ZUSCHRIFTEN

stituenten R! und R? der chirale Erkennungsprozess
erleichtert ist. Etwas niedrigere Selektivititen wurden
bei der Verschiebung der funktionellen Gruppen in
Richtung des Molekiilzentrums beobachtet, wodurch die
Ahnlichkeit der relativen GroBe der Substituenten R' und
R? immer mehr zunahm, und somit quasi-symmetrische
Substrate rac-1¢,d erhalten wurden.

6) Die Stereopriferenz war im Allgemeinen R, das bedeutet,
dass R-konfigurierte Substratenantiomere unter Inversion
der Konfiguration in die entsprechenden S-Alkohole
iberfiihrt wurden, wéhrend S-Sulfatester unangetastet
blieben.

Fast identische Resultate wurden mit lyophilisierten ganzen
Zellen als Biokatalysatoren erhalten. Daraus konnte ge-
schlossen werden, dass keine konkurrierende Alkylsulfatase
(mit unterschiedlicher Enantioselektivitit oder gegenlaufiger
Stereopriferenz) gegenwirtig ist. Um die niedrige Enantio-
selektivitit fiir rac-1¢ (E=4.3) zu erhohen, wurden eine
Reihe von Additiven getestet (wie Metallionen, Kohlenhy-
drate oder Detergentien), von denen bekannt ist, dass sie
einen positiven Einfluss auf die chirale Erkennung von
Enzymen ausiiben konnen.'”! Modifizierte Polysaccharide
(DEAE-Dextran, E =9.5) und Detergentien (Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid, £ = 30) zeigten zwar einen positiven, aber
begrenzten Effekt. Die Zugabe von Metallionen brachte
hingegen den gewiinschten Durchbruch: FEine drastische
Selektivititssteigerung wurde in Gegenwart von Fe (5 mm)
erhalten. Der E-Wert von rac-1c¢ stieg somit von 4.3 auf
>200, allerdings begleitet von einer Abnahme der Reak-
tionsgeschwindigkeit.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in Rhodococ-
cus ruber DSM 44541 eine stereoselektive sec-Alkylsulfatase
gefunden wurde, die unter Inversion der Konfiguration
arbeitet. Die auBBergewohnliche Eigenschaft dieser Biotrans-
formation liegt in der Tatsache, dass — im Unterschied zu
Lipase-, Esterase- und Protease-katalysierten Reaktionen —
die Absolutkonfigurationen des gebildeten Produktes und des
zuriickbleibenden nicht-umgesetzten Substrates identisch
sind und dieser Prozess ausgehend von einem Racemat zu
homochiralen S-konfigurierten Produkten fiithrt. Dies ist ein
wichtiger Schritt zur Deracemisierung von sec-Alkoholen
mittels stereo- und enantioselektiver Biohydrolyse der ent-
sprechenden Sulfatester.

Experimentelles

Substratsynthese: Alkylsulfate 1a—e wurden durch Sulfatierung des
entsprechenden Alkohols mit NEt;:SO; nach einer bekannten Vorschrift
hergestellt.”) Auf gleiche Weise wurden (R)-2- und (R)-3-Octylsulfat aus
(R)-2- bzw. (R)-3-Octanol hergestellt.

Screening nach Alkylsulfatase-Aktivitéit: Lyophilisierte Zellen (50 mg)i!
wurden in Tris-Puffer (pH 7.5, 0.1M, 0.6 mL) 0.5 h lang rehydratisiert, rac-2-
Octylsulfat-Losung wurde zugegeben (Endkonzentration 22 mm, Gesamt-
volumen 0.8 mL) und die ReaktionsgefiBe wurden 5 Tage bei Raum-
temperatur geschiittelt. Der Umsatz wurde mit GC-Analyse nach Extrak-
tion des gebildeten Alkohols mit Ethylacetat und unter Verwendung von
Menthol als internen Standard bestimmt. Die Abwesenheit von nicht-
enzymatischer Spontanhydrolyse wurde durch Blindexperimente — unter
Abwesenheit des Enzyms — fiir alle Substrate bestitigt. Bei der Verwen-
dung von ganzen Zellen wurden aufgrund der biochemischen Oxidation
von 2-Octanol kleine Mengen 2-Octanon als Nebenprodukt gebildet.

