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Synthesis of muscaflavin

Summary

A biomimetic type synthesis of the yellow dihydroazepine amino acid 5 isolated
from fly agaric is achieved starting with carboxypyridyl alanine derivatives.

Die rote Huthaut des Fliegenpilzes (Admanita muscaria) enthilt orangefarbene
und rotviolette Farbstoffe vom Betalaintyp [2] sowie eine gelbe, empfindliche
Aminosiure Muscaflavin, die auch in Hygrocyben vorkommt [1]. Die aus den
Spektren des stabileren Dimethylesters Sb abgeleitete Konstitution Sa ldsst auf eine
zu derjenigen der isomeren Betalaminsidure 3 (1—2—3) [3] {4] analoge Biosyn-
these (14— 5) schliessen. Dazu miisste der Brenzcatechinring im Dopa (1) auf
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dem Weg b geodffnet werden und die Zwischenstufe 4 sich nach ¢ zum Siebenring
5a cyclisieren, woneben auch die Bildung des Funfringes 6 nach d méglich er-
scheint. Die Verbindungen 2 und 4 sind Derivate des Glutacondialdehyds und
sollten sich aus Pyridiniumsalzen durch Offnung des Ringes mit Nucleophilen
gewinnen lassen. In dieser Mitteilung wird gezeigt, dass geeignete Derivate von
4 sich tatsichlich zu einem Gemisch aus 5 und 6 cyclisieren, in dem 6 stark iiber-
wiegt und dass 6-Derivate sich sdurekatalytisch iiber 4-Derivate teilweise in 5 um-
wandeln lassen.

Die Kondensation von S5-Brommethyl-pyridin-2-carbonsdureéthylester mit Na-
trium-Acetaminomalonester liefert 43% des erwarteten 7 und bis zu 20% des be-
reits decarboxylierten 8a. Saure Hydrolyse ergibt das freie 5-(2-Carboxypyridyl)-
alanin 8b.

Die Verbindung 7 ldsst sich mit Peressigsaure zum N-Oxid 9a oxydieren, und
dieses sich mit Dimethylsulfat zum N-Methoxy-pyridiniumsalz methylieren, das als
kristallisiertes Perchlorat 9b spektroskopisch eindeutig charakterisiert wird und analy-
senrein anfillt. Mit 28 NaOH ergibt 9b eine gelbe Losung (4,,,, 362 nm), deren
Eindampfriickstand kurz mit konzentrierter Bromwasserstoffsiure aufgekocht
wird, bis die CO,-Entwicklung beendet ist. Aus dem braunen Produkt wird nach
Veresterung mit Diazomethan kristallisierter Muscaflavindimethylester (8b) chro-
matographisch isoliert, jedoch nur mit 0,4% Ausbeute; die Hauptmenge des Aus-
gangsmaterials wird als freie Aminosidure 8b und deren N-Oxid 10¢ zuriickgewon-
nen [5]. Die Abspaltung der Methoxygruppe, die am N-Atom eines Pyridiniumsalzes
steht, als Formaldehyd ist bekannt [6] [7]. Ausserdem diirften die energischen
Bedingungen der sauren Hydrolyse der N-Acetylgruppe und der Decarboxylierung
des Malonsiurerestes in 9b das meiste des gewiinschten, frisch gebildeten Sa zerstoren.
Deshalb wurde versucht a) die Ringoffnung mit einer schwicheren Base, aber
besserem Nucleophil als OH® vorzunehmen und b) eine andere Schutzgruppe
an der Aminogruppe einzufithren, die eine Methylierung dieser Gruppe verhin-
dert, und sich bei oder nach der Ringéffnung, am besten alkalisch, viel leichter
abspalten ldsst, als der Acylrest in 9b oder 10b. Nach dem, was man aus den Arbei-
ten von Katritzky [7] sowie Schnekenburger {8] und nach eigenen Vorversuchen in
verschiedenen Losungsmitteln weiss, erhdlt man das Enaminderivat 11 in 70%
Ausbeute, wenn das Salz 9b in wasserfreiem THF bei 0° mit Pyrrolidin umgesetzt
wird. Der Kern-Overhauser-Effekt zwischen den Signalen der H,—Hp im NMR.-
Spektrum zeigt an, dass in Losung die E, E-Konfiguration und ein rasches Gleich-
gewicht zwischen den Konformationen 11=11’ vorliegt.

