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Insekten-Desaturasen als einzigartige
analytische Hilfsmittel zur Bestimmung des
stereochemischen Verlaufs der Reduktion
vicinaler Ditosylate mit Lithiumaluminium-
deuterid**
Isabel Navarro, Gemma Fabrias* und Francisco Camps

An der Biosynthese von Schmetterlings-Pheromonen sind
sehr ungewöhnliche Desaturasen beteiligt, von denen die
Mehrzahl D11-Acyl-CoA-Desaturasen sind.[1] Im Rahmen
unserer Forschungen zur Bestimmung der Stereospezifität
von Fettsäure-Desaturasen aus Insekten haben wir kürzlich
gezeigt, daû die Bildung von (E)-11-Tetradecensäure bei der
Motte Spodoptera littoralis durch stereospezifische Abspal-
tung des pro-(R)-C11-H- sowie des pro-(S)-C12-H-Atoms
von Myristinsäure erfolgt.[2] Dagegen entsteht (Z)-11-Tetra-
decensäure durch stereospezifische Abstraktion des pro-(R)-
C11-H- sowie des pro-(R)-C12-H-Atoms von Myristinsäure.
Dies ist im Einklang mit den Stereospezifitäten der verwand-
ten (Z)-11-Palmitoyl-CoA-[3] und (Z)-9-Stearoyl-CoA-De-
saturasen.[4±6]

Zur Fortsetzung unserer Studien muûte eine effiziente
Synthese vicinal dideuterierter, enantiomerenreiner Fettsäu-
ren entworfen werden.[7] Hierfür hielten wir eine asymme-
trische Olefin-Dihydroxylierung mit nachfolgender Tosylie-
rung sowie die Reduktion des resultierenden Ditosylats mit
Lithiumaluminiumdeuterid für eine geeignete Methode.
Kürzlich publizierte Ergebnisse über anchimere Effekte bei
der nucleophilen Substitution eines vic-Dimesylats[8] legten
jedoch nahe, daû die oben erwähnte Methode entgegen
ursprünglichen Annahmen in stereochemischer Hinsicht
nicht eindeutig ist. Die Aufklärung des stereochemischen
Verlaufs des von uns vorgeschlagenen Synthesewegs war sehr
kompliziert, da die Bestimmung der relativen Konfiguration
der Deuteriumatome in den resultierenden vic-dideuterierten
Fettsäuren mit gängigen analytischen Methoden sehr auf-
wendig ist.

Um dieses Problem zu lösen, synthetisierten wir nach
obiger Strategie eine vic-dideuterierte Fettsäure, die ein
geeignetes Substrat für eine Desaturase mit bekannter
Stereospezifität war. Das Produkt der enzymatischen Reak-
tion läût auf die relative Konfiguration der vicinalen Deute-
riumatome in der Fettsäure schlieûen. Der stereochemische
Verlauf der Desaturierung von (Z)- und (E)-11-Myristinsäure
in S. littoralis ist bekannt.[2] Werden die pheromonbildenden
Drüsen der Insekten mit den racemischen Gemischen beider
Diastereomere von [11,12,13,13,14,14,14-2H7]Myristinsäure

nen der Einheitszelle wurden aus der Winkeleinstellung von 15
Reflexen ermittelt. Die Intensitätsdaten wurden hinsichtlich Lorentz-
und Polarisationseffekten korrigiert. Eine semiempirische Absorp-
tionskorrektur (y-Scan)[10a] wurde angewendet. Die Strukturen wur-
den mit dem Programmsystem DIRDIF[10b] gelöst (zur Lokalisierung
des Schweratoms wurde das Programm PATTY[10c] eingesetzt) und
mit Standardmethoden verfeinert (Verfeinerung aller Reflexe gegen
F 2 mit SHELXL97[10d]); anisotrope Parameter für die Nichtwasser-
stoffatome. Die Wasserstoffatome der Methylgruppen wurden als
starre Rotoren mit idealisierter sp3-Hybridisierung und einer C-H-
Bindungslänge von 0.97 � verfeinert, um zur maximalen Elektronen-
dichte in einer Differenz-Fourier-Karte zu passen. Das Stickstoff-
gebundene Wasserstoffatom wurde aus einer Differenz-Fourier-Karte
entnommen. Alle anderen Wasserstoffatome wurden anfänglich auf
berechnete Positionen gesetzt und in der Folge frei verfeinert.
Kristalldaten (C72H69B2N6ORh, Mr� 1158.86): monoklin, Raum-
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119.793(6)8, V� 12192.9(16) �3, Z� 8, 1ber.� 1.263 gcmÿ3 ; endgültige
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([D7]1 und [D7]2) inkubiert, so kann aus der Masse des
Molekülions des häufigsten Isotopomers der durch die
enzymatische Reaktion entstandenen (Z)- sowie der (E)-11-
Tetradecensäure die relative Konfiguration der Deuterium-
atome an C11 und C12 in beiden Tracern abgeleitet werden.

