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D, (T=300 K) wurde simuliert durch gewichtete Beitrige der ersten neun
Rotationsniveaus dieses Molekiils. Differentielle Wirkungsquerschnitte,
Reaktionswahrscheinlichkeiten und andere Reaktionseigenschaften wur-
den mit einer Serie von Legendre-Polynomen beschrieben, um die
Rechenergebnisse in Form von mathematischen Funktionen représentie-
ren zu konnen. 20!
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Nachweis einer 2,3-Aminomutase im
Blitterpilz Cortinarius violaceus™*

Peter Spiteller, Matthias Riith, Franz von Nussbaum
und Wolfgang Steglich*

Vor kurzem konnten wir aus dem Violetten Schleierling
(Cortinarius  violaceus) (R)-3,4-Dihydroxy-S-phenylalanin
((R)-B-Dopa) (R)-3 isolieren.l' Im Pilz liegt (R)-3 als Eisen-
(1i)-Catechol-Komplex vor, der fiir die blauviolette Farbe der
Fruchtkorper verantwortlich ist.

Im Folgenden berichten wir iiber Untersuchungen zur
Biosynthese der neuen f-Aminosiure. Dazu verimpften wir
im Wald verschiedene Vorstufen an junge Fruchtkorper von
C. violaceus, die nach 5—7 Tagen geerntet und aufgearbeitet
wurden. In allen Fillen zeigten die Pilze ein normales
Wachstum und erreichten etwa das doppelte ihrer urspriing-
lichen GroBe. Nach Extraktion der Pilze mit Methanol
wurden die Aminosiduren durch Ionenaustausch-Chromato-
graphie isoliert und nach Trimethylsilylierung mittels GC/MS
untersucht. Bei 3C-markierten Vorstufen wurde der Einbau
NMR-spektroskopisch bestimmt.

Nach Gabe von rac-3-Fluortyrosin konnten wir so die
Bildung von 5-Fluor-f-Dopa neben Spuren von 3-Fluor-§-
tyrosin nachweisen (Tabelle 1, Nr.1).2l Daraus folgt, dass
Tyrosin 1 die biosynthetische Vorstufe von -Dopa 3 ist. Dies
wird durch den erfolgreichen Einbau von rac-[3'-*C]Tyrosin
in $-Dopa bestitigt (Tabelle 1, Nr. 2). Dagegen konnte so-
wohl bei Verfiitterung von rac-6-Fluor-Dopa als auch von rac-
[3-13C]Dopa kein markiertes -Dopa nachgewiesen werden
(Tabelle 1, Nr.3 und 4). Daraus schlieBen wir, dass die
Biosynthese iiber 5-Tyrosin 2 verlduft, welches anschlieBend
zu f(-Dopa 3 hydroxyliert wird. Diese Vermutung konnte
durch ein erfolgreiches Verimpfungsexperiment mit rac-3-
Fluor-S-tyrosin bestétigt werden (Tabelle 1, Nr. 5). Auerdem
wurde [-Tyrosin nach Derivatisierung mittels GC/MS in
Spuren in den Fruchtkérpern nachgewiesen.

(S)-B-Tyrosin ist ein Bestandteil der Edein-Antibiotika aus
Bacillus brevis. Seine Biosynthese verlduft hier iiber 4-Hy-
droxyzimtsiure,®! wobei aus L-Tyrosin zuerst NH; eliminiert
und die Aminogruppe dann in S-Position durch eine Lyase
erneut eingefiihrt wird. Im Unterschied dazu konnten wir bei
C. violaceus keinen Einbau von 3-Fluor-4-hydroxyzimtsiure
in $-Dopa nachweisen (Tabelle 1, Nr. 6). Um eine Eliminie-
rungs-Additions-Sequenz sicher auszuschlief3en, verfiitterten
wir 3-Fluor[®N]tyrosin an C. violaceus. Der erfolgreiche
Einbau dieser Verbindung in (R)-3-Dopa lehrt, dass die
Verschiebung der Aminogruppe unter Erhaltung des Stick-
stoffs erfolgt (Tabelle 1, Nr. 7). Damit ergibt sich fiir die
Biosynthese von (R)-f-Dopa in C. violaceus die im Schema 1
gezeigte Sequenz.
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Tabelle 1. Einbauergebnisse nach Verfiitterung der markierten Vorstufen
an C. violaceus.

Nr. verfiitterte Verbindungl®)  erwartetes Produkt Einbau [% ]!