Nach der Hydrolyse mit Bromwasserstoff (10 Min., 80°) und Veresterung mit
Diazomethan wird aus 11 wieder 5b (0,3%) erhalten; hier ldsst sich jedoch als
Hauptprodukt (3,3%) eine ebenfalls gelbe kristallisierte Verbindung abtrennen,
der nach den Spektren eine der Formeln 14 oder 15 zukommen muss. Offenbar
entsteht dabei die nicht isolierte Zwischenstufe 13, die rascher den Fiinfring zu
14a schliesst als den Siebenring zu 5a.

Etwas bessere Ausbeuten bringt der Weg, auf dem die Decarboxylierung vor
der Ringspaltung erfolgt. Die Oxydation von 8a mit m-Chlorperbenzoesiure in
Methylenchlorid zum N-Oxid 10a und dessen Methylierung mit Dimethylsulfat
liefern das kristallisierte Perchlorat 10b. Analog zu 11 erhilt man aus 10b das E, E-
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Enamin 12a ebenfalls kristallin in 50% Ausbeute. Nach kurzem Kochen in Amei-
sensdure mit Bromwasserstoff, Neutralisation, Eindampfen und Verestern mit
Diazomethan werden aus 12a 0,4% 5b und 9% 14b isoliert.

Eine weitere Verbesserung brachte die p-Toluolsuifonylithoxycarbonylgruppe
[9] (TSOC), die sich in wisseriger Natronlauge bei Raumtemperatur innerhalb
weniger Minuten abspalten ldsst. Das aus der Aminosidure 8b mit HCl/Methanol
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leicht zugingliche Dimethylesterhydrochlorid reagiert mit Tridthylamin und
TSOCI zum geschiitzten Aminosdureester 8¢, der mit m-Chlorperbenzoesiure in
Methylenchlorid in das N-Oxid 10d iibergefithrt wird. Aus 10d entsteht in Aceto-
nitril mit Dimethylsulfat das Methoxypyridiniumsalz, dessen Perchlorat 10e als ein
hygroskopisches Pulver isoliert wird. Die Ringspaltung mit Pyrrolidin in THF bei
0° ergibt 12b in 50% Ausbeute als gelbes Ol, das nach den Spektren analog 11
und 12a in E, E-Konfiguration vorliegen sollte. Beim Versuch einer chromatogra-
phischen Reinigung erfolgte teilweise Isomerisierung. Das Derivat 12b zersetzt
sich langsam unter Rotfirbung und wird sofort mit 0,5~ Kaliumhydroxid in Me-
thanol/Wasser 6:1 12 Std. bei Raumtemperatur behandelt, die Bruchstiicke der
Schutzgruppe mit Chloroform ausgeschiittelt, die alkalische Losung i.V. einge-
dampft und der Riickstand 10 Min. in Ameisensjure mit 48proz. Bromwasserstoff-
sdure gekocht. Nach Neutralisation mit Kaliumcarbonat, Eindampfen und Behan-
deln mit Diazomethan liefert die schichtchromatographische Trennung 1,6% 5b
und 11,5% 14b. Fithrt man den Ringschluss statt mit 48proz. Bromwasserstoff-
sdure mit 70proz. Perchlorsiure aus, so erhilt man aus 12b kein Sb, dafiir 22% 14b.

Dieses Konzept zur Synthese des Muscaflavins verliuft also sehr unbefriedi-
gend, denn offenbar hydrolysiert sich der Oximither in 13 zu langsam und die
Reaktion weicht unter Bildung eines Fiinfringes zu 14a aus. Alle Versuche zu einer
selektiven Spaltung des Oximithers in 11 und 12 scheiterten. Kocht man aber 14b
30 Min. in einer verdiinnten Perchlorsdurelosung in Ameisensiure unter Stickstoff
und verestert wieder, so erhilt man 12,5% 5b und 40% Ausgangsmaterial zuriick
(also 21% 5b).

