Synthese von [10->C]Secologanin’™™!

Von Lutz-F. Tietze und Stephan Henke')
Professor Oskar Glemser zum 70. Geburtstag gewidmet

Das Monoterpenglycosid Secologanin (7) nimmt eine
Schliisselstellung in der Biogenese der Indol-, Cinchona-,
Ipecacuanha- und Pyrrolochinolin-Alkaloide!! sowie der
Secoiridoide™ ein. Die Biosynthese-Untersuchungen wur-
den hierbei iiberwiegend mit [*H]- und ["*C]-markierten
Vorstufen durchgefiihrt. Eine Identifizierung nicht isolier-
ter Zwischenstufen ist mit dieser Methode jedoch im allge-
meinen nicht moglich. Hierzu ist es erforderlich, die Um-
setzungen [*Cl-markierter Vorstufen mit zellfreien Enzym-
systemen oder isolierten Enzymen “C-NMR-spektrosko-
pisch zu verfolgen™,

Wir beschreiben nun ein Verfahren zur Synthese von
[10-"*C]Secologanin [10-C]-(1) aus natiirlichem Secologa-
nin (7)¥. Fiir die Markierung wurde C-10 gewihlt, da die-
ses Zentrum bei den meisten biologischen Umwandlungen
von (1) beteiligt ist.

Sdure-katalysierte Reaktion von () mit Ethylenglycol zu
(2a) und nachfolgende Acetylierung mit Acetanhydrid/Py-
ridin ergeben nahezu quantitativ das peracetylierte Acetal
(2b). Das analog hergestellte Dimethylacetal ist fiir die
weiteren Umsetzungen nicht stabil genug. Oxidation von
(2b) mit dquimolaren Mengen Osmiumtetraoxid'™ in Pyri-
din fithrt in 31% Ausbeute zum Diol (3). Das andere Dia-
stereomer entsteht nicht. Zusitzlich werden 30% Tetraace-
tylglucose!™, 3% (6a) und 29% Edukt (2b) isoliert. Zur Be-
stimmung der Konfiguration an C-9 wandelt man (3) mit
Perchlorsdure/Essigsdure in den Tricyclus (6a) um (75%
Ausbeute), der durch Solvolyse, Glycosidspaltung und
Acetylierung mit 82% Gesamtausbeute das Acetat (6b)
(Fp=119°C) ergibt. (6b) wird durch Vergleich mit authen-
tischem Material identifiziert!”.
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COOCH;
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/ (6a), R = Glu(OAc),
(4) (6b), R = OAc

Schema 1. a: 1. HOCH,CH,OH, CH,CN, IR 120 (H®), Na,S0,, 5°C/24 h,
94% (2a); 2. Ac,O/Pyridin, 20°C/24 h, 91% (2b), Fp=131.5°C. - b: Os0./
Pyridin, 20°C/72 h; NaHSO;, 5 min, 31% (3), Fp=138°C; 30% Tetraacetyl-
glucose; 29% (2b); 3%9{6(1). ~ ¢: Pb(OAc)s, CHCL,, 60°C, 30 min, 96% (5),
Fp=145°C. - d: PhyPCH; 1°, nBuLi, Tetrahydrofuran, —30°C/30 min,
20°C/3 h, 60°C/12 h, 12% (2b), Fp=131.5°C; 48% (4). - e: 1. MeOH/
NaOMe, 20°C/6 h, 96% (2a); 2. H,0, CH;CN, IR 120 (H®), 5°C/6 d, 81%
(1). - Die Ausbeuten beziehen sich auf isolierte und analysenreine Pro-
dukte.

[*1 Prof. Dr. L.-F. Tietze, Dipl.-Chem. S. Henke
Organisch-chemisches Institut der Universitit
TammannstraBe 2, D-3400 Gottingen
{**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
dem Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt.
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Oxidative Spaltung von (3) mit Bleitetraacetat fithrt in
96% Ausbeute zum Aldehyd (5), der sehr leicht unter Eli-
minierung von Tetraacetylglucose das Pyran (4) bildet. Zur
Einfiihrung der markierten C,-Einheit wird (5) mit (Tri-
phenylphosphonio)['?Clmethanid umgesetzt, das sich
leicht aus Triphenylphosphan und [“*C]H;I herstellen
1aBt"®. Das gewiinschte [10-'*C}(2b) kann allerdings auch
bei breiter Variation der Reaktionsbedingungen nur mit
20% Ausbeute erhalten werden; als Hauptprodukt entsteht
stets das Pyran (4). Basische Solvolyse der Acetatgruppen
in [10-1>C]-(2b) und nachfolgende sdurekatalysierte Spal-
tung des Acetals ergibt mit 78% Ausbeute [10-"C]Secolo-
ganin [10->)C]«1) (Schema 1).