(Methode)
NH,
CcoH HO CO,H
Lo NH, 3.5 (GC/MS)
HO
F F
3-Fluortyrosin 5-Fluor--Dopal*!
2 [3-3C]Tyrosin [3'-13C]B-Dopa 1.4 (3C-NMR)
NH,
HO COH
s SN HojifVCOZH 0.0 (GCIMS)
>
HO F HO F
6-Fluor-Dopa 6-Fluor-3-Dopa
[3'-3*C]Dopa [3'-13C]B-Dopa 0.0 (BC-NMR)
5 3-Fluor-f-tyrosin 5-Fluor--Dopa 1.2 (GC/MS)
5 COH
6 HO/Q/\/ 5-Fluor--Dopa 0.0 (GC/MS)
F
3-Fluor-4-hydroxyzimtsédure
7 3-Fluor[®N]tyrosin 5-Fluor["*N]B-Dopa 3.7 (GC/MS)
D D D NH,
coH HO coH
8 S 32 (GC/MS)
HO NH HO
F F
3-Fluor[3',3’-?H, |tyrosin 5-Fluor[2',3'-°H,]3-Dopa
9 (S)-3-Fluortyrosin (R)-3-Fluor-f-tyrosinl!l 1.4 (GC/MS)
10 3-Fluor-S-tyrosin (R)-5-Fluor-3-Dopa 1.5 (GC/MS)

[a] Racemat, wenn nicht anders angegeben. [b] Bei den GC/MS-Experi-
menten ist das Verhiltnis des Basisions der markierten zur unmarkierten
Verbindung in Prozent angegeben. Bei den '3*C-NMR-Versuchen ist der
Einbau als prozentualer Atomiiberschuss definiert. [c] AuBerdem wurde
3-Fluor-f-tyrosin nachgewiesen. [d] Neben (R)-5-Fluor-3-Dopa.

Aminomutase ausschlieBlich das (S)-Enantiomer von
3-Fluortyrosin um (Tabelle 1, Nr.9). Auch die Hydroxylie-
rung von 3-Fluor-$-tyrosin zu 5-Fluor-5-Dopa erfolgt streng
stereospezifisch (Tabelle 1, Nr. 10).

Bei der Tyrosin-2,3-Aminomutase aus C. violaceus handelt
es sich um die erste Aminomutase aus einem Pilz. Die
Aminogruppenverschiebung verlduft bei den bisher bekann-
ten Enzymen dieses Typs iiber radikalische Zwischenstu-
fen, ! wobei Adenosylcobalamin!''l oder Adenosylmethionin
(SAM)I6 11121 g]s Cofaktoren dienen. Da Corrinoide in Pilzen
bisher nicht nachgewiesen wurden,['¥! kann in unserem Falle
Adenosylcobalamin als Cofaktor ausgeschlossen werden. Ob
es sich bei der Tyrosin-2,3-Aminomutase aus C. violaceus um
ein SAM-abhiéngiges Enzym oder eine neuartige Aminomu-
tasel* handelt, kann noch nicht entschieden werden.

Experimentelles

Die markierten a-Aminosiduren wurden nach der Phthalimidomalonester-
Methode synthetisiert, 3-Fluor-4-hydroxyzimtsdure durch Knoevenagel-
Kondensation. 3-Fluor-f-tyrosin wurde nach Rodionov('¥l aus 3-Fluor-4-
methoxybenzaldehyd, Malonsdurediethylester und Ammoniumacetat her-
gestellt.

Verfiitterungsexperimente: Je 50 mg der markierten Verbindung wurden in
0.2 mL Wasser in je ein bis fiinf Fruchtkérper von C. violaceus injiziert.!']
Nach 5-7 d wurden die Pilze geerntet und unverziiglich eingefroren. Die
fein zerkleinerten gefrorenen Fruchtkorper (50 g) wurden bei Raumtem-
peratur erschopfend mit 250 mL Methanol und 2 mL 2N HCI extrahiert.
Der Extrakt wurde filtriert und das Losungsmittel im Vakuum vollstdndig
entfernt. Nach Losen in 5mL Wasser wurde der Riickstand mittels
Ionenaustausch-Chromatographie (Dowex 50W X8, Eluent 4N HCIl) von
nichtbasischen Verbindungen befreit. Das Eluat wurde gefriergetrocknet,
in 2 mL Methanol gelost, zur Entfernung von Fe mit 50 mg NaSCN
versetzt und an Sephadex LH-20 chromatographiert. Ausbeute: 45 mg
(0.09% des Pilzfrischgewichts).

