
Experimente ist die groBe RegelméifBigkeit der oligomeren
Einheiten, die sich abwechselnd um ca. 178.1 und 180.1
atomare Masseneinheiten voneinander unterscheiden. Da die
relative Molekiilmasse von 1 180.1 betrégt, implizieren diese
Massenunterschiede, da3 die beiden Reaktionsmechanismen,
der radikalische und der ionische, nicht statistisch ablaufen,
sondern parallel und in einem koordinierten Prozef. Die
Kupplung zweier radikalischer Einheiten wiirde zu einem
Massenunterschied von 178.1 fithren. Demgegeniiber fiihrt
der ionische Mechanismus, der formal aus der Addition einer
monomeren Einheit an eine Chinonmethid-Zwischenstufe
besteht, zu einem Massenunterschied von 180.1.

Auf der Basis der ESI-MS-Daten ist es moglich, einen
Biosyntheseweg vorzuschlagen, nach dem vermutlich die
Oligolignole gebildet werden, die wir unter den von uns
gewihlten biomimetischen Bedingungen nachgewiesen ha-
ben. Die Dimere 2 und 2a werden beide in einem radikali-
schen Schritt gebildet, wobei ihre relative Molekiilmasse von
358 formal der Masse des Monomers (180) plus 178 ent-
spricht. In allen anderen Fillen ist der Schliisselschritt die
Bildung der dimeren Chinonmethid-Zwischenstufe 2b, die
ebenfalls in einem radikalischen Schritt entsteht. Diese
Verbindung kann dann unter Bildung des Trimers 3 (Guaja-
cylglycerin-$,y-bisconiferylether, M,=538) ein Molekiil 1
addieren. Alternativ kann 2b auch Dehydroconiferylalkohol
2 (oder Pinoresinol 2a) unter Bildung des Tetramers 4
(Guajacylglycerin-S-coniferyl-y-dehydrodiconiferylether, M,
=716) addieren. Im ersten Fall sind ein radikalischer und
ein ionischer Schritt beteiligt (formal der Masse des Dimers
(358) plus 180 entsprechend). Im zweiten Fall sind zwei
radikalische Schritte — unter Bildung der intermedidren
Dimere 2b und 2 — und ein ionischer Schritt erforderlich
(formal der Masse des Trimers (538) plus 178 entsprechend).
Das Pentamer 5 (M,=896) wird in zwei ionischen und zwei
radikalischen Schritten durch Addition des Trimers 3 an das
Chinonmethid 2b gebildet (formal der Masse des Tetramers
(716) plus 180 entsprechend).
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men daher an, daB im hier be-
schriebenen Fall der Mechanismus
der Polymerisation zur Bildung
von Oligolignolen dem natiirli-
chen Prozef3 eher vergleichbar ist als andere, gut dokumen-
tierte In-vitro-Biosyntheseexperimente. Unseren Ergebnissen
zufolge laufen ionische und radikalische Mechanismen effek-
tiv im gleichen Ausmal3 und nebeneinander ab, wobei sich
formal betrachtet eine streng alternierende Reihenfolge
ergibt. Diese Resultate sprechen auch fiir ein moderneres
Konzept der Strukturen natiirlicher Lignine, das von einer
geordneten Struktur aus sich wiederholenden Einheiten
ausgeht.[ 24

Experimentelles

In einem typischen Experiment wurden 20 mg Coniferylalkohol in 3.6 mL
Natriumphosphatpuffer (0.01m; pH 6.5) gelost, der (CTA),SO, enthielt
(2.7 x 1072m). Zu dieser Losung wurden nacheinander 130 pL 3proz. H,0,
und 20 uL eines Puffers gegeben, der sieben Purpurogallin-Einheiten
Meerrettich-Peroxidase (Typ II, 200 Umg~!, Sigma) enthielt. Die klare
Losung, in der die Substratkonzentration bei 5.3 gL~! liegt, wurde 5 min
geriihrt. Nach dieser Zeit, die fiir den Umsatz des Substrates ausreichend
ist (gemdB HPLC-Analyse), wurde die Reaktion durch Zugabe einiger
Tropfen einer Sproz. Na,S,0,-Losung beendet. Die Mischung wurde
sorgfiltig mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde dann
mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen und getrocknet. Das Losungs-
mittel wurde im Vakuum entfernt; es wurden ca. 23 mg des Produkts
erhalten.
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senspektrometrie + Micellen
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Katalytische diastereoselektive Imidierung von
Diarylsulfiden mit einer chiralen
Oxazolinyleinheit mit Chloramin-T-Trihydrat**

Hiroya Takada, Kouichi Ohe und Sakae Uemura*

Wir interessieren uns gegenwirtig fiir die Entwicklung
einer katalytischen Methode zur enantioselektiven Imidie-
rung von prochiralen Sulfiden und Seleniden zu chiralen
Sulfimiden!" 2l und Selenimidenl® unter Verwendung von [N-
(p-Toluolsulfonyl)imino]phenyliodinan ~ (TsN=IPh)*  mit
Kupfersalzen und einem chiralen Liganden, weil diese optisch
aktiven Produkte in verschiedenen asymmetrischen Reak-
tionen eingesetzt werden konnten. Williams et al. haben eine
hoch diastereoselektive Oxidation von Diarylsulfiden mit
einer chiralen Oxazolinyleinheitl! beschrieben und gezeigt,
daB die erhaltenen optisch aktiven Sulfoxide als effektive
Liganden in der palladiumkatalysierten allylischen Substitu-
tion eingesetzt werden konnen.l?) Diese interessanten Ergeb-
nisse bewegten uns dazu, die diastereoselektive Imidierung
von dhnlichen Sulfiden zu untersuchen und neue optisch
aktive Sulfimide herzustellen, die sich als chirale Liganden
und Reagentien eignen konnten.

Die Imidierung der Diarylsulfide 1 und 3, die eine aus
Valinol abgeleitete enantiomerenreine 4-Isopropyloxazolinyl-
gruppe in der ortho-Position aufweisen, wurde nach dem von
uns entwickelten Verfahren durchgefiihrt [GL (1)]:!1 1 und 3
wurden mit Chloramin-T-Trihydrat (Natrium-N-chlor-p-to-
luolsulfonamid TsN(Cl)Na-3H,0)"! oder TsN=IPh und ei-
nem Kupfer(i)-Salz als Katalysator in einem geeigneten
Losungsmittel umgesetzt. Es trat eine 1,6-asymmetrische
Induktion auf, und man erhielt die entsprechenden optisch
aktiven N-Tosylsulfimide 2 und 4 in etwa 60 % Ausbeute; die
Diastereoselektivitdt war jedoch in allen Fillen méBig (40—
48% de, Tabelle 1). Mit TsN(Cl)Na-3H,O in Acetonitril

TsN(CI)Na*3H,0

oder TsN=IPh

kat. Cu" |O g2 O R?
AV Dol

|
Lésungsm. S, _ / 817 N
/©/ NTs "Rg Q/ NTs R3
Rl Rl

1R'=R?=H,R3=jPr 2a 2b
3R!'=Me, R2=H,R%=jPr 4a 4b
5 R!=H, R? = Ph, R® = CH,0SiMe,Bu 6a 6b
7 R1=H, R2 = Ph, R® = CH,0OH 8a 8b
9 R!=H, RZ = Ph, R®= CH,OMe 10a 10b
11 R = Me, R? = Ph, R® = CH,0SiMe,Bu 12a 12b
13 R = Me, R? = Ph, R® = CH,0OMe 14a 14b
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