Synthetischer d,1-Muscaflavinester Sb stimmt im chromatographischen Verhal-
ten und den UV.-, NMR.- sowie Massenspektren mit natiirlichem iiberein. Der
Smp. ist mit 98-99,5° etwas niedriger (99-102°) [1] und es gibt geringe Unter-
schiede im IR.-Spektrum der Kristalle, die verschwinden, wenn das Naturprodukt
durch 3 Std. Erhitzen auf 80° racemisiert wird. Die Enantiomerentrennung von 5b, 8b
und 10¢ gelingt durch Chromatographie an Kartoffelstirke [10].

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie danken wir fur
die Unterstlitzung; M. K. dankt dem Deutschen Akademischen Austauschdienst fur ein Stipendium.

Experimentelle Daten. - Alle neuen Verbindungen lieferten passende Elementaranalysen und
spektroskopische Daten, von denen einige zur Charakterisierung wiedergegeben werden [IR.-Absorp-
tionsbanden in cm~!; Signale der NMR. é in ppm (s= Singulett, d= Dublett, t= Triplett, ga= Quadruplett,
m= Multiplew)].

7. - Farblose Kiristalle (72%) aus CCly/Petrolither, Smp. 133-134°. - IR.: 1740, 1710. -
NMR. (CDCly): 1,26 (r); 1,40 (2, 9H); 2,01 (s, 3H); 3,71 (s, 2 H); 4,23 (ga); 4,43 (ga, 6 H); 6,56 (s);
7,45 (dx d), 8,00 (d) und 8,36 (alle je 1 H). - MS.: 380 (M*).

8a. - Farblose Kristalle (20%) aus CH,Cly/Ather, Smp. 100-101°, - IR.: 1740, 1705. - NMR.
(CDCly): 1,26 (1, 3H); 1,42 (¢, 3 H); 2,00 (s, 3 H); 3,12 (dxd, 1 H); 3,31 (dxd, 1H); 4,19 (ga, 2 H);
4,45 (ga, 2 H); 4,88 (ga, 1 H); 6,61 (d), 7,66 (dx d) 8,07 und 8,51 (d) (alle je 1 H). - MS.: 308 (M+).

8b. - Farblose Kristalle (92%) aus Athanol/Wasser, Smp. 250° (Zers.). - IR.: 1675, 1595, 1490, -
NMR. (D0 als Hydrobromid): 3,50 (4, 2 H); 4,50 (¢); 7,93 (dx d); 8,30 und 8,56 (24, je 1 H).

8c. - Farblose Kristalle (30-37%) aus CH,Cly/Ather, Smp. 141-142°, - IR.: 1725. - NMR. (CDCly):
2,44 (s, 3H); 3,08 (dx d, 1 H); 3,28 (dxd, 1 H); 3,42 (1, 1 H); 3,75 (s, 3 H); 4,01 (5, 3 H); 4,40 (¢, 2 H);
4,60 (dxd, 1H); 1,37 (d, 2H); 7,81 (d, 2H); 7,66 (dx d); 8,09 und 8,51 (24, je | H). - MS.: 464 (M+).
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9a. - Farblose Kristalle (74%) aus Athanol, Smp. 148-149°. - IR.: 1762, 1740. - NMR. (CDCl,):
1,26 (1, 6 H); 2,03 (s, 3 H); 3,68 (s, 2 H); 4,21 (ga, 4 H); 6,86 (s); 7,26 (d); 7,96 (s, 1 H); 8,12 (d, 1 H). -
MS.: 368 (M).

9b. - Farblose Kristalle (66%) aus Athanol, Smp. 118-119°, - IR.: 1748, 1664. - NMR. (CDCl;): 1,25
(¢, 6 H); 1,93 (s, 3H); 3,73 (s, 2 H); 4,03 (s5), 4,18 (ga), 4,45 (s) (zus. 10 H); 7,26 (s), 8,26 (d), 8,45 (d)
und 8,93 (s5) (alle je 1 H).

10a. - Lichtempfindlicher nicht krist. Lack (65-70%). - IR.: 1740. - NMR. (CDCly): 1,26 (¢, 3 H);
1,98 (s, 3 H); 3,16 (m, 2H); 3,97 (s, 3 H); 4,21 (ga, 2 H); 4,91 (m), 7,27 (dx d), 7,63 (d), 8,25 (d) (alle
je L H).