l;le l;le Bestimmung des Einbaus der markierten Vorstufen: Die isolierte

COMH a) ! COH b) HO s COH Aminosdure wurde mit N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracet-

m - /©/\/ - :@N amid (MSTFA) silyliert und anschlieBend mittels GC/MS analy-

HO 2 HO HO siert. Der Einbau wurde bei einfach fluormarkierten Vorstufen
(S)1 (R)-2 (R)}-3 iiber das Basision von 4 (m/z 372)

Schema 1. Biosynthese von (R)-f-Dopa in C. violaceus: a) Tyrosin-2,3-Aminomuta-

se; b) Monooxygenase.

Danach enthilt der Pilz eine Tyrosin-2,3-Aminomutase, die
der von Floss in Extrakten von Taxus brevifolia nachge-
wiesenen Aminomutase dhnelt. Dieses Enzym katalysiert die
Umwandlung von (S)-a- in (R)-3-Phenylalanin beim Aufbau
der Paclitaxel-Seitenkette.

Ublicherweise wird bei Aminomutase-katalysierten Reak-
tionen das pro-35-Wasserstoffatom unter Retention der Kon-
figuration an C-3 durch die wandernde Aminogruppe ersetzt,
wobei ein Wasserstoffatom intramolekular von C-3 auf C-2
iibertragen wird.P®¥ Dies gilt auch fiir C. violaceus, bei dem
nach der Verfiitterung von 3-Fluor[3’,3'-?H,]tyrosin massen-
spektrometrisch 5-Fluor[2’',3'-*H,]3-Dopa nachgewiesen wer-
den kann (Tabelle 1, Nr. 8).

Zur Untersuchung der Enzymspezifitidt wurden sowohl (S)-
3-Fluortyrosin als auch das Racemat an C. violaceus verimpft
und die Konfiguration des entstehenden 3-Fluor-j-tyrosins
nach Derivatisierung mit Moshers Séurechlorid® gaschroma-
tographisch bestimmt. Da in beiden Fillen nur die (R)-Form
von 3-Fluor-g-tyrosin detektiert wird, setzt die Tyrosin-2,3-
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ermittelt, bei den doppelt markierten

TMS.
Vorstufen iiber das Ion m/z 373. Bei NH
den nach Verfiitterung der *C-mar- ™SO ~.-CO,TMS
kierten Aminosduren isolierten Pro- TMSO
dukten wurden die Einbauraten '3C- F
NMR-spektroskopisch bestimmt. m/z 372

Zur Konfigurationsbestimmung des gebilde-

ten 3-Fluor-f-tyrosins wurde die Aminosiure 4

(0.5 mg) mit Methanol (0.5 mL) und Me;SiCl

(100 pL) verestert. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Riick-
stand in Pyridin (100 pL) gelost, mit (R)-(—)-a-Methoxy-a-(trifluorme-
thyl)phenylessigsdurechlorid (2 pL) und einem Kornchen 4-Dimethylami-
nopyridin (DMAP) versetzt und 12 h stehen gelassen. Nach Entfernen des
Losungsmittels wurden 40 uL MSTFA zum Riickstand gefiigt. Die
Identifizierung der derivatisierten Aminosdure 5 erfolgte nach GC/MS-
Analyse tiber das Ion m/z 284. Temperaturprogramm: 2 min isotherm bei
50°C, mit 10 Kmin! auf 300°C,

dann 15 min isotherm bei 300°C; Phﬁg,.OMe
Sdule:  Fused-Silica-Kapillarsdule C /(ﬂ—————l
(DB-5ms, J&W, 30 m x 0.25 mm x 0% 7hH miz 284

0.25 um). Die Kovats-Indices wur- COMe
den durch Coinjektion einer Mi- TMSO

schung aus unverzweigten Alkanen F

(Cyp—Cs) bestimmt. (2'S,3R)-5:
GC: R;=2022; (2'§35)-5: GC:
R, =2649.

