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EINLEITUNG 1

ALLGEMEINER TEIL

1 Einleitung

Seit Jahrtausenden verwenden Menschen Naturstoffe in Form von Extrakten aus Pflanzen und
Tieren als Duft- und Farbstoffe, als wirksame Gifte, z.B. bei der Jagd, sowie zur Heilung von
Krankheiten und zur Linderung von Schmerzen. Eines der friithesten schriftlichen Zeugnisse des
Gebrauches von pflanzlichen Inhaltsstoffen in der Medizin stammt bereits aus dem 4. Jahrhundert
vor Christus.""! Beschrieben wird dort die Anwendung von Extrakten aus der Weidenrinde als
Schmerzmittel. Inzwischen ist bekannt, dass der pharmakologisch aktive Bestandteil dieses
friihen Analgetikums das Salicin (1) ist, dessen besser vertrigliches synthetisches Derivat,
Acetylsalicylsiure (2), das bis heute meist verkaufte Schmerzmittel™ ist (Abb. 1). Die
Ureinwohner Siidamerikas nutzten in dhnlicher Weise die Inhaltsstoffe des Chinarindenbaumes
zur Behandlung von fiebrigen Infektionskrankheiten. Der in diesem Baum enthaltene Wirkstoff

Chinin (3) wurde schlieBlich das erste — und lange Zeit wichtigste — Medikament gegen Malaria.™

H X
OH OH O~__OH HO
HO/% N "
o) Me_ _O MeO
HO. N7 © X
OH

(0] —

1 2 N 3

Abb. 1. Strukturen der medizinisch genutzten Naturstoffe und Naturstoff-Derivate Salicin (1),
Acetylsalicylsdure (2) und Chinin (3).

Der traditionelle Gebrauch von verschiedensten Extrakten in der Medizin findet seine
Fortsetzung in der Suche und Entwicklung von Arzneistoffen in Pharma-Unternehmen und
universitdren Forschungseinrichtungen. Die Entdeckung des antibiotischen Penicillins G (4, Abb.
2) aus Penicillium notatum durch A. Fleming,"”! die Untersuchungen zur Wirksamkeit dieses f-

Lactams durch Chain und Florey!®”

und die Kommerzialisierung von synthetischen Penicillinen
revolutionierte schlieBlich die moderne Pharma-Industrie.® Der Fokus lag nun auf der
Untersuchung der Sekundérstoffe groBer Stamm-Sammlungen terrestrischer Mikroorganismen

(Pilze und Bakterien). Dies fiihrte zur Entdeckung einer Vielzahl weiterer wichtiger
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Leitstrukturen fiir moderne Medikamente, wie z.B. des antibiotischen Tetracyclins 5. oder des
(10]

antimykotischen Nystatins A; (6).

Abb. 2. Die antibiotischen Naturstoffe Penicillin G (4), Tetracyclin (5) und Nystatin A; (6).

Dieser groe Erfolg bei der Anwendung biologisch aktiver Metabolite wird dokumentiert
durch den hohen prozentualen Anteil natiirlicher oder Naturstoff-abgeleiteter Wirkstoffe in der
modernen Humanmedizin.!""' Durchschnittlich kommen mehr als 50% aller in den letzten 25
Jahren zugelassenen Medikamente direkt aus der Natur, oder es sind Substanzen, die basierend
auf der Struktur eines Naturstoffes entwickelt wurden."”) Im Bereich der Behandlung von
Infektionskrankheiten und in der Krebstherapie ist diese Zahl zum Teil noch wesentlich hoher.
Dies ist umso erstaunlicher, wenn man beriicksichtigt, dass in jiingster Zeit die Mehrzahl der
groBen Pharma-Unternehmen die Erforschung von Naturstoffen nahezu komplett zugunsten der
kombinatorischen Chemie eingestellt haben, obwohl seit Einfiihrung dieses neuen Ansatzes
daraus nur eine einzige Substanz erfolgreich hervorging, ndmlich das antitumorale Sorafenib (7,
Abb. 3).M'"* Der Hauptgrund fiir die Abwendung der Pharma-Forschung vom klassischen
Naturstoff-Screening trotz der Entdeckung extrem potenter Wirkstoffe auch in jiingster Zeit, wie
z.B. des antiplasmodialen Artemisinins (8)!"” oder des antibakteriellen Platensimycins (9),!'*!”
ist das immer groBer werdende Problem der Mehrfachisolierung. Aufgrund der jahrzehntelangen
intensiven Untersuchung terrestrischer Organismen sind inzwischen eine Vielzahl der daraus zum
Teil mihevoll gewonnenen Sekundérstoffe bekannt oder nur einfache Derivate bereits

beschriebener Strukturen.
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Abb. 3.  Strukturen des antitumoralen Sorafenibs (N exavar®, 7), des antiplasmodialen Artemisinins (8)
und des neuartigen antibakteriellen Platensimycins (9).

Ein Ansatz zur Losung dieses Problems ist die Erforschung von Organismen aus bisher wenig
untersuchten Lebensraumen. Die Entwicklung moderner Tauchgerite in den sechziger Jahren
fiihrte zur ErschlieBung einer solchen nahezu unerschopflichen Quelle interessanter Lebewesen,
des marinen Habitats. Besonders interessant waren dabei zundchst vor allem sessile
Makroorganismen wie Schwiamme (Porifera), Mantel- (Tunikaten) oder Nesseltiere (Hydrozoen).
Die sessile Lebensweise dieser Organismen musste im Laufe der Evolution zwangslaufig zur
Entwicklung eines hochpotenten Arsenals an chemischen Abwehrstoffen fiihren, z.B. zum Schutz
vor Fra3feinden und Infektionen. Dies bestitigte sich durch die Isolierung einer groflen Vielfalt
biologisch stark aktiver Sekundirstoffe aus marinen Invertebraten, vor allem aus Schwémmen.
Beispiele hierfiir sind das antitumorale Halichondrin B (10) aus Halichondria okadai"*' das
entziindungshemmende Palauolol (11)*! aus einem Schwamm der Gattung Fascaplysinopsis und

das aus Discodermia dissoluta gewonnene Discodermolid (12, Abb. 4).2"

Abb. 4. Hochpotente Wirkstoffe aus marinen Schwdmmen: Halichondrin B (10), Palauolol (11) und
Discodermolid (12).
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Ahnlich wie schon in der Vergangenheit bei der Erforschung terrestrischer Organismen
riicken in den letzten Jahren auch bei der Untersuchung mariner Lebewesen die
Mikroorganismen immer mehr in den Vordergrund des Forschungsinteresses, vor allem weil
Pilze und Bakterien zum Teil im Labor kultivierbar sind und daher der Nachschub an Biomasse
durch Fermentation gesichert werden kann. Auch aus dieser Naturstoffquelle wurden in den
letzten Jahren bereits unzdhlige vielversprechende Substanzen gewonnen, wie etwa das
cytotoxische Alkaloid Alteramid A (13),*% das antifungale Tanikolid (14)"*! und das antivirale
Halovir A (15, Abb. 5).2%

OH Me
; Me_ _Me
(6] (6] (6] M
Me Me H H e
Me\é/)JJ\N><H/N ~ N N N N
2 H H HH H H
o} o H Me O H OH
15 Me
H,N" 0

Abb. 5. Biologisch aktive Sekundérstoffe aus marinen Mikroorganismen: Alteramid A (13), Tanikolid
(14) und Halovir A (15).