10b. - Farblose Kristalle (74%) aus Athanol/Ather, Smp. 131-132°. - IR.: 1750, 1660. - NMR.
(CDCl3): 1,29 (1, 3H); 1,93 (s, 3 H); 3,35 und 3,60 (2d% 4, je 1 H); 4,13 (s, 3 H); 4,23 (ga, 2 H); 4,57 (s,
3 H); 4,84 (dx dx d), 7,16 (d), 8,38 (d), 8,59 (dx d) und 9,22 (d) (alle je 1 H). - MS.: 324 (M+—~HCIOy).

10c. - Farblose Kristalle (82%) aus Athanol/Wasser, Smp. 215-217° (Zers.). - IR.: 1785.

10d. - Farbloser lichtempfindlicher Lack (90%), der sofort zu 10e verarbeitet wurde. - IR. (CHCl3):
1725. - NMR. (CDCly): 2,44 (s, 3 H); 3,0-3,2 (m, 2 H); 3,41 (¢, 2 H); 3,73 (s, 3 H); 3,96 (s, 3 H); 4,33 (s,
2 H); 4,51 (m); 6,28 (d); 7,20 (dx d); 7,58 und 8,19 (24, je 1 H); 7,36 und 7,98 (24, je 2 H).

10e. - Farbloses Pulver (70%) aus CH,Cly/Methanol/Ather, Smp. 65-70°, - IR. (CHCl3): 1750-1725.
- NMR. (CDCl,): 2,44 (s, 3 H); 3,73 (s, 3H); 4,04 (s, 3 H); 4,53 (s, 3H); 6,33 (d, 1 H); 7,40 (4, 2 H);
7,75 (d, 2 H); 8,40 (d), 8,64 (d) und 9,26 (s), (alle je 1 H). - MS.: 464, (M+— 130).

11. - Gelbe Kristalle (75%) aus Essigester/Ather, Smp. 123-125° (Zers.). - UV. (CH;OH): 360 nm
(£=29440). - IR.: 1755, 1735, 1717. - NMR. (CDCl,): 1,24 (¢, 6 H); 191 (¢, 4 H); 1,99 (s, 3 H); 3,15 (¢,
4 H); 3,28 (s, 2 H); 3,81 (s, 3 H); 3,86 (s, 3 H); 4,18 (ga, 2 H); 4,23 (qa, 2 H); 5,29 (d), 6,13 (d), 6,78 (s) und
8,09 (s), (alle je 1 H). - MS.: 467 (M),

12a. - Gelbe Kristalle (50%) wie 11, Smp. 107-108°. - UV. (CH30OH): 360 nm (&=26980). -
IR.: 1720, 1660. - NMR. (CDCl3): 1,25 (¢, 3 H); 1,91 (z, 4 H); 1,99 (s, 3 H); 2,27 (d, 2H); 3,17 (4, 4 H);
3,88 (s, 3 H); 3,90 (s, 3 H); 4,14 (qa, 2 H); 4,57 (qa), 5,27 (d), 6,24 (d), 6,82 (d) und 8,71 (s), (alle je 1 H). -
MS.: 395 (MH).

12b. - Gelbes Ol, das sich selbst bei — 10° langsam rot farbt (46-56%). - IR. (Film): 1720, - NMR.
(CDCly): 1,92 (1, 4 H); 2,44 (s, 3 H); 3,18 (¢, 4 H); 3,44 (1, 2 H); 3,70 (s, 3 H); 3,88 (s, 3 H); 3,90 (s, 3 H);
4,33 (1, 2 H); 5,26, 6,00 und 6,19 (34, je 1 H); 7,35 und 7,78 (2d, je 2 H); 8,18 (s, 1 H).

14b. - Gelbe Kiristalle (22%) aus Ather/Hexan, Smp. 94-95°, - IR.: 1720. - NMR. (CDCl,):
2,66 (dxdxd, 1 H); 3,50 (d, 1 H); 3,82 (s, 3 H); 3,84 (s, 3H); 391 (5, 3H); 4,02 (m, 1 H); 5,95 (dx d),
6,13 (d), 6,11 (s, NH) und 7,69 (s), (alle je 1 H). - MS.: 268 (M+).

5b. - Gelbe Kristalle (aus 14b 21%) aus Methanol/Ather, Smp. 98-99,5°.- UV.-, IR.-, NMR.- und
Massen-Spektren mit natiirlichem Material iibereinstimmend [1].
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