Die Einfithrung der C,-Einheit™ in (5) gelingt auch mit
45% Ausbeute iiber eine Grignard-Reaktion mit Methyl-
magnesiumiodid. Der gebildete sekundire Alkohol rea-
giert jedoch nach Umwandlung in das Methansulfonat mit
1,5-Diazabicyclo[4.3.0lnon-5-en nur zu einem E-konfigu-
rierten Isomer von (2b) mit Doppelbindung zwischen C-3
und C-9 (38% Ausbeute).

Eingegangen am 31. Mirz 1981 [Z 889b]
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[4] Secologanin wurde aus Symphoricarpus rivularis isoliert.
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[7] L.-F. Tietze, K.-H. Gliisenkamp, unvertffentlicht.

8] Zur Ausarbeitung der Methode wurde Methyltriphenylphosphoniumio-
did mit natiirlichem Isotopengehalt verwendet.

[9] Versuche, mit metalliertem Chlormethyltrimethylsilan die C,-Einheit ein-
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Der Zerfall der Gelben Form des Thiamins'™!

Von Rudolf F. W. Hopmann und Gian Pietro Brugnoni'

Wird Thiamin (Vitamin B;) in stark alkalischem Me-
dium geldst, tritt sofort Gelbfirbung ein; es bildet sich die
,,Gelbe Form* YF®, die spektroskopisch!”! und kinetisch!?
untersucht worden ist®l. Wir schlagen einen neuen Mecha-
nismus fiir die Alkali-induzierte Transformation des Thi-
amins vor.

Innerhalb weniger Minuten entfarbt sich die gelbe L§-
sung, ein Verhalten, das sich auch in den zeitabhingigen
UV-Spektren (Abb. 1) darstellt. Mit Al ist das Spektrum
von YF®, mit A9 jenes der Thiolform TS® bezeichnet. TS®
ist das in alkalischen Ldsungen thermodynamisch stabile
Produkt der Alkali-induzierten Transformationen von Thi-
amin, dessen Spektrum Kurve B in Abbildung 1 zeigt. Die
zeitabhingigen UV-Spektren laufen durch isosbestische

[*] Dr. R. F. W. Hopmann
Abt. Biophysikalische Chemie, Biozentrum der Universitét
Klingelbergstrale 70, CH-4065 Basel (Schweiz)

Dr. G. P. Brugnoni
Department fiir Pflanzenphysiologie, Ciba-Geigy AG
Schwarzwaldallee 215, CH-4058 Basel (Schweiz)

{**] Thiamin-Katalyse, 3. Mitteilung. - 2. Mitteilung: [2].
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Abb. 1. Zeitabhidngige UV-Spektren fiir den Zerfall der Gelben Form des
Thiamins. Thiaminkonzentration: 9.3 x 10-°M in 0.IN NaOH, pH=12.61.
Kurven A1-A9: Registrierbeginn nach 0, 100, 200, 300, 400, 500, 700, 1000
bzw. 1750 s (Vor- und Riicklauf dauern zusammen 100 s). Kurve B: Thiamin
gleicher Konzentration in HPO; ™ /H,PO;-Puffer, pH=6.95. Temperatur:
22.5°C; Dampfung 1 s, 2 nm s~', 0.5 mm Spaltbreite, Autogain mit dem
Cary 118 CX.

Punkte, was darauf hindeutet, daB kein Intermediat in gro-
lerer Konzentration auftritt.