Die Gewinnung von neuartigen Sekundérstoffen aus natiirlichen Quellen fiir die medizinische
Anwendung ist ein Ziel, das auch in wunserer Arbeitsgruppe, z.B. im Rahmen des
Sonderforschungsbereiches 630 (‘Erkennung, Gewinnung und funktionelle Analyse von
Wirkstoffen gegen Infektionskrankheiten') und des vom BMBF geforderten Verbundprojektes
BIOTECmarin ('Nachhaltige Nutzung mariner Schwamme') verfolgt wird. Die Anwendung der in
unserer Gruppe entwickelten 'analytischen Triade' HPLC-MS/MS-NMR-CD*#%! in Kombination

[27,28]

mit quantenchemischen CD-Rechnungen erlaubt uns dabei die Bestimmung von

Konstitution und rdumlicher Struktur neuartiger Metabolite, zum Teil schon ausgehend von den

Rohextrakten der Produzenten. So gelang uns in den letzten Jahren im Bereich der marinen

29]

Naturstoffe zum Beispiel die Entdeckung der Anti-Biofilm-Aktivitit'*”! von Tajixanthonhydrat
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(16)P**" aus Emericella variecolor und die Isolierung und Charakterisierung des neuartigen
antileukdmischen Wirkstoffes*?! Sorbicillacton A (17)*! aus einem Penicillium-chrysogenum-
Isolat (Abb. 6). Zudem ist fiir uns nicht nur die Erkennung neuartiger Wirkstoffe von Interesse,
sondern auch ein tiefer gehendes Verstindnis von deren Biosynthese. Diese Untersuchungen sind

eingebettet in das DFG-Schwerpunktprojekt 'Evolution metabolischer Diversitat' (SPP 1152).

Abb. 6.  Strukturen der in unserer Arbeitsgruppe identifizierten marinen Wirkstoffe Tajixanthonhydrat
(16) und Sorbicillacton A (17) sowie des von Fattorusso et al. isolierten Daminins (18).

Die vorliegende Arbeit ist Teil der oben genannten interdisziplindren Projekte, deren Ziel die
Gewinnung neuartiger Wirkstoffe und die Aufkldrung von deren Biosynthese ist. Im einzelnen

ergaben sich daraus fiir die vorliegende Arbeit folgende Aufgabenstellungen:

e Untersuchungen zur Struktur und Biosynthese isoprenoider Naturstoffe,

e Aufklarung der Struktur und Biosynthese polyketidischer Sekundarstofte,

e Isolierung und Charakterisierung biologisch aktiver Verbindungen aus marinen
Mikroorganismen,

e Synthese strukturell vereinfachter Analoga des Biofilm-Hemmers 16,

e Studien zur Biosynthese von Sorbicillacton A (17) und zu dessen Totalsynthese,

e Synthese des neuroprotektiven Pyrrol-Alkaloids Daminin (18),

e Aufklarung der Stereostruktur von Sekundérstoffen und synthetischen Verbindungen
unter Anwendung von HPLC-CD, in Kombination mit quantenchemischen CD-

Rechnungen in Kooperation mit theoretischen Chemikern aus unserem Arbeitskreis.
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2 Entwicklung von Wirkstoffen aus dem Meer — eine Einschéitzung

Die Untersuchung von Lebewesen aus dem Meer zur Gewinnung pharmakologisch
interessanter Verbindungen hatte ihren Ursprung vor wenig mehr als 50 Jahren, als Bergmann
und Feeney die Entdeckung der beiden ersten marinen Naturstoffe, Spongouridin (19) und
Spongothymidin (20) aus dem Schwamm Cryptetethia crypta, berichteten (Abb. 7).**! Das groBe
Potenzial mariner Organismen als Quelle neuer, medizinisch wichtiger Sekundirstoffe wurde
jedoch erst mit der Isolierung zweier Prostaglandin-Derivate aus der karibischen Hornkoralle
Plexaura homomalla durch Weinheimer und Spraggins®®! wirklich erkannt. Den Arbeiten dieser
frithen Pioniere folgend wurden bis heute schon mehr als 15.000 neue Naturstoffe aus marinen

Quellen gewonnen.”® Allein in den letzten fiinf Jahren wurden unzihlige Metaboliten™®**”! mit

[48,49]

einer Vielzahl unterschiedlicher biologischer Aktivititen identifiziert, vor allem solche mit

cytotoxischen und antitumoralen Eigenschaften. "2

(o] (0]
H M
HN | HN)j/ e
O)\N O)\N
H H
HO o Ho.. N 20
H H
LT OH HO OH

Abb. 7. Strukturen der Arabinosyl-Nucleotide 19 und 20 aus Cryptetethia crypta.

Trotz dieser groBen Anzahl neuer potenzieller Wirkstoffe haben es bis heute aber nur wenige
davon in die medizinische Anwendung geschafft. Dabei waren ausgerechnet die beiden &ltesten
marinen Naturstoffe, 19 und 20, die Leitstrukturen fiir die Entwicklung der Virustatika Vidarabin
(21), Cytarabin (22), und Acyclovir (23), des pharmakologisch aktiven Bestandteils des
Blockbusters Zovirax” (Abb. 8). Auch das bis vor kurzem einzige andere Beispiel eines marinen
Metaboliten in der Humanmedizin, das antibiotische Cephalosporin C (24) aus dem Pilz

31 welches als semisynthetisches Derivat (Cephalotin sodium)

Cephalosporium acremonium,
breite Anwendung erfihrt, wurde bereits in den 50er Jahren entdeckt. Erst 2006 folgte die
Zulassung eines weiteren Wirkstoffes aus dem Meer, des m-Conotoxins MVIIA (25, Ziconotide),
eines Peptids aus 25 Aminoséuren, das aus dem Gift der Kegelschnecke Conus magus stammt.>¥

Das Toxin blockiert die Ca®*-Kanile an den Synapsen im humanen Nervensystem, verhindert so
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[55]

die Ausschiittung von Neurotransmitttern ™ und wirkt dadurch als hoch potentes Schmerzmittel,

ca. 1000-fach stirker als Morphin."*®

NH,

0
N
N

N

I, b ﬁ>

H,N" N7 TN
HO OH o o> H,N—Cys—Lys—Gly—L
—Cys—Lys—Gly—Lys
OH H HO\J 2 ‘

OH H,N—Cys e |
22 23 ‘ Cys | """""" Cys—Asp— Tyr
|
Lys Thr
HooC ys I Lys Met
Gly Gly
NH H | |~ Cys—Ser—Arg—Leu
NH, - S Ser Ser /
| (s
O H /
N o Me Arg—Cys 25
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Abb. 8.  Strukturen bislang zugelassener Medikamente marinen Ursprungs: die Virustatika Vidarabin
(21), Cytarabin (22) und Acyclovir (23), das Antibiotikum Cephalosporin (24), und das
Schmerzmittel ®-Conotoxin MVIIA (25).