Angew. Chem. 2002, 114, Nr. 21

© 2002 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Bestimmung der Enantiomerenzusammensetzung: Die Alkohole 2a-d
wurden als entsprechende Trifluoracetat-Derivate [(CF;CO),0/EtOAc/
60°C/20 min] mit GC [Chrompack CP7500 (Cyclodextrin-B-2, 25m x
0.25mm, 25 pum film); Chirasil-Dex CB/G-PN (Propionyl-y-cyclodextrin,
30 m x0.32 mm; H,)] analysiert. Die Absolutkonfiguration wurde durch
Koinjektion einer unabhéngigen Referenzprobe bestimmt.

Teilweise Reinigung der Rhodococcus-Sulfatase (RS2): Nach Aufbrechen
der Zellen mittels Zellmiihle wurden die zellfreien Extrakte mittels HIC-
Sédule (Phenyl Sepharose, Pharmacia) iiber einen Stufengradienten frak-
tioniert. Die aktiven Fraktionen wurden gesammelt und lyophilisiert.
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Ein neuer Syntheseweg zu enantiomerenreinen
Jasmonoiden**

Martin Ernst und Giinter Helmchen*
Professor Volker Jiger zum 60. Geburtstag gewidmet

12-Oxophytodiensdure (12-OPDA) 1 ist der im Pflanzen-
reich ubiquitire Biosynthesevorldufer fiir die Jasmonoide 2-7,
die in der so genannten Octadecanoid-Kaskade aus 1 gebildet
werden und als Signalstoffe an vielen Prozessen im pflanzli-
chen Organismus beteiligt sind.['l 12-OPDA 1 selbst wird aus
Linolensdure durch oxidative Cyclisierung gebildet. 1997
wurde mit Dinoroxophytodiensidure 8 ein Hexadecanoid
gefunden, das analog 1 aus Hexadecatrienséure entsteht und
ebenfalls ausgeprigte biologische Aktivitit zeigt.l?)
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Alle Jasmonoide weisen ein gegeniiber Isomerisierung zum
trans-Isomer labiles cis-disubstituiertes Cyclopentenon- oder
Cyclopentanon-System auf. Fiir Methylepijasmonat 6, das
aufgrund seiner Verwendung in Parfums grofie wirtschaftliche
Bedeutung hat, existieren zahlreiche EPC-Synthesen.B! Fiir
die anderen Octadecanoide wurde von McCrombie und
Mistry ein breit anwendbarer, diastereoselektiver Weg zu
den racemischen Verbindungen erarbeitet.[! Einen Synthese-
weg zu enantiomerenreinem 1 haben bisher nur Grieco und
Abood vorgestellt.> ] Sie machten dabei von einer enzym-
katalysierten kinetischen Racematspaltung Gebrauch. Hier
berichten wir iiber ein allgemein anwendbares, enantioselek-
tives Syntheseverfahren fiir alle Jasmonoide, 1-8, auf der
Basis einer katalytisch gesteuerten enantioselektiven Reak-
tion.

Das Konzept ist in Schema 1 als Retrosynthese dargelegt.
Die Schliisselverbindung ist ein enantiomerenreiner Baustein
der allgemeinen Formel A mit einer Austrittsgruppe Y in
Allylstellung. Wir konnten hier auf Untersuchungen von

(COR

e}
98
<:(H — Yo

9

Schema 1. Allgemeine Synthesestrategie fiir Jasmonoide.