Die Umwandlung von YF® in TS® ist eine pseudo-uni-
molekulare Reaktion. Bei Auftragung der logarithmierten
Geschwindigkeitskonstanten k., gegen den pH-Wert ent-
steht in Ubereinstimmung mit den fritheren Befunden!!!
eine Lorentz-Kurve (Abb. 2, unterer Teil). Die Deutung,
daB die Geschwindigkeit der Transformation bei niedri-
gem pH durch die Konzentration der OH®-Ionen, bei ho-
hem pH durch die der H®-lonen limitiert sei, trigt nicht
der gut untersuchten Thiazoliumhydrolyse!* bei pH-Wer-
ten zwischen 9.0 und 11.5 Rechnung.
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Abb. 2. pH-Geschwindigkeitsprofil und Amplituden des Zerfalls der Gelben
Form des Thiamins. Puffer: ¢ Borat, ® Glycinat, lonenstarke 0.1M, 22°C.
Ae* ist die Anderung der Extinktion (A&= £pyoduiie — Eedukie) beil 335 nm.

Die Lorentz-Kurve muf} daher als Anderung des Reakti-
onsmechanismus gedeutet werden. Als einzige Information
iiber dem Zerfall von YF® bei hohem pH-Wert 148t sich
aus dem abfallenden Ast der Lorentz-Kurve eine Ge-
schwindigkeitskonstante von 8 x 10° M~ ' s~ ! ableiten, die
einer diffusionskontrollierten Protoneniibertragungsreak-
tion entsprechen wiirde’), Die beobachteten Amplituden
(Abb. 2, oberer Teil) liefern keine Information iiber diesen
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Reaktionsschritt, da sie der viel rascheren Bildung von
YF® zuzuordnen sind.

Die Reaktion ist kaum von der Pufferkonzentration ab-
hingig, jedoch von der lonenkonzentration. Unter Zu-
grundelegung der Gleichung!®

lgkons=1gk®+1.0182, 25 Ayl

wobei k° die auf die Ionenstirke 0 extrapolierte Geschwin-
digkeitskonstante, z, und zg die jeweilige Ladung der Re-
aktanden und A eine Konstante ist, fanden wir: k°=0.0254
s~', zazg=—1 und A=0.115 (Arsenatpuffer, 4 x 107%M,
pH 11.55, u eingestellt mit NaCl/H,0 bei konstanter Puf-
ferkonzentration). Da z,zg negativ ist, mufl aufgrund der
negativen Ladung von YF® der Reaktionspartner positiv
geladen sein: Es ist das Proton. Durch Synthese des Ring-
geriistes von YF®, R'=R?=CH;, durch seine Methylie-
rung und Bestimmen der pK-Werte dieser und anderer
Verbindungen konnte wahrscheinlich gemacht werden!”,
daBl der Stickstoff N1 des Dihydropyrimidinringes der
Protonenacceptor ist. Es wurde ein pK-Wert von 6.38 ge-
funden, wihrend die pK-Werte des Pyrimidinringes von
TS und Thiamin bei 6.13 bzw. 4.85® liegen.

Es war angenommen worden, daB YF® das kinetisch,
TS® das thermodynamisch kontrollierte Produkt der
Transformationen sei, wobei Thiamin mit YF® im Gleich-
gewicht stehe (pX,,=11.4) und Thiamin bei jedem pH-
Wert durch die hydrolytische Offnung seines Thiazolium-
ringes in TS® umgewandelt werde!l. Wir postulieren, da3
YF® in einer sdurekatalysierten Reaktion unmittelbar in
TS® umgewandelt werden kann (Schema 1). Aus den pK-
Werten der in Frage kommenden protolytischen Reaktio-
nen 148t sich eine Verteilung der sich im Gleichgewicht be-
findenden Reaktanden Thiamin, YF® und YFH bei gege-
benen pH-Wert berechnen, und mit entsprechenden Ge-
schwindigkeitskonstanten die Reaktionsgeschwindigkeiten
fiir die von Maier und Metzler" sowie von uns vorgeschla-
genen Reaktionswege abschitzen®. Es ergibt sich ein Ver-
hiltnis von ca. 107'°:1, wobei die berechnete Umwand-
lungsgeschwindigkeit fiir den direkten Zerfall von YF® zu
TS® mit der gemessenen (Abb. 2) in der GréBenordnung
gut iibereinstimmt, ein unsere Annahme stark stiitzendes
Ergebnis.