Neben diesen bereits erfolgreich eingefiihrten Medikamenten sind einige marine Naturstoffe
derzeit in der préklinischen”®” oder klinischen®®*” Entwicklung (Tabelle 1). Die Ausbeute an
neuen Medikamenten nach iiber 50 Jahren Forschung auf dem Gebiet der marinen
Naturstoffchemie ist trotzdem sehr unbefriedigend. Doch woher kommt diese gro3e Diskrepanz
zwischen der Fiille neuer bioaktiver Metabolite und der geringen Anzahl zugelassener

Wirkstoffe?

Das Hauptproblem ist ohne Zweifel die schwierige Bereitstellung ausreichender Mengen der
Substanzen, die eine genaue Untersuchung im Rahmen priklinischer und klinischer Studien sehr
arbeitsintensiv und die Produktion im Kilogramm-MaBstab fiir die medizinische Anwendung
nahezu unmoglich macht. Die Produzenten aller in Tabelle 1 aufgefiihrten Sekundérstoffe sind
nédmlich marine Makroorganismen. Eine industrielle Gewinnung der Wirkstoffe aus natiirlichen
Ressourcen ist aufgrund des sehr beschrinkten Vorkommens dieser Lebewesen und der oft
extrem niedrigen Konzentration der pharmakologisch interessanten Verbindungen in den

Produzenten weder 6konomisch lohnend noch 6kologisch sinnvoll. Die chemische Totalsynthese
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ist wegen der meist sehr komplexen Struktur der Substanzen und des damit verbundenen grof3en
Aufwandes vorwiegend keine Alternative. Eine Ausnahme stellt hier wiederum das m-Conotoxin

MVIIA (25) dar, welches durch Festphasen-Peptidsynthese leicht in groBen Mengen synthetisch

darstellbar ist.!®!]

Tabelle 1. Auswahl mariner Naturstoffe in der klinischen Entwicklung.

Wirkstoff Quelle Anwendung Klinische
Phase
Aplidin Aplidium albicans Onkologie v
(Depsipetid) (Manteltier)
Bryostatin 1 Bugula neritina Onkologie II
(Polyketid) (Moostierchen)
Didemnin B Trididemnum solidum Onkologie II
(Depsipetid) (Manteltier)
Dolostatin 10 Dolabella auricularia Onkologie II
(Peptid) (Seehase)
Ecteinascidin 743 Ecteinascidia auricularia Onkologie 1/111
(Isochinolin) (Manteltier)
Kahalalid F Elysia rufescens Onkologie I
(Depsipetid) (Meeresschnecke)
KRN 7000 Agelas Mauritianus Onkologie I
(a-Galactosyl- (Schwamm)
ceramid)
LU 103793 Dolobella auricularia Onkologie II
(Peptid) (Seehase)
Squalamin-Lactat Squalus acanthias Onkologie II
(Aminosteroid) (Hai)
GTS-21 Amphiporus lactifloreus M. Alzheimer, I
(Anabasein- (Schnurwurm) Schizophrenie
Derivat)
IPL 512602 Petrosia contignata Enziindung, I
(Steroid) (Schwamm) Asthma
Manoalid Luffariella variabilis Entziindung, I
(Sesterterpen) (Schwamm) Psoriasis
Methopterosin Pseudopterogorgia Entziindung, I
(Diterpen) Elisabethae Wundheilung

(Weichkoralle)




ENTWICKLUNG VON WIRKSTOFFEN AUS DEM MEER — EINE EINSCHATZUNG 9

Ein Ausweg aus dieser Situation konnte die gezielte Anzucht der Organismen in
Produktionsanlagen (Marikultur) sein. Bislang existieren jedoch nur wenige wissenschaftliche
Untersuchungen zur Durchfiihrbarkeit und Rentabilitdt solcher Projekte. Studien zur Marikultur
von Halichondrin B (10) zeigten, dass die Gewinnung der Verbindung durch Anzucht des
Produzenten prinzipiell machbar ist,®” die Kosten fiir das fertige Medikament auf dem Markt
jedoch viel zu hoch sein wiirden (ca. 12.000 € pro Patient im Jahr).!*’! Die weitere Entwicklung
dieser ansonsten viel versprechenden Substanz wurde aufgrund des sehr unsicheren Nachschubes
inzwischen eingestellt. Die Produktion von Ecteinascidin 743 (26) und Bryostatin 1 (27) in
Freiwasser-Kulturen wurde hingegen nicht nur erfolgreich realisiert,***) sondern kénnte
wahrscheinlich auch 6konomisch lohnend durchgefiihrt werden (Abb. 9).1***) Trotz dieser ersten
Erfolge auf dem Gebiet der Marikultur zeigen sich pharmazeutische Unternehmen diesem Ansatz
gegeniiber jedoch weiterhin skeptisch. Der Aufbau der entsprechenden Infrastruktur wiirde grof3e
Kosten verursachen und die Produktion der Wirkstoffe selbst wiirde unweigerlich gefahrdet
durch viele nicht kontrollierbare Umwelteinfliisse, wie z.B. den Befall der Freiwasser-Kulturen
durch Fraf3feinde oder pathogene Mikroorganismen, die Zerstérung der Plattformen durch
Unwetter oder die Vernichtung der Produzenten durch lang anhaltende Wetterphdnomene, wie

z.B. El Nio.!*¥

OMe

Me
OH

Abb. 9. Ecteinascidin 743 (26) und Bryostatin 1 (27): zwei komplexe marine Wirkstoffe in der
klinischen Entwicklung im Bereich der Onkologie.

Doch es gibt Alternativen! Ein Losungsansatz besteht in der Synthese von strukturell
dhnlichen, aber vereinfachten Derivaten mit analogen oder sogar besseren biologischen

Aktivitéten, als sie die Naturstoffe selbst besitzen. Dies gelang z.B. im Falle des Ecteinascidins
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743 (26). Eine in synthetischen Studien von Corey et al. gewonnene Verbindung, das
Phthalascidin PT650 (28, Abb. 10)1°**" ist genau so wirksam wie 26, weist aber zudem eine
grofere Stabilitit auf.’”) Die Methode der Wahl zur Bereitstellung groer Mengen an 26 ist

momentan aber die von der Firma PharmaMar entwickelte Partial-Synthese!®® des authentischen

Naturstoffes ausgehend von einem strukturell verwandten mikrobiellen Fermentationsprodukt,
[69-71]

dem Cyanosafracin B (29) aus Pseudomonas fluorescens, einem terrestrischen

Mikroorganismus.

