ZUSCHRIFTEN

Die reduktive C-H-Eliminierung verlduft in der Regel sehr
viel leichter als die reduktive C-C-Eliminierung. Dies wurde auf
kinetische Faktoren zuriickgefiihrt, die darin griinden, dal} im
Falle der reduktiven C-C-Eliminierung p-Orbitale neu ausge-
richtet werden miissen; im Falle der reduktiven C-H-Eliminie-
rung dagegen, die unter Beteiligung des kugelsymmetrischen H-s-
Orbitals verlauft, ist die Energiebarriere fiir diesen ProzeD
niedriger!?°L. DaB die C-Si-Eliminierung nun in Konkurrenz zur
C-H-Eliminierung treten kann, kénnte darauf zuriickzufiihren
sein, daB das an der Bindung zum elektropositiven Metall betei-
ligte Si-Orbital starken s-Charakter hat!®], genauso, wie es be-
reits fiir Stannylderivate diskutiert wurde[?™},

Der Unterschied im Eliminierungsverhalten der Komplexe 2
und 3, die ausschlieBlich reduktive C-H-Eliminierung eingehen,
zu dem des Komplexes 4 kénnte durch den Effekt, den die Substi-
tuenten am Silicium auf den Grad der Si-s-Orbitalbeteiligung an
der M-Si-Bindung haben, beeinfluBt werden, aber der Haupt-
grund scheint die Stirke der M-SiR ;-Bindung zu sein, die mit der
Elektronegativitit von R zunimmt und fiir die folgende Reihe
aufgestellt werden kann: M-Si(OEt), > M-SiPh, > M-SiEt, 281,
Dies kénnte nicht nur eine hohere kinetische Barriere zur Folge
haben, sondern auch dazu fithren, da8 die reduktive C-Si-Elimi-
nierung thermodynamisch weniger begiinstigt ist, wenn Grup-
pen mit hoher Elektronegativitdt am Silicium gebunden sind.
Sterische Faktoren spielen hier wahrscheinlich keine Rolle, da
SiEt, von der GréBe her zwischen Si(OEt); und SiPh, liegt.

Fassen wir zusammen : Wir haben zweifelsfrei zeigen konnen,
daB die reduktive C-H-Eliminierung der Prozel3 ist, der am
stirksten begiinstigt ist, besonders dann, wenn das Silicium
elektronegative Substituenten trigt. Die reduktive C-Si-Elimi-
nierung kann dann zur Konkurrenzreaktion werden, wenn der
Silylligand Alkylsubstituenten tragt. Die Implikationen fiir den
produktbildenden Schritt der Hydrosilylierung sollte man im
Gedichtnis behalten. Bei einer so feinen Balance zwischen re-
duktiver C-H- und reduktiver C-Si-Eliminierung ist es schwie-
rig, allgemeingiiltige Mechanismen fiir dic Hydrosilylierung
aufzustellen, und man sollte dabei unter anderem auch stets das
eingesetzte Silan beriicksichtigen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Untersuchung ist der
Befund, daB selbst Silylliganden metalliert werden kénnen, de-
ren Substituenten sp*-C-H-Bindungen aufweisen. Diese C-H-
Aktivierung kann sogar regioselektiv sein und zu spezifischen
Metallierungen in §-Stellung fithren. Zur Zeit untersuchen wir
die Moglichkeiten, die sich daraus fiir die Synthese neunartiger
Silametallacyclen ergeben, die entsprechend den hier vorgestell-
ten Komplexen gebaut sind.
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Biosynthese von Nitroverbindungen:
Die enzymatische Oxidation einer Vorstufe mit
Aminogruppe zu Pyrrolnitrin **
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Einige der natiirlichen Nitroverbindungen sind biologisch ak-
tiv; fiir ihre Wirksambkeit spielt die Nitrogruppe eine wesentliche
Rolle. Bei den Antibiotica Chloramphenicol™! und Pyrrolni-
trin 5! wird die Nitrogruppe im letzten Schritt der Biosynthese
durch Oxidation einer Aminogruppe gebildet. Uber die En-
zyme, die diese Oxidation katalysieren, war bisher nichts be-
kannt. Wir berichten hier itber die enzymatische Oxidation der
Vorstufe 4 zu Pyrrolnitrin 5 durch die Chlorperoxidase (CPO-P)
aus Pseudomonas pyrrocinial™l.
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ZUSCHRIFTEN

5 ist ein antifungisch wirkendes Antibioticum, das von unter-
schiedlichen Arten von Bodenbakterien produziert wird. Im
Verlauf der Biosynthese von 5, die bisher nur unvollstindig
aufgeklirt werden konnte (Abb. 1), treten zwei Chlorierungs-
schritte und die Oxidation einer Aminogruppe zur Nitrogruppe
auf.

Abb. 1. Hypothetisches Biosyntheseschema nach van Pée etal. [2]. 1, 7-Chlor-
tryptophan; 2, 4-(2-Amino-3-chlorphenyl)pyrrol-2-carbonsdure; 3, 3-(2-Amino-3-
chlorphenyl)pyrrol; 4, 3-(2-Amino-3-chlorphenyl)-4-chlorpyrrol; 5, Pyrrolnitrin.

Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Itoh!*! mit einer teil-
weise gereinigten Bromperoxidase aus einem Pseudomonas-puti-
da-Stamm haben gezeigt, daB dieses Enzym Anilin zu Nitro-
benzol oxidieren kann. Versuche, andere Arylamine wie o-Chlor-
anilin, p-Toluidin und 4 mit dem angereicherten Extrakt zu Ni-
troverbindungen umzusetzen, sind nicht gelungen.

Aus dem Pyrrolnitrin-Produzenten Pseudomonas pyrrocinia
wurde eine Chlorperoxidase {(CPO-P) isoliert, die die Chlorie-
rung 3 — 4 bewirkt!®], Es lag nahe zu priifen, ob dieses Enzym,
im Gegensatz zu dem von Itoh et al.™ eingesetzten, auch die
Oxidation 4 — 5 katalysiert. Da durch die Klonierung des
Chlorperoxidase-Gens und dessen Uberexpression hochreines
Enzym in groBen Mengen und Konzentrationen (340 Unitsg™*
Zellmaterial) zur Verfiigung steht ), konnte das Enzym in hohe-
ren Konzentrationen eingesetzt werden (1.8 UnitsmL 1), als
das bei den Versuchen von Itoh et al. (3 mUnitsmL™")*} der
Fall war.

In Analogie zu Halogenierungen mit CPO-P wihlten wir fiir
die Oxidation eine zehnfach héhere Acetat-Konzentration sowie
einen niedrigeren pH-Wert als Itoh et al. Das Reaktionsprodukt
wurde durch priparative DC isoliert und durch GC und HPLC
mit authentischem 5 verglichen. Die Retentionszeiten des iso-
lierten Produkts sowie das Massenspektrum waren mit denen
von 5 identisch. In Abwesenheit von Enzym konnte keine Ab-
nahme von 4 beobachtet werden.

Uber den Mechanismus der Oxidation durch die Metall- und
Cofaktor-freie Haloperoxidase ist bislang im Gegensatz zu dem
der Halogenierung!® noch nichts bekannt. Bei der Oxidation
von 4 konnten bisher keine Zwischenprodukte identifiziert wer-
den.

Die Tatsache, daB zwei verschiedene Schritte der Pyrrolnitrin-
Biosynthese in vitro durch dasselbe Enzym katalysiert werden,
macht ¢s sehr wahrscheinlich, daBl die CPO-P aus Pseudonionas
pyrrocinia auch in vivo an dieser Biosynthesekette beteiligt ist,
Dieser Nachweis soll auf genetischer Ebene durch Inaktivierung
des Gens erbracht werden.
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Vermutlich dient H,O, auch in vivo als Cosubstrat, wobei die
intrazellulire Konzentration sicherlich sehr viel geringer als die
hier eingesetzte ist. Die Rolle des fiir die Reaktion unbedingt
notwendigen Acetats ist bisher noch unklar. Es ist méglich, daB
in vivo eine andere Substanz diese Funktion tibernimmt. Hier-
fiir spricht, daf3 die Acetat-Konzentration fiir eine optimale in-
vitro-Aktivitdt des Enzyms unphysiologisch hoch ist.

Es bleibt zu kldren, ob bei der Biosynthese von anderen Nitro-
verbindungen, z.B. von Chloramphenicol, dhnliche Enzyme be-
teiligt sind, und ob andere bakterielle Haloperoxidasen des
nichthim- oder auch des hdmbhaltigen Typs die beschriebene
Reaktion katalysieren konnen,

Experimentelles

4 wurde durch Reduktion mit Natriumdithionit aus 5 hergestellt [7]. Die Ansitze
zur in-vitro-Oxidation von 4 (500 pL Gesamtvolumen) bestanden jeweils aus 1 M
Natriemacetatpuffer, pH 4.5, 40 mm H,0, und 1 mM 4. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 300 mUnits CPO-P (100 UnitsmL ™" in 5 mM Ammoniumacetat,
pH 6.8; spezifische Aktivitdt 63 Unitsmg™") gestartet. Die Ansidtze wurden bei
30 °C unter Schiitteln inkubiert und nach 2 und 4 h mit jeweils 300 m Units Enzym
versetzt. Kontrollansitze enthielten kein Enzym. Nach insgesamt 6 h Inkubation
wurden die Ansitze und Kontrollen mit 800 uL Ethylacetat extrahiert und im Vaku-
um getrocknet. Der Riickstand wurde in Ethanol geldst und an Kieselgel mit Fluo-
reszenzindikator mit Toluol als Eluens chromatographiert; 4 und 5 haben R,-Werte
von (.29 bzw. 0.62. Zur Analyse wurde mit van Urks Reagens {8] bespriiht. 5 farbt
sich dabei sofort charaktcristisch violett. Fiir HPLC und MS wurde das Reaktions-
produkt durch priparative DC gereinigt. Hierfiir wurde der im UV, ;, fluoreszieren-
de Bereich ausgekratzt, mit Ethylacetat extrahiert und im Vakuum getrocknet. Der
im geeigneten Laufmitte] geloste Riickstand wurde durch HPLC [9], GC [10] und
MS mit authentischem 5 verglichen.
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Die jiingsten Entwicklungen in der Koordinationschemie der
Metallorganophosphonate!™: 2! sind wegen der Verwendung
solcher Materialien als Sorptionsmittel, Katalysatoren und Co-
katalysatoren'®* deutlich vorangetrieben worden. Oxovana-
diumorganophosphonate zeichnen sich durch ihre Vielfalt aus;
sie liegen z.B. als zweikernige Koordinationsverbindungen!3,
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