Gemäû Schema 1 wurden die Racemate von [D7]1 und
[D7]2 durch OsO4-katalysierte Dihydroxylierung von (Z)- und
(E)-3 in Gegenwart von N-Methylmorpholin-N-oxid[9] und
nachfolgende Tosylierung der erythro- bzw. threo-Diole 4 mit
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Schema 1. a) N-Methylmorpholin-N-oxid, OsO4, tBuOH, Aceton (ery-
thro-4, 71%; threo-4, 65%); b) TsCl, Pyridin, Säulenchromatographie
Kieselgel (erythro-5, 23 %; threo-5, 22%); c) LiAlD4, Et2O, Rückfluû;
d) HCl/MeOH; e) CrO3/H2SO4/H2O ([D7]1, 50 % bezogen auf erythro-5,
[D7]2, 37% bezogen auf threo-5). Ts�Tosyl�Toluol-4-sulfonyl.

Tosylchlorid in Gegenwart von Pyridin erhalten.[10] Die
Reduktion der erythro- und threo-Tosylate 5 mit Lithiumalu-
miniumdeuterid,[11] Entfernung der Schutzgruppen sowie
Oxidation lieferte erwartungsgemäû [D7]1 bzw. [D7]2 in 5 ±
8 % Gesamtausbeute. Die Verbindungen wurden in Form
ihrer Dimethylsulfoxid-Lösungen (0.1 mL, 10 mgmLÿ1) lokal
auf die Pheromondrüsen aufgetragen. Die basenkatalysierte
Methanolyse der Lipidextrakte der Pheromondrüsen liefert
die Fettsäuremethylester. Die GC-MS-Analysen wurden wie
bereits beschrieben durchgeführt,[12] wobei eine SGE-BP-20-
Kapillarsäule (30 m� 0.20 mm) und ein Temperaturgradient
(2 min bei 60 8C, dann 60!150 8C mit 2 8C minÿ1, dann
150!260 8C mit 7 8C minÿ1) verwendet wurden. Die entspre-
chenden Molekülionen der möglichen Isotopomere wurden
im ¹Selected-ion-monitoringª-Modus detektiert.

Die Ergebnisse der Deuterium-Markierungsexperimente
sind in Abbildung 1 zusammengefaût. Das häufigste Isotopo-
mer der (Z)-11-Tetradecensäure, das aus [D7]1 gebildet
wurde, enthält sechs Deuteriumatome (m/z 246, Methylester).
In Anbetracht der Tatsache, daû die Dehydrierung zu (Z)-11-
Tetradecensäure durch Eliminierung der H-Atome an C11
und C12 erfolgt, die dieselbe Konfiguration haben,[2] läût sich
schlieûen, daû die Deuteriumatome in [D7]1 in der threo-
Konfiguration angeordnet sind. Das häufigste Isotopomer der
(Z)-11-Tetradecensäure, welches aus [D7]2 entsteht, enthält
sieben Deuteriumatome (m/z 247, Methylester). Detektiert
wurde auch ein Molekülion mit m/z 245, welches fünf

Abbildung 1. Relative Intensitäten der Molekülionen der Isotopomere
der (Z)- und (E)-11-Tetradecensäuren (analysiert als Methylester), die in
den Pheromondrüsen nach Inkubation mit [D7]1 und [D7]2 gebildet
wurden. Die prozentuale Verteilung entspricht den gemittelten Mol-%-
Werten aus drei oder vier unabhängigen Experimenten, die mit jeweils fünf
Drüsen durchgeführt wurden. Die Standardabweichungen betrugen in
allen Fällen weniger als 5 % des Durchschnittswertes.