© 28 O;S,NH2 29

Abb. 10. Strukturen von PT650 (28) und Cyanosafracin B (29).

Das Beispiel Cyanosafracin B (29) lasst erahnen, dass eine direkte mikrobielle Gewinnung
der gewlinschten Substanzen allen anderen Produktionsansitzen iiberlegen wire. Dies wird auch
deutlich an der vermehrten Erforschung der Sekundirstoffe mariner Mikroorganismen.!>"!
Doch selbst bei einigen Verbindungen, die urspriinglich aus Invertebraten isoliert wurden, ist der
eigentliche biosynthetische Ursprung nicht sicher geklirt.!®”! Oft existieren sehr dhnliche — oder
sogar identische — Sekundirstoffe in Mikroorganismen, die entweder in Symbiose mit den
entspechenden Invertebraten leben oder aber als deren Nahrung dienen kénnten.’®’”! Auch fiir
Bryostatin 1 (27) wurde inzwischen ein potenzieller mikrobieller Produzent gefunden: In
“Candidatus Endobugula sertula,l’® einem y-Proteobakterium aus Bugula neritina, wurde durch
molekulargenetische Methoden ein PKS-I-Cluster identifiziert, das die Biosynthese von 27
codieren konnte.[””! Weitere starke Hinweise auf einen bakteriellen Produzenten waren zum einen
die stark reduzierte Produktion von 27 nach Behandeln von B. neritina mit Antibiotika, zum
anderen der Nachweis, dass nur solche B.-neritina-Individuen Bryostatin 1 (27) aufwiesen, die

80]

einen ganz bestimmten Stamm des Bakteriums enthielten.! Eine Kultivierung des

Endosymbionten zum endgiiltigen Beweis seiner Fihigkeit, 27 zu bilden, ist bisher allerdings
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nicht gelungen. Leider stellt “Candidatus Endobugula sertula® beziiglich der groBen
Schwierigkeiten bei der Anzucht keine Ausnahme dar. Hoch spezialisierte Mikroorganismen, wie

z.B. Symbionten aus Invertebraten, sind bis heute generell kaum kultivierbar!

Die Anwendung mikrobieller Genetik zur Generierung kultivierbarer Produzenten verspricht
die endgiiltige Losung aller bisher beschriebenen Probleme. Nach Identifizierung eines
Biosyntheseclusters, dessen Isolierung und Vervielfaltigung, z.B. durch PCR-Techniken, und
anschlieender Klonierung und Expression des Gens in einem geeigneten, leicht kultivierbaren
Mikroorganismus wiren auch Metabolite nur schwer fermentierbarer Symbionten zuginglich.™®"]
Dies konnte in den letzten Jahren durch Gen-Transfer zwischen untereinander jeweils verwandten
Stimmen an einigen Beispielen gezeigt werden, z.B. bei der Klonierung des Biosynthese-Genes
des Peptid-Antibiotikums Bacitracin von Bacillus licheniformis zu Bacillus subtilis,** bei der
heterologen Expression des Epothilon-Clusters aus dem Myxobakterium Sorangium cellulosum

831 oder bei der Produktion des Telomerase-Inhibitors Griseorhodin A4

in Myxococcus xanthus
Doch auch der Austausch von Biosynthese-Genen nicht verwandter Stimme wurde bereits
erfolgreich durchgefiihrt. So wurde z.B. die Produktion von Epothilon in das schnell wachsende
Bakterium Streptomyces coelicolor™ und die Bildung des Aglycons von Erythromycin aus

Saccharopolyspora erythraea in E. coli verlegt.[*

Clardy und Handelsman ef al. zeigten, dass sogar eine génzlich von der Kultivierbarkeit eines
Organismus unabhingige heterologe Expression von “Umwelt-DNA®“ (Metagenom), also ohne
Informationen {iber den eigentlichen Trager der Erbinformation, mdglich ist. Dies fiihrte z.B. zur

[87]

Entdeckung der neuen Antibiotika Violacein®”! und Turbomycin.*® Das erste Beispiel einer

erfolgreichen Klonierung eines Biosyntheseclusters aus dem Metagenom eines unkultivierbaren

89 am Beispiel des Pederins.”'*? Die

symbiotischen Bakteriums lieferten Piel et all
Anwendbarkeit dieser Techniken im Bereich der marinen Naturstoff-Forschung wurde kiirzlich
erstmals am Beispiel der Patellamide A (30) und C (31) demonstriert (Abb. 11).”*) Dabei gelang
aufgrund genetischer Daten die eindeutige Identifizierung des symbiotischen Cyanobakteriums
Prochloron didemni als Produzent von 30 und 31 sowie der Transfer des Biosynthese-Clusters

und dessen heterologe Expression in E. coli.
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Diese neuartigen molekularbiologischen Methoden bieten nicht nur die Moglichkeit zur
Produktion groBer Mengen pharmakologisch interessanter Wirkstoffe, sondern erlauben schon
durch minimale genetische Verdanderungen der Biosynthese-Sequenz (Metabolic Engineering) die
biotechnologische Darstellung von Derivaten zur Untersuchung von Struktur-Aktivitéts-
Beziehungen (SAR-Studien), wie z.B. kiirzlich gezeigt am Genom von Salinispora tropica durch

Generierung von 33, dem Dehydroxy-Analogon des Naturstoffes Salinisporamid A (32).°*

D7 “ﬁk
S
/\Rj\ “/S /\“/ /)
N/ o
H

/?/\ Me
é\ \ﬂj\/ °
Abb. 11. Strukturen der Patellamide A (30) und C (31) sowie von Salinisporamid (32) und seinem

Dehydroxy-Analogon 33.

ZI

T

Die aufgezeigten Probleme und deren mogliche Losungen machen deutlich, dass fiir eine
verbesserte Entwicklung von marinen Wirkstoffen eine enge Zusammenarbeit verschiedenster
naturwissenschaftlicher Arbeitsfelder nétig ist. Grundlegende Bedingung ist weiterhin die
Isolierung und Strukturaufkldrung neuartiger Verbindungen und die intensive Untersuchung derer
Wirkspektren und -mechanismen. Das tiefe Verstindnis der Biosynthese dieser Metabolite,
erlangt z.B. durch Fiitterungsexperimente mit Stabilisotopen-markierten Vorstufen, aber auch
durch genetische Ansitze, kann entscheidende Erkenntnisse flir die weitere Optimierung der
Produzenten durch molekularbiologische Methoden, wie z.B. dem Metabolic Engineering, liefern.
Komplementiert durch die klassische chemische (Total-)Synthese kann so die Gewinnung von

neuen Medikamenten aus dem Meer in naher Zukunft wesentlich beschleunigt werden.
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3 Untersuchungen zur Struktur und Biosynthese isoprenoider Naturstoffe

3.1 Online-Strukturaufklirung von Secohyperforin (40) aus Hypericum perforatum

Hypericum perforatum (Johanniskraut) ist eine Heilpflanze, aus deren Bliitenstinden

5]