Roberts, Newton et al. aufbauen, die das entsprechende
Bromid (A mit Y=Br) als Racemat in der Synthese von
Prostaglandinen, also Cyclopentanoiden mit trans-Konfigura-
tion der Seitenketten, verwendet hatten.®! Sie erhielten das
Bromid durch radikalische Bromierung eines Isomers des
Lactons 9. Die Carboxyalkyl-Seitenkette der Jasmonoide
wollten wir durch eine S\2'-anti-Reaktion von A mit einem
die Carboxyalkyl-Seitenkette représentierenden Cuprat in
cis-Stellung zur Lactonfunktion einfithren. A wiederum sollte
aus dem Lacton 9 hergestellt werden, das durch Pd-kataly-
sierte asymmetrische allylische Alkylierung unter Verwen-
dung chiraler Phosphanyloxazolin-Liganden der zweiten
Generation in niedriger Selektivitit erhalten worden ist.!”!
Mithilfe des Liganden L, eines Phosphanyloxazolins der
dritten Generation, konnte bei der allylischen Substitution
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mit Natriumdimethylmalonat nun ein Enantiomereniiber-
schuss von 95% ee bei einer Ausbeute von 93% erzielt
werden (Schema 2). Der alkylierte Malonester wurde ent-
sprechend” in das kristalline Iodlacton iiberfiihrt, des-
sen Enantiomerenreinheit durch Umkristallisieren auf
>99.9% ee gesteigert werden konnte. Dehydrohalogenierung
ergab das Lacton 9 in 70 % Ausbeute aus 10.

CcO,Me
cl
@/ NaCH(COOCHj),, THF CO;Me
0.026 Mol-% [{Pd(C3Hs)Cl}, ],
0.054 Mol-% L, 93% 10 95 % ee
Mn(CO)3
(_l) 1. NaOH; A
L= (o] . 2. Kl, I, NaHCOg;
\ 70% | Umkristallisation
phowps N 3. DBU/THF
2-Biph'

9 >99.9%ee

11b 11a (60 %)
1la:1lb = 2.2:1

Schema 2. Herstellung des Bromlactons 11a. 11b kann durch Erhitzen
(Toluol-Losung) in das Gemisch aus 11a und 11b iiberfiihrt werden.
DBU = 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en, NBS = N-Bromsuccinimid,
AIBN =2,2"-Azobisisobutyronitril, Biph = Biphenylyl.

Durch radikalische Bromierung von 9 in CCl, unter Riick-
fluss erhielt man in 60 % Ausbeute das Bromlacton 11a. Im
Unterschied zum Racemat!” ist das enantiomerenreine 11a
ein Ol, seine Reinigung durch Siulenchromatographie des-
halb aufwendig. Als Ergidnzung wurde deshalb die Reihe der
Allylderivate 14-17 (Schema 3) hergestellt. Um die nicht-
natiirlichen Enantiomere der Jasmonoide zuginglich zu
machen, wurde hier ent-9 eingesetzt. Es wurde stereoselektiv
dihydroxyliert!® und das Diol 12 nach Lundt et al.''l in den

(o]
(o]
H
0.8 Mol-% K050y,
NMO, Aceton/H,0 HO H
ent-9
93 % HO
12

1. HBr/AcOH; Ac,0
84% | 2.DBU, THF

3. AcCl/MeOH
o) 0
oA 0
H YCI H
B S EE—
YO H Py oder HO H
Imidazol
13

14 Y = C(O)OMe, 79 %

15 Y = P(O)(OEt),, 87 %

16 Y = P(O)(OPh),, 99 %

17 Y = P(O)[O(2,4-Cl,CgH3)l2, 78 %

Schema 3. Herstellung verschiedener Allylsubstrate mit unterschiedlichen

Austrittsgruppen. NMO = 4-Methylmorpholin-N-oxid, Py = Pyridin.
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Allylalkohol 13 umgewandelt, der acyliert wurde. Alle Inter-
mediate sowie das fiir weitere Reaktionen besonders geeig-
nete Phosphat 16 sind kristallin, und daher ist die Synthese
auch fiir den GromaBstab geeignet.

Die S\2'-anti-Reaktion von 11a mit verschiedenen Orga-
nokupfer-Reagentien wurde am Modellsystem der Einfiih-
rung eines Butylrestes untersucht (Tabelle 1).) Bei Einsatz
von genau einem Aquivalent der Organokupfer-Verbindung

Tabelle 1. Versuche zur Reaktion der Allylsubstrate mit n-Butylkupfer-
Verbindungen.