(2'S,3R)-5

Eingegangen am 7. Mérz 2000 [Z14815]
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Vollstiindige Stereoselektivitiit bei der durch
Samarium(1)-iodid vermittelten Synthese von
(E)-af-ungesittigten Estern und Amiden**

José M. Concellon,* Juan A. Pérez-Andrés und
Humberto Rodriguez-Solla

Die Entwicklung von Methoden zum stereoselektiven
Aufbau von olefinischen Doppelbindungen ist wohl eine der
groBten Herausforderungen in der organischen Synthese.[!
Die C=C-Bindungsbildung von a,3-ungesittigten Esternl
wird im Allgemeinen durch Wittig-,®! Horner-Emmons-,*l
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Heck-F! sowie Peterson-Reaktionen® oder die Cope-Umla-
gerung!”) erreicht. Auch aus acetylenischen Vorstufen!® und a-
Sulfanylester-Derivaten! sind solche a,8-ungesiittigten Ester
zugénglich. Die vollstdndige Kontrolle der Stereoselektivitit
bei der Bildung der C=C-Einheit blieb in all diesen Varianten
aber ein ungeldstes Problem.[Pabd, 4-6c. 82, 95¢.101 Manchen Me-
thoden mangelt es an allgemeiner Anwendbarkeit,[ 8 % 11]
wihrend sich andere Publikationen auf die Synthese von a,f-
ungeséttigten Estern mit einfachem Substitutionsmuster der
Doppelbindung (monosubstituiert oder 1,2-disubstituiert)
beschrinken.Be %l Bisher gibt es nur wenige Berichte iiber
die Synthese von a-substituierten a,f-ungesittigten Estern,
d.h. solchen mit dreifach substituierter C-C-Doppelbin-
dung.[?

Wir beschrieben unléngst eine stereoselektive Synthese von
(Z)-Vinylhalogeniden durch Behandlung von O-acetylierten
1,1-Dihalogenalkan-2-olen mit Samarium(in)-iodid, das erste
allgemeine Beispiel einer stereoselektiven Sml,-vermittelten
B-Eliminierung.'> ') Nun berichten wir iiber einen neuen
vollstandig stereoselektiven Zugang zu a.fB-ungesittigten
Estern 2 durch Umsetzung der leicht zugénglichen 2-Halo-
gen-3-hydroxyester 1 mit Samarium(iy)-iodid [Gl. (1)] und
stellen erste Ergebnisse beziiglich der Synthese analoger a,(-
ungeséttigter Amide vor.

OH O 3
2 smi, H CO,R

R! OR® ——— = @
Hal” R2 RUR?

la-j 2a-j

Gab man eine Losung von Sml, in THF tropfenweise zu
2-Halogen-3-hydroxyestern 1 (hergestellt aus Lithiumenola-
ten von a-Halogenestern und Aldehyden bei —78°C), so
wurden nach wissriger Aufarbeitung die a,3-ungesittigten
Ester 2 mit vollstdndiger Stereokontrolle und in hohen
Ausbeuten isoliert (Tabelle 1). Die Umsetzung war bei
Raumtemperatur nach wenigen Minuten beendet, wobei
Sml, so lange tropfenweise zugegeben wurde, bis die blau-
griine Farbe nicht mehr verschwand (ca. 2.1 Aquivalente).

Der Diastereomereniiberschuss (de) wurde am Rohpro-
dukt durch '"H-NMR-Spektroskopie (300 MHz) und GC-MS-
Kopplung bestimmt,['” wobei nur ein Stereoisomer detektiert

Tabelle 1. Synthese von a,f-ungesittigten Estern mit Sml, [GL. (1)].

Ein- 1 R! R?> R*® Hal de[%}® Aus-

trag beute
[%][b]

1 1la GHM H Me Cl 63 20

2 1la GH4 H Me Cl 88 30

3 1a GHis H Me CI >098 70

4 1b GHis Me Et CI >098 75

5 1c¢ Cyclohexyl Me Et CI >98 90

6 1d p-CICH, H tBu CI >098 72

7 1le Ph Bu Et Br >098 86

8 1f p-CNCH, Me Et CI >98 84

9 1g p-MeOCH, Me Et ClI >098 91

10 1h Me,C=CH(CH,),CH(Me)CH, Ph  iPr Cl >98 84
11 1i MeCH(Ph) CH,; Et Br >98 87
12 1j (E)-MeCH=CH CH; Et Br >98 90

[a] Ermittelt an der Reaktionsmischung durch GC-MS. [b] An isoliertem
Produkt. [c] Zn anstelle von Sml, verwendet. [d] Durchgefiihrt mit der
O-acetylierten Verbindung 1 anstelle des ungeschiitzten Alkohols.
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