Priparate zur Behandlung von Depressionen hergestellt werden.”” Die medizinische

Wirksamkeit dieser pflanzlichen Droge konnte in mehreren klinischen Studien eindeutig

B¢l und wird den in H. perforatum enthaltenen Sekundirstoffen aus den

nachgewiesen werden
Naturstoff-Klassen der Flavenoide, der Hypericine und der Hyperforine zugeschrieben.”” Die
am besten untersuchte Verbindung aus H. perforatum ist das polyprenylierte Acylphloroglycinol-
Derivat Hyperforin (37),”**! das neben der antidepressiven Wirkung auch antitumorale,
antibakterielle und entziindungshemmende Aktivititen aufweist.'” Die Biosynthese von 37
verlauft in zwei Schritten (Schema 1): Das Grundgeriist 36 der Substanz wird durch eine
Isobutyrophenon-Synthase aus Isobutyryl-Coenzym-A (34) und drei Molekiilen Malonyl-
Coenzym-A (35) aufgebaut'®" und anschlieBend mit fiinf Isopren-Bausteinen (drei Einheiten
DMAPP und ein Aquivalent GPP) aus dem Rohmer-Weg funktionalisiert.'*?

Me Me
3 x \

CoAS
COOH
\ﬂ/\ o
35 O

OHM 2% HO OH
PKS e
DMAPP
_>, e
M Me
e

COAS\H/‘\Me OH O Me_ ~ OH O
36

Schema 1. Biosynthese von Hyperforin (37) aus dem Acylphloroglycinol 36, drei DMAPP-
Bausteinen (rot) und einer Einheit GPP (griin).!'"”!
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Innerhalb des SPP 1152 (Evolution metabolischer Diversitét) wird in der Arbeitsgruppe (AG)
unseres Kooperationspartners Prof. L. Beerhues (Institut fiir Pharmazeutische Biologie, TU
Braunschweig) die Biosynthese der Hyperforine auf enzymatischer und genetischer Ebene
untersucht. Dabei gelang kiirzlich die Charkaterisierung eines Fe*"-abhingingen Enzyms, das die

erste Prenylierung des zentralen Phloroglycinol-Bausteins in H. calycinum katalysiert.'*

Bei der HPLC-DAD-Analyse eines methanolischen Extraktes aus H.-perforatum-Spross-
Kulturen wurden in der AG Beerhues vier Verbindungen mit einem Hyperforin-typischem UV-
Spektrum detektiert. Durch HPLC-MS-Messungen und Koelutionsexperimente mit authentischen
Referenzmaterialen wurden drei der Verbindungen als bekannte Hyperforine erkannt: neben 37

wurden Adhyperforin (38) und Adsecohyperforin (39)!'*Y identifiziert (Abb. 12).

Abb. 12. Strukturen der in Spross-Kulturen von H. perforatum identifizierten Verbindungen: Hyperforin
(37), Adhyperforin (38) und Adsecohyperforin (39).

Das vierte Derivat wies eine im Vergleich zu 37 um einen Prenylrest geringere Masse auf; die
Aufklarung der Struktur war jedoch durch massenspektroskopische Untersuchungen allein nicht
moglich und sollte deshalb in unserer Gruppe durchgefiihrt werden. Ausgangsmaterial waren
methanolische Extrakte aus Spross-Kulturen von H. perforatum, die in Braunschweig hergestellt
und in gekiihlten Behiltern nach Wiirzburg verschickt wurden. Die Analyse der Inhaltsstoffe
mittels HPLC-MS/MS bestitigte das Fehlen einer Prenyl-Einheit in der unbekannten Verbindung.
Versuche, die Substanz durch priparative HPLC zu isolieren und durch klassische NMR-
spektroskopische Methoden strukturell zu charakterisieren, schlugen aufgrund der in der Literatur
fiir Hyperforine bereits beschriebenen Instabilitdt!''%! der Substanz gegeniiber Licht und
Sauerstoff fehl. Die Methode der Wahl zur Aufklarung der Konstitution der Verbindung war
daher die HPLC-NMR-Analyse. Die Nutzung voll-deuterierter HPLC-Losungsmittel erlaubte
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eine Aufnahme der NMR-Spektren ganz ohne die normalerweise ndtige Unterdriickung der
Solvens-Protonen der Eluenten, und damit in Kombination mit der Verwendung eines Kryo-
Probenkopfes (5 mm DCH CryoProbe mit CryoFit, Bruker) eine wesentliche Verbesserung der
Empfindlichkeit der Online-NMR-Experimente. So gelang es auch erstmals, erfolgreich Online-
HMQC- und Online-HMBC-Messungen durchzufiihren und somit die chemische Umgebung aller

Protonen im Molekiil vollstindig zu bestimmen (Tabelle 2).['""]

Tabelle 2. Online-NMR-Daten ('H: 600 MHz; ">C 150 MHz) von Secohyperforin (40)

Position 'H J Bc HMBC NOESY

1 2
2 2
3 46.8
4 1.49 m 43.8 14, 15
5 1.39 m 2 15

1.85'
6 2
7 2
8 2
9 2
10 210.6°
11 2.15 br 41.5° 12,13
12 0.94 d (6.7) 21.6 10,11, 13 11,13
13 1.03 d (6.5) 20.9 10,11, 12 11,12
14 1.16 s 23.6 3,4,15 4,15,21,25
15 0.93 s 16.0 3,4, 14 4,5,14,21,25
21 2.07' 27.5° 14,15
22 4.96 m 123.6 24
23 133.8°
24 1.64 s 25.7 22,23,25 22
25 1.53 s 17.7 22,23,24 14, 15
26 3.06 d (6.8) 22.2 32 27
27 5.04 m 121.8 27,29
28 133.9°
29 1.63 s 25.6 27,28, 30 27
30 1.67 s 17.9 27, 28,29
31 2.40 dd (7.1, 14.9) 30.1

2.47 br 30.1
32 4.93 m 120.6 32
33 134.4°
34 1.61 s 25.8 32, 33, 35 34
35 1.63 s 18.0 32, 33,34

' Chemische Verschiebung wegen Signal-Uberlappungen im 'H-Spektrum dem Online-NOESY-
Spektrum entnommen; * Signal nicht detektiert; > Chemische Verschiebung aus dem Online-HMBC-
Spektrum abgelesen.