18 19

Substrat Reagens Aquiv. 18[%] 19[%]

11a nBuLi/[Li(2-thienyl) Cu(CN) | 1.0 96 -
11a nBuMgCl/CuBr1-SMe, 1.8 24 64
11a nBuZnl/[Li,CL,Cu(CN)] 13 quant. —
11a nBuLi/ZnCl,/[Li(2-thienyl)Cu(CN)] 5 95—

16 nBuLi/ZnCly/[Li,CLCu(CN)] 25 g5l _
17 nBuLi/ZnCly/[Li,CLCu(CN)] 2.7 st

[a] In diesen Fillen wurde als Produkt ent-18 gebildet.

erhielt man das Monosubstitutionsprodukt 18 in hoher Aus-
beute. Mit iiberschiissigen Monoorganokupfer-Verbindungen
oder Cyanocupraten fand, auch bei tiefen Temperaturen, eine
Dominoreaktion statt, bei der der Lactonring von 18 durch
iberschiissiges Cuprat geoffnet wurde und ein Gemisch
disubstituierter Carbonséduren 19 entstand. Zinkcyanocuprate
(,,Knochel-Cuprate*)['?l dagegen reagierten, auch bei hohem
Uberschuss, aufgrund ihrer niedrigeren Reaktivitit selektiv
nur mit dem Bromid. Dabei war die Art des organometalli-
schen Vorldufers sowie des zur Transmetallierung verwende-
ten Cuprates unerheblich.

Die optimierten Reaktionsbedingungen wurden auch auf
die Substrate 14-17 angewandt (Tabelle 1). Hier reagierten
nur die Phosphate mit Zinkcyanocupraten, wobei das elek-
tronendrmere 17 am schnellsten reagierte, aber 16 eine
hohere Ausbeute ergab. Mit dem Diethylphosphat 15 fand
auch bei langeren Reaktionszeiten kein vollstdndiger Umsatz
statt.

Bei der Herstellung von Organozinkverbindungen durch
Reaktion von Halogeniden mit aktiviertem Zink in polaren
Losungsmitteln werden auch Estergruppen toleriert.3! So
konnte die fiir 12-OPDA 1 bendétigte Carboxyalkyl-Seiten-
kette sowohl aus dem w-Bromoctansduremethylester als auch
dem -tert-butylester abgeleitet werden (Schema 4). Die ent-
sprechenden Zinkcyanocuprate ergaben bei der Reaktion mit
11a Ausbeuten von 97%. Das Phosphat 16 reagierte zum
enantiomeren Produkt ent-20 in 89 % Ausbeute.

Das Lacton 20 wurde mit DIBAL-H zum Lactol reduziert
und dieses in einer Z-selektiven Wittig-Reaktion olefiniert
(Schema 5). Dabei lag die Z/E-Selektivitit im Bereich 10:1.
Nach Isomerentrennung durch Flashchromatographie an mit
AgNO; imprigniertem Kieselgel wurden der reine tert-
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2.1-2.5 Aquiv.
Br(CN)ZnCu(CH,);CO,R

1lla

THF, -78°C

20 R=1tBu, 97 %
21 R=Me, 97 %

Schema 4. Einfiihrung der Cg-Seitenkette iiber ein Zinkcyanocuprat.

OH
DIBAL-H,
PhMe/THF, —78°C
20
91 %
22
(PthC3H7)Br,
55-76 % | KHMDS, THF/HMPT,
—78°C_RT
HQ HO
Z _
KOH, MeOH
B
sCOM 82 % CO,tBU
7
24 23
PDC, CH,Cl,
50 %, 30 % 98 % % ESHN MeOH
nach MPLC . 2N2
Q _ HO
PDC, CH,Cl, &
B ——————
-COzR 71 % -COpMe
1 R=H 25
26 R =Me

Schema 5. Synthese von 12-OPDA 1 und von 12-OPDA-Methylester 26.
DIBAL-H = Diisobutylaluminiumhydrid, KHMDS = Kaliumhexamethyl-
disilazanid, HMPT = Hexamethylphosphorséduretriamid, PDC = Pyridi-
niumdichromat.