Deuteriumatome enthält und durch Eliminierung von zwei
Deuteriumatomen entsteht. Als Folge eines primären Isoto-
peneffekts ist die Bildung des Molekülions mit m/z 247 jedoch
bevorzugt.[13] Diese Daten legten nahe, daû C11-D und C12-D
in [D7]2 eine erythro-Konfiguration einnehmen. Die Ergeb-
nisse sind unter Berücksichtigung der für die Bildung von (E)-
11-Tetradecensäure bekannten Stereospezifität[2] in Einklang
damit, daû das Hauptisotopomer dieser Säure, welches aus
[D7]1 gebildet wird, sieben Deuteriumatome enthält, während
die Verbindung mit sechs Deuteriumatomen hauptsächlich
aus [D7]2 gebildet wird. Folglich ist die Reduktion (Schema 1)
mit einer Konfigurationsänderung verbunden. Es ist äuûerst
unwahrscheinlich, daû die Konfigurationsänderung während
der Dihydroxylierung oder der Tosylierung stattfindet, da
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Neuartige 1,3-Sulfonyl-Verschiebung bei der
Addition von Enolethern an Allenyl-
sulfonamide ± ein effizienter Zugang zu
Tetrahydropyridinen**
Yoshikazu Horino, Masanari Kimura, Yoshinori
Wakamiya, Toshiya Okajima und Yoshinao Tamaru*

Wegen der Spannung im Grundzustand und der allylischen
Stabilisierung des resultierenden Carbanions sind Allene mit
elektronenziehenden Substituenten (W) sehr leicht nucleo-
phil am zentralen sp-Kohlenstoffatom angreifbar [Gl. (a)].[1]

•

W
Nu

W

EE+

Nu–

(a)

Dagegen sind nucleophile Additionen am terminalen sp2-
Kohlenstoffatom von Allenen schwierig,[2] da ein Substituent
fehlt, der die entstehende negative Ladung am zentralen
Kohlenstoffatom stabilisieren könnte.[3] Wir berichten nun

sowohl die katalytische Dihydroxylierung von Olefinen mit
OsO4 als auch die Bildung von Tosylestern eingehend unter-
suchte Reaktionen sind.

Eine mögliche Erklärung für dieses unerwartete Ergebnis
wird am Beispiel von erythro-5-Ditosylat (Schema 2) ver-
deutlicht. Während der SN2-Substitution einer Tosylatgruppe

SR3 O

R1

H

O R2

OTs

H

O

R1

D

H
OTs

H R2 R1

D D

H H R2

D D [D7]1
erythro-5

Schema 2. Vorgeschlagener Mechanismus der Bildung von [D7]1 aus
erythro-5.

durch ein Deuterid-Ion kann die Tosylatabgangsgruppe die
vicinale Tosylatgruppe durch einen Rückseitenangriff substi-
tuieren, was zu einer Konfigurationsumkehr führt. Die zweite
Inversion an diesem C-Atom erfolgt durch Substitution der
verbleibenden Tosylatgruppe durch ein weiteres Deuterid-
Ion. Das Ausmaû der Reduktion, welche zusätzlich nach dem
a priori zu erwartenden Mechanismus stattfindet, wurde nicht
quantifiziert. Die Tatsache, daû das Isotopomerenverhältnis
der (Z)- und (E)-11-Tetradecensäuremethylester, welche so-
wohl aus [D7]1 und [D7]2 gebildet werden, demjenigen ähnelt,
das erhalten wird, wenn beide Verbindungen durch direkte
Deuterierung der Doppelbindung hergestellt werden,[2]

spricht jedoch dafür, daû der unerwartete Mechanismus den
erwarteten weitgehend dominiert. Wie bereits erwähnt,
wurde eine ähnliche Reaktion von Lin und Shi[8] für die
nucleophile Substitution eines 1,2-Dimesylats (Mesylat�
Methansulfonat) durch ein Tosylamin beschrieben. Derartige
anchimere Effekte treten jedoch nicht generell auf. Bei-
spielsweise reagiert ein cyclisches vicinales Dimesylat mit
Natriumazid zu einem vicinalen Diazidoderivat, welches
durch eine einmalige SN2-Substitution an beiden Kohlen-
stoffatomen gebildet wird.[14] ¾hnliches wird für die Reaktion
der Ditosylate erythro- und threo-5 (Schema 1) mit CsF in
Polyethylenglycol festgestellt, welche die entsprechenden
erythro- bzw. threo-Difluoride liefert.[15]

Wir haben die Nützlichkeit enzymatischer Reaktionen als
analytische Werkzeuge zum Nachweis von Konfigurationsän-
derungen demonstriert, die mit den gängigen analytischen
Verfahren nicht zugänglich sind. Unsere Ergebnisse zeigen,
daû die Einführung von Deuteriumatomen zur Isotopenmar-
kierung durch die Reduktion vicinaler Ditosylate (und wahr-
scheinlich auch verwandter Sulfonsäureester) mit Lithium-
aluminiumdeuterid mit Vorsicht durchzuführen ist, wenn die
Konfiguration der Produkte von Bedeutung ist.
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