STRUKTUR UND BIOSYNTHESE ISOPRENOIDER NATURSTOFFE 16

Die Auswertung des Online-'H-Spektrums bestitigte bereits das Fehlen einer der Cs-
Seitenketten, da in der Region um ca. 5 ppm, also bei der typischen chemischen Verschiebung
eines Protons an der Doppelbindung eines Prenyl-Bausteins, lediglich drei Signale erkennbar
waren. Im Hochfeld des Spektrums waren die Singuletts zweier jeweils an ein quaternédres C-
Atom gebundener Methylgruppen, CH3-14 und CHs-15, zu finden, die im COSY-Spektrum eine
starke Wechselwirkung zueinander aufwiesen. Dies deutete bereits darauf hin, dass Verbindung
40 an C-3 lediglich einen weiteren Methyl-Substituenten trégt, und nicht, wie im Hyperforin (37),
eine prenylierte CH,-Einheit. Im NOESY-Spektrum von 40 waren Kreuz-Signale von CH;3-14
und CHs-15 zu beiden diastereotopen Protonen an CH;-21 und zu CH3-25 zu sehen, also zu der
CH;-Einheit und zu einer Methyl-Gruppe des benachbarten Prenyl-Restes. CH3-14 koppelte
dartiber hinaus noch mit CH-4. Die chemischen Verschiebungen aller Protonen-tragender
Kohlenstoffatome wurden durch Aufnahme eines Online-HMQC-Spektrums ermittelt (Tabelle 2).
Basierend auf diesen Zuordnungen konnte die Struktur von 40 durch zusitzliche Analyse von
Online-HMBC-Wechselwirkungen  vollstindig aufgekldrt werden (Tabelle 2). Die
Methylgruppen CHs-14 und CH3-15 koppelten jeweils mit C-3 und C-4 sowie miteinander, so
dass sich fiir 40 die in Abb. 13 gezeigte Konstitution ergab.!'"”)

40

Abb. 13. Wichtige Online-NOESY- (griin) und Online-HMBC-Wechselwirkungen (rot) zur Aufkldrung
der Konstitution von Secohyperforin (40)

Bestitigt wurde die Struktur mittels Bestimmung der Positionen der beiden anderen Alkyl-
substituierten Methylgruppen, CH3-12 und CHs-13, durch deren NOESY-Kreuzsignale
zueinander und zu CH-11, durch deren HMBC-Interaktionen zu C-11 und C-10 sowie durch die

Zuordnung aller Signale der weiteren Cs-Seitenketten im Molekiil (Tabelle 2).
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Die relative und die absolute Konfiguration der Stereozentren in Hyperforin (37) aus H.
perforatum wurden durch Rontgenstrukturanalyse des 3,5-Dinitrobenzoesiure-Esters!'™! bzw.

[109]

des para-Bromobenzoesiure-Esters ermittelt und konnen aufgrund der analogen Biosynthese

von Secohyperforin (40) fiir diese Substanz als identisch angenommen werden.

Die so charakterisierte Verbindung Secohyperforin (40) wurde bislang lediglich von

Erdelmeier et al. in einem Tagungsbeitrag erwihnt,!''”

allerdings bis heute ohne jegliche Angabe
spektraler Daten. Ein strukturell sehr dhnlicher Sekundérstoff, das Hyperfirin, dem im Vergleich
zu 37 nicht die Cs-Seitenkette an C-15, sondern die an C-4 fehlt, wurde kiirzlich durch HPLC-

SPE-NMR- und HPLC-MS-Experimente in Johanniskraut aus Griechenland entdeckt.!''"!

Im Rahmen der gemeinsamen Arbeiten wurde in der AG Beerhues das Verhalten der H.-
perforatum-Kulturen bei Behandlung mit unterschiedlichen Elicitoren und Phytohormonen
untersucht. Auf der Ebene des Sekundérstoffwechsels konnte so gezeigt werden, dass bei Zugabe
groBerer Mengen 6-Benzylaminopurin (BAP) die Produktion von 37 angeregt wird, wihrend die
von 40 konstant bleibt. Bei Erhohung der Konzentration von 1-Naphthyl-Essigsdure (NAA) im
Medium wird hingegen die Bildung von 40 stimuliert, wihrend die Menge an 37 stabil ist..'"”
Diese Anderung des Verhiltnisses von 37 zu 40 bei Gabe von Phytohormonen bietet nicht nur die
Moglichkeit zur gezielten Produktion eines der beiden Metabolite, sondern zeigt zudem, dass
deren Bildung stark durch endogene Stimuli beeinflusst wird. Dies deutet darauf hin, dass
Secohyperforin (40) nicht lediglich ein Nebenprodukt der Hyperforin-Biosynthese ist. Das
diprenylierte Acylphloroglycinol 36 (Schema 1) kann demnach nicht nur selektiv mit einer
Geranyl-Seitenkette, sondern je nach duflerem Einfluss auch mit einer Dimethylallyl-Einheit
verkniipft werden. Derzeit laufen in der Gruppe von Prof. L. Beerhues daher biochemische
Untersuchungen zum Nachweis von differentiell regulierten Prenyltransferasen, deren Substrat

entweder DMAPP oder GPP sein kann.
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3.2 Aufklirung der Stereostruktur und der Biosynthese isoprenoider Metabolite aus

Streptomyces cinnamonensis DSM 1042

In der AG von Prof. L. Heide (Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Universitét Tiibingen),
einem unserer Kooperationspartner innerhalb des SPPs 1152, werden Funktion und Evolution
von Enzymen zur Prenylierung von Sekundérstoffen untersucht, z.B. anhand der Metaboliten des
Bakterienstammes Streptomyces cinnamonensis DSM 1042, einem Produzenten von

Furanonaphthochinon I (FNQ I, 41)!""'* und Endophenazin A (42, Abb. 14).1'"*!

Abb. 14. Strukturen der Metaboliten Furanonaphthochinon I (41) und Endophenazin A (42) aus
Streptomyces cinnamonensis DSM 1042.

In Vorarbeiten von Heide et al. gelang die Klonierung und Sequenzierung eines
zusammenhingenden 81.5 kb groBen DNA-Abschnittes dieses Streptomyceten, welches das
Gencluster zur Steuerung der Biosynthese beider Verbindungen, 41 und 42, enthilt.
Uberraschend war dabei, dass sich auf diesem Teil der DNA lediglich eines der sechs notigen
Gene zur Isopren-Biosynthese iiber den Mevalonat-Weg (MEV) befindet, welches
wahrscheinlich eine Mevalonat-Kinase kodiert."'¥ Bei allen anderen bislang in der Literatur
beschriebenen prenylierten Naturstoffen aus Actinomyceten, deren Prenyl-Einheiten iiber den

(1161 Napyradiomycin,!''"! BE-

MEV-Weg gebildet werden, wie z.B. Naphterpin,!''*! Furachinocin,
40644 und Terpenticin,!''"” finden sich die dafiir notigen Enzyme jeweils auf dem
entsprechenden Biosynthese-Cluster in einem Operon. Diese sechs ORFs (Open Reading Frames)
— (a) HMG-CoA-Synthase, (b) HMG-CoA-Reduktase, (c) Mevalonat-Kinase, (d) Phosphomeva-
lonat-Kinase, (¢) Mevalonat-Diphosphat-Decarboxylase und (f) Typ-2-IPP-Isomerase — sind
zudem in allen Literatur-Beispielen in der gleichen Reihenfolge (c-e-d-f-b-a) angeordnet und

zeigen jeweils eine hohe Ubereinstimmung (70%) innerhalb der Orthologen auf Ebene der

Aminosiure-Sequenz.!"*'?*! Daher stellte sich die Frage, ob die fehlenden fiinf Gene des MEV-
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Weges in Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 im Laufe der Evolution verloren gingen und
ob die Cs-Bausteine in diesem Organismus daher aus dem Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat-Weg
(MEP) stammen. Streptomyceten produzieren vor allem Terpenoide des Primirstoffwechsels
iiber MEP, zB. diec Menachinone, "™ aber auch die Prenyl-Bausteine einiger
Sekundirmetaboliten, z.B. von Pentalenolacton,[lzs] Carquinostatin B,[lzé] Moenomycin A" yund
von Novobiocin."**'*1 In Kooperation mit der AG von Prof. L. Heide sollte daher die
Biosynthese von 41 und 42 durch Fiitterung geeigneter Stabilisotopen-markierter Vorstufen (AG
Heide) sowie durch Isolierung und NMR-spektroskopische Analyse des Einbaumusters der
Metaboliten in Zusammenarbeit mit Tanja Gulder aus unserem Arbeitskreis aufgeklart

werden.?"