Da TS® und YF® negativ geladen sind, YF® aber zu
YFH protoniert wird, muf3 der Protonierung eine Deproto-
nierung folgen. Dem entspricht formal auch die Anlage-
rung eines OH®-Ions (Bildung der Pseudobase YFHOH).
YF® zerfillt also iiber eine dhnliche Ringéffnung wie die
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Thiazoliumsalze. Tatsdchlich wird beim Dihydropyrimido-
pyrimidin der Dihydropyrimidinring hydrolytisch leicht
geodffnet!”.

Wegen der geringen Basizitit und Nucleophilie der
NH,-Gruppe in TS® ist die Riickbildung von Thiamin aus
TS® via YF® nicht méglich. Die Sequenz YF®—-TS® ist
deshalb irreversibel.

Eingegangen am 15. Dezember 1980,
in gednderter Form am 29. Juli 1981 (Z 892]

[1} G. D. Maier, D. E. Metzler, J. Am. Chem. Soc. 79, 4386 (1957).

12] R. Hop G. P. Brug i, B. Fol, J. Am. Chem. Soc., im Druck.

[3) Zur Struktur vgl. Y. Asahi, E. Mizuta, Talanta 19, 567 (1972).

[4] A. Waranabe, Y. Asahi, J. Pharm. Soc. 75, 1050 (1955); P. Haake, J. M.
Duclos, Tetrahedron Lett. 1970, 461; Y. Asahi, M. Nagaoka, Chem.
Pharm. Bull. 19, 1017 (1971); H. Nogami, J. Hasegawa, T. Rikihisa, ibid.
21, 858 (1973); J. M. Duclos, P. Haake, Biochemistry 13, 5358 (1974).

[5] M. Eigen, Angew. Chem. 75, 489 (1963); Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 3,
1 (1964).

[6] C. Capellos, B. H. J. Bielski: Kinetik Systems, Wiley-Interscience, New
York 1972, S. 119ff.

[71 R. Hopmann, B. Fol, noch unverdffentlicht.

[8] A. M. Chauver-Monges, Y. Martin-Borret, A. Crevat, J. Fournier, Biochi-
mie 56, 1269 (1974).

[9] R. Hopmann, Ann. N. Y. Acad. Sci., im Druck.

Alkylierung von Aminosiiuren
ohne Verlust der optischen Aktivitiit:
a- und B-Alkylierung eines Asparaginsiure-Derivates

Von Dieter Seebach und Daniel Wasmuth!™!
Professor Leopold Horner zum 70. Geburtstag gewidmet

Apfelsiuremethyl- oder -ethylester wird durch zwei
Aquivalente Lithiumdiisopropylamid (LDA) zum Dilithi-
um-Derivat (1) doppelt deprotoniert; dessen Umsetzung
mit verschiedenartigen Elektrophilen fithrt zu erythro-kon-
figurierten Produkten (2)!'}

COOR coo—
: OH
L10+H LiOHC =N~’—H
rROOC™ ~© OOR
CH CH
R’ li
Li0"“oR LioCroX
(1) (2) (3)

Um diese a-Alkylierung B-heterosubstituierter Carbonyl-
verbindungen auf Asparaginsiure zu ibertragen, versuch-
ten wir, den ($)- oder L-(+)-N-Formyl-asparaginsiure-di-
tert-butylester™ zu (3) doppelt zu deprotonieren. Wahrend
dies mit LDA nur sehr schlecht gelang, erhielten wir durch
Einwirkung von Lithiumdiethylamid (THF, —78°C, 2 h)
und Alkylierung mit Iodmethan, Iodethan, Allylbromid,
oder Benzylbromid (—78°C, 12 h) jeweils ein Gemisch aus
B- und o-substituiertem Asparaginsidure-Derivat (4) bzw.
(5) im Verhiltnis von ca. 7 :2 und in Gesamtausbeuten zwi-
schen 60 und 70%. Die Isomerenpaare (4)/(5) lassen sich

OHCN OHCN R
(4) +OOC)\|/coo+ _’_oocx/coo—k (s)

R

(a), R=H; (b), R =CH;s; (¢), R = CzHj; (d), R = CH,CH=CHjy;