Butylester in 55% Ausbeute erhalten. Verseifung des fert-
Butylesters und Oxidation der freien Séure mit PDC ergaben
1 in 50% Rohausbeute und 30% Ausbeute nach Reinigung
mittels MPLC. Der Methylester 26 konnte durch die Oxida-
tion in 71 % Ausbeute erhalten werden. Analog 26 wurden
aus 11a auch die Methylester von OPC-8:0 2 und Dinor-
OPDA 8 sowie aus 16 ent-12-OPDA erstmals enantioselektiv
hergestellt.

Die biologische Aktivitdt der Methylester der verschiede-
nen enantiomerenreinen synthetischen Jasmonate sowie re-
duzierter Vorstufen wurde im Rankenkriimmungsversuch'
an Bryonia dioica getestet. Dabei wurde auch bestitigt, dass
26 aktiver ist als rac-1.

Eingegangen am 17. Juni 2002 [Z19536]
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Kationenkontrolle bei der
Funktionsprogrammierung von Helices:
Strukturen eines D,L-Peptid-lonenkanals**

Hans-Dieter Arndt, Dirk Bockelmann,
Andrea Knoll, Stefanie Lamberth,
Christian Griesinger* und Ulrich Koert*

Molekiile, die sich kontrolliert in helicale Strukturen falten,
eignen sich hervorragend zur Erzeugung von Funktionsein-
heiten. Helices dienen dazu, Information zu speichern und zu
prozessieren (DNS-Doppelhelix),['! bilden die Grundlage fiir
steife Materialien (Tripelhelix des Kollagens),”! vermitteln
Transportprozesse (B-Helix der p,L-Peptide)B] und kénnen
dazu verwandt werden, photo-, elektro- oder transportaktive
Gruppen dreidimensional anzuordnen.! Die Entwicklung
synthetischer Verbindungen mit einem vorhersagbaren Fal-
tungsverhalten (,,programmiertes Falten*) wird aktuell er-
forscht,l’! wobei sich der iiberwiegende Teil der Arbeiten auf
die Beschreibung der Strukturen beschriankt.

Unser Interesse an der funktionalen Faltung von kiinst-
lichen Tonenkanilenl® fiihrte uns dazu, D,L-Peptide als
Strukturtemplate fiir Ether-8-peptide einzusetzen, um so
Ionenkanile mit neuartigen Funktionen zu generieren.l’]
Ausgangspunkt dafiir war der Ionenkanal, der vom D,L-
Peptid Gramicidin A (gA) gebildet wird (Abbildung 1a).5!
gA selbst kann eine Vielzahl von Konformationen einneh-
men, deren Besetzung vom umgebenden Medium bestimmt
wird. In organischen Losungsmitteln bildet gA bevorzugt
dimere Doppelhelices, die sich in ihrer Héndigkeit und
Topologie unterscheiden.®l Wenn diese Doppelhelices Katio-
nen binden, erweitert sich der Durchmesser der Helix.[”! Nur
in membranartiger Umgebung bildet gA aus zwei rechts-
gangigen, einzelstriangig vorliegenden [-Helices ein einzig-
artiges, Kopf-an-Kopf-assoziiertes Dimer.['”] Diese Konfor-
mation mit 6.3 Aminosiduren pro Windung gilt allgemein als
die ionenkanalaktive Spezies.''**l Da es aber bislang nicht
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Brook-Taylor-Strae 2, 12489 Berlin (Deutschland)

[**] Diese Arbeit wurde von der Volkswagen-Stiftung, der Max-Planck-
Gesellschaft, der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Fonds der
Chemischen Industrie sowie der Pinguin-Stiftung unterstiitzt. Wir
danken Dr. Clemens Miigge fiir NMR-spektroskopische Unterstiit-
zung sowie Dipl.-Chem. Jochen Pfeifer und MSc Lo’ay Al-Momani
fiir CD-spektroskopische Messungen.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter

http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor ange-
fordert werden.
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