3.2.1 Isolierung und Verifizierung der Strukturen von FNQ I (41) und Endophenazin A (42)

Grundlage fiir die Untersuchungen zur Biosynthese von FNQ I (41) und Endophenazin A (42)
war die Etablierung einer Methode zur Isolierung der Verbindungen und die Uberpriifung der

(21131 7 ndchst mit Material aus Testfermentationen mit unmarkierten

publizierten Strukturen,
Precursoren. Die Extraktion der Bakterien-Zellen und die Aufarbeitung des Rohextraktes erfolgte
bereits in der AG Heide. Die beiden Verbindungen, 41 und 42, wurden dann in unserer Gruppe
mittels praparativer HPLC unter Verwendung einer Symmetrie-C18-Sdule (Waters, 300mm x
19mm) und eines Wasser/Acetonitril-Gradienten isoliert. Die Aufnahme und Auswertung der
NMR-Spektren der so gewonnenen Reinsubstanzen zeigte die Richtigkeit der publizierten
Strukturdaten. Lediglich die auf den HMQC- und HMBC-Wechselwirkungen unserer Spektren
beruhenden Zuordnungen der chemischen Verschiebungen der Kohlenstoff-Signale von C-4a und
jhn2

C-9 sowie von C-7 und C-9a waren im Vergleich zur Zuordnung von Sedmera ef a I jeweils

vertauscht. Die Richtigkeit der eigenen Ergebnisse und damit der Fehler in den Literaturdaten

bestitigte sich durch Auswertung der Kopplungskonstanten in markiertem 41.1'*

Neben der Uberpriifung der Konstitutionen der beiden Naturstoffe war auch die Aufklirung
der in der Literatur noch unbekannten Absolutkonfiguration von FNQ I (41) fiir Untersuchungen
der Stereoselektivitdit der Prenylierungs-Enzyme in der AG Heide von Interesse. Die
Relativkonfiguration der Stereozentren wurde bereits durch Aufnahme eines NOESY-NMR-

Spektrums eindeutig bestimmt. So ergab sich eine trans-Anordnung der beiden Methylgruppen
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an C-2 und C-3. Damit war nur noch eine Unterscheidung zwischen den beiden Enantiomeren,
(25,35)-41 und (2R,3R)-41, ndtig. Erreicht wurde dies durch Vergleich des experimentell
gemessenen CD-Spektrums des Naturstoffes mit den von M. Reichert quantenchemisch
berechneten CD-Kurven der beiden moglichen Stereoisomere (Abb. 15). Diese in unserer Gruppe
etablierte und weiterentwickelte Methode wurde bereits mehrfach erfolgreich zur Aufklarung der
Absolutkonfiguration anderer Naturstoffe angewandt."*") Im Fall von 41 wurden die Spektren
von M. Reichert sowohl mittels TD-DFT (B3LYP/TZVP)!"**"** als auch unter Verwendung von
DFT/MRCI/SVP"**! berechnet. Durch Vergleich der berechneten und der experimentellen CD-
Kurven konnte mit beiden theoretischen Ansétzen eindeutig die (25,3S5)-Konfiguration von 41
ermittelt werden. Der DFT/MRCI/SVP-Ansatz lieferte eine nahezu perfekte Ubereinstimmung

der CD-Spektren iiber den gesamten Wellenldngen-Bereich hinweg.

15 15 -
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Abb. 15. Aufkliarung der Absolutkonfiguration von FNQ I (41) durch Vergleich des experimentellen CD-
Spektrums mit den durch quantenchemische CD-Rechnungen (M. Reichert) vorhergesagten
Kurven (oben: B3LYP/TZVP, unten: DFT/MRCI/SVP).
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3.2.2 Untersuchungen zur Biosynthese von FNQ I (41) und Endophenazin A (42)

Zur Aufklarung der Biosynthese des Polyketid-abgeleiteten Naphthochinon-Teils von FNQ I
(41) und der Isopren-Bausteine von 41 und Endophenazin A (42) wurde zunichst '*C,-markiertes
Acetat an Kulturen von Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 gefiittert.**) Als Vorstufe fiir
den Polyketid-Teil von 41 ist, dhnlich wie bei der Biosynthese der Napyradiomycine,!''”! der

U] und von Skytalon,'?”"**1 das symmetrische Pentaketid

Furachinocine,''” des Naphterpins
1,3,6,8-Tetrahydroxynaphthalin (THN, 43), das Produkt der Typ-3-Polyketidsynthase Fnq6,"''¥
sehr wahrscheinlich. Infolge dessen wire nach Oxidation, Prenylierung sowie C- und O-
Methylierung dieser Verbindung zum Naturstoff 41 eine vollstindige Randomisierung des C,-
Einbaumusters zu erwarten (Schema 2).!''*! Eine Markierung der Prenyl-Bausteine von 41 und 42

wire bei Fiitterung von *C,-Acetat lediglich bei deren Aufbau iiber den Mevalonat-Weg zu

beobachten.
o 0 Me, OHO
5 —»  Hooc X
Me)I\O' Me)I\SCoA SCoA
1302—Acetat Acetyl-CoA HMG-CoA
lPKS 1300244
OH  OH OH  OH Ve
= O-
= S
6 3 6 3
HO OH HO OH IPP aus MEV
13 l
Me fole
o OH . CO,H
Me N e @EN\
‘e Me =
MeO 07 “Me N
© 41 42
Schema 2. Erwartetes Einbau-Muster in 41 und 42 nach Fiitterung von "“C,-Acetat. *C-markierte
Positionen sind dicker und in Farbe (griin = Mevalonat-Weg, blau = polyketidisch)

eingezeichnet.