(e), R = CHyCgHs

{*] Prof. Dr. D. Seebach, Dipl. sc. nat. D. Wasmuth
Laboratorium ftir Organische Chemie
der Eidgendssischen Technischen Hochschule
ETH-Zentrum, UniversitdtstraBe 16, CH-8092 Ziirich (Schweiz)
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chromatographisch (Silicagel, Diethylether/Pentan) tren-
nen. Die p-alkylierten o-Aminosiureester (4b)—(4e) sind
nach ihrem chromatographischen Verhalten, ihrem
Schmelzpunkt und/oder spezifischem Drehwert sowie 'H-
und "*C-NMR-Spektren diastereomeren- und enantiome-
renrein, liegen in Losung aber — wie das Edukt (4a) selbst -
in zwei rotameren Formen vor®. - Zu unserer Uber-
raschung sind auch die a-alkylierten a-Aminoséureester
(5b)-(5e) optisch aktiv. Durch fraktionierende Kristallisa-
tion konnte bei (5¢)-(5¢) ein Enantiomer angereichert wer-
den; aus den so maximal erreichbaren Drehwerten und
aus 'H-NMR-Messungen mit chiralem Verschiebungsrea-
gens Eu(tfc); schlieBen wir auf einen Enantiomereniiber-
schull von ca. 60% in den urspriinglich gebildeten Estern
(5). - In Tabelle 1 sind einige charakteristische Daten der
Verbindungen (4) und (5) angegeben.

Tabelle 1. Charakteristische physikalische Daten der umkristallisierten oder
destillierten, analysenreinen B- und a-alkylierten Asparaginsdure-Derivate (4)
bzw. (5). AuBer bei (5b) sind die spezifischen Drehungen der Produkte (5)
nach Abtrennung des racemischen Anteils angegeben.

Verbindung Kp [°C/Torr] [a] [a]l3 (c. CHCl3)
Fp [°C]

(4a)=(5a) 130/0.01 +44.4 (1.14)
(4b) 84-85 +16.8 (1.22)
(5b) 140/0.01 ~15.3 (1.27) [b]
(4c) 150/0.005 + 1.0 (1.36)
(5c) 150/0.01 —17.0 (1.07)
(4d) 140/0.005 +24.6 (1.05)
(5d) 77-78 +17.2 (1.00)
(4e) 102-103 +43.0 (1.45)
(Se) 106 +61.1 (1.05)

[a] Luftbadtemperatur bei Kugelrohrdestillation. [(b] Ohne Enantiomerenan-
reicherung, nach Chromatographie (farbloses O1).

Die Konfiguration des Methyl-Derivats (4b) haben wir
bewiesen: Hydrolyse der tert-Butylester- und der Form-
amidgruppe liefert erythro- oder (25,3R)-3-Methylas-
paraginsiure (6) ([a]? +38.7 (c=1.83, 5N HCI; Lit. ¥
[@]% +35 (¢c=2, 5N HCI)). Wir nehmen an, daB alle Alky-
lierungsprodukte (4) erythro-konfiguriert sind; dies 148t
sich mit der von uns fiir andere Reaktionen aufgestellten
Regel'*% erkliren (vgl. (7, R'=H, RZ=CO,/Buy,

COOH Xy Lio. o
1
mN—L g | ~+
coo—
HyC ——H - RZ )N‘\
COOH R! B oL
(6) (7) (8)

X =NCHOLIi, Y=C(OLi}O-tBu)). - Aus der o-Alkylie-
rung des N-Formyl-asparaginsdureesters folgt, daB} sich ne-
ben dem gewiinschten Enolat (3) auch das Dilithium-Deri-
vat (8) gebildet haben muf. Ob (8), das man als 6-Atom-8-
Elektronen-n-System auffassen kann'®, aufgrund axialer
Chiralitdt - siehe die durch einen Pfeil hervorgehobene
Bindung -, oder aber weil es mit dem chiralen (3) ge-
mischte Aggregate!”! bildet, zu optisch aktiven a-Alkylie-
rungsprodukten fithrt, mull durch weitere Untersuchungen
gekliart werden. Falls die zuerst genannte Deutung sich als
richtig erweisen sollte, konnten auch einfache Aminosdu-
ren iiber Derivate vom Typ (8) (R statt CH,CO,-tBu) ohne
Racemisierung alkylierbar sein'®.

Eingegangen am 19. Juni 1981 (Z 894]
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T. Weller, D. Seebach, ibid. 63, 2005 (1980); b) vgl. auch G. Frdter, ibid.
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