Die "’C-NMR-spektroskopische Charakterisierung von Endophenazin A (42) aus der
Fiitterung von "C,-Acetat ermoglichte die eindeutige Aufklirung des biosynthetischen

Ursprungs der Cs-Seitenkette (Abb. 16). Die starke Kopplung der Kerne an C-3' und C-5' (J =



STRUKTUR UND BIOSYNTHESE ISOPRENOIDER NATURSTOFFE 22

42.2 Hz) und eine Wechselwirkung zwischen C-2' und C-1' *J = 43.7 Hz)"* standen im
Einklang mit einer Biosynthese von IPP iiber den MEV-Weg. Uberraschenderweise war neben
der Interaktion von C-3' nach C-5' eine weitere — wenngleich wesentlich schwéchere —
Wechselwirkung zwischen C-3' und C-4' zu beobachten. Dies deutet auf den Einbau einer
intakten C,-Einheit auch in dieser Position hin und offenbart die nicht ganz perfekte
Stereokontrolle der DMAPP-IPP-Isomerase beim Aufbau der Prenyl-Bausteine in Streptomyces

cinnamonensis DSM 1042.13%

C-5 C-3

42.2 & c-3 42.2 & C-5
(C-4)

[ppm] T DA
18.8 18.0 136.1 135.1
C-2’ c-4
(Haupt-Isotopomer) 43.7 h C-1 (Neben-Isotopomer)
42 l 42
[ppm] e T
121.0 120.0 265 255

Abb. 16. Markierungsmuster der Prenyl-Seitenkette von Endophenazin A (42) nach Fiitterung von "“C,-
Acetat an Streptomyces cinnamonensis DSM 1042. Die "*C-markierten Bausteine aus dem
MEV-Weg sind griin gekennzeichnet.

Das nach Applikation von *Cy-Acetat isolierte FNQ I (41) zeigte im “C-NMR-Spektrum
eine starke Markierung aller Kohlenstoffatome im Ring (ca. 5.4 % "C-Atome). Jede Position
wies dabei — wie erwartet — zwei gleich starke, direkte und voneinander unabhingige *C-"*C-
Kopplungen auf, als Resultat von Interaktion zu jeweils zwei benachbarten *C-Kernen. Dieses
Kopplungsmuster entsteht durch eine Uberlagerung der Signale der beiden mdglichen
Anordnungen der C,-Einheiten in den zwei Isotopomeren von 41 (vgl. Schema 2) und beweist
eindeutig die postulierte Desymmetrisierung eines spiegelsymmetrischen Biosynthese-
Intermediates, wahrscheinlich 1,3,6,8-THN (43). Das Fehlen einer Markierung an der
Methylgruppe an C-6 und an der Methoxyfunktion an C-7 zeigte zudem, dass diese Einheiten
durch nachtrigliche C- bzw. O-Methylierung an den zentralen Polyketid-Baustein angefiigt

werden  (wahrscheinlich ~ vermittelt  durch  die  S-Adenosyl-Methionin-abhéngigen
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Methyltransferasen Fnq9 und Fng27),!''¥

[116]

dhnlich wie in der Biosynthese des strukturell

verwandten Furachinocins.

Auch der isoprenoide Teil von FNQ I (41) wies im *C-NMR-Spektrum eine deutliche "*C-
Anreicherung auf. Durch Analyse der “J-Kopplungskonstanten dieser Kohlenstoffatome gelang
die Lokalisierung jeweils zweier intakter '*C,-Bausteine und eines einzelnen *C-Atoms in beiden
Cs-Ketten (Abb. 17). Die *C,-Einheiten befinden sich demnach zwischen C-2/Me-2 (*J = 39.9
Hz) und C-3/Me-3 (% = 35.3 Hz) sowie zwischen C-11/C-12 (*J = 43.9 Hz) und C-13/C-14 (*J =
42.2 Hz), die C-Singuletts an C-10 und C-15. Der experimentell ermittelte Einbau von "*C,-
Acetat in 41 steht somit in vollem Einklang mit dem erwarteten Markierungsmuster bei der

Bildung von IPP iiber den MEV-Weg ">

C-2 Me-2 c-12 c-11

A A i A
399 IMe2 399 lc2 Me)J\ONa 439 1c1 439( 1c12

AoAl el

[ppm] Fitterung an S. cinnamonensis
88.6 87.8 16.0 152 1244 1236 242 234
C-13 C-14
C-3 Me-3

42.2 H\ C-14 42.2 H\ C-13

3538\ Me-3 3538\
uww m

[ppm] T
47.4 466 202 194 1328 1320 182 174
*‘O\\ ‘e \ c18
MeO MeO \
[ppm] Resasanassans
384 376 262 254

Abb. 17. Markierungsmuster von FNQ I (41) nach Fiitterung von “C,-Acetat an Streptomyces
cinnamonensis DSM 1042. *C-markierte Bausteine sind farblich gekennzeichnet (griin = MEV-
Weg, blau = polyketidisch).

Zur Uberpriifung eines mdoglichen Beitrages des MEP-Weges zum Aufbau der Prenyl-
Einheiten sollte zudem eine markierte Vorstufe appliziert werden, die je nach biosynthetischem
Ursprung von IPP, entweder iiber MEV oder MEP, zu unterschiedlichen diskreten

Markierungsmustern fiihrt. In friiheren Studien an Novobiocin wurde zu diesem Zweck 1-">C-D-
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Glucose verwendet.!'** Vorversuche mit unmarkierter Glucose zeigten jedoch, dass selbst bei
Fiitterung geringer Mengen des Zuckers die Sekundérstoff-Bildung stark reduziert wird. Da das
von Sedmera et al. beschriebene Produktionsmedium fiir 41 und 42 Glycerol als Kohlenstoff-

"2 wurde fiir die Fiitterungsexperimente schlieflich 2-"*C-Glycerol verwendet.

Quelle enthielt,!
Die theoretisch moglichen Einbau-Muster bei Inkorporation der Markierung {iber MEV oder

MERP sind in Schema 3 dargestellt.

2-C-Glycerol kann demnach iiber L-Glycerol-3-Phosphat, Dihydroxyaceton-Phosphat und
D-Glyceraldehyd-3-Phosphat in Pyruvat umgewandelt werden, welches, zusammen mit einem
weiteren Aquivalent D-Glyceraldehyd-3-Phosphat, iiber den MEP-Weg an C-2 und C-3
markiertes IPP ergeben sollte. Alternativ konnte Pyruvat unter Decarboxylierung zu 1-"C-
Acetyl-Coenzym-A umgesetzt werden. Durch Einbau dieses C,-Bausteines in den
polyketidischen Naphthochinon-Kern von 41 sollte sich dann eine '*C-Anreicherung an den
Positionen C-4, C-5, C-7, C8a und C-9a ergeben. Eine biosynthetische Umsetzung des 1-"°C-
Acetyl-Coenzyms-A iiber den MEV-Weg wiirde an C-1 und C-3 markiertes IPP liefern.

Die Analyse des “C-NMR-Spektrums von 41 aus der Fiitterung von 2-">C-Glycerol an
Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 zeigte erneut eine hohe *C-Einbaurate. Der acetogenine
Naphthochinon-Teil des Molekiils wies die erwartete Markierung an C-4, C-5, C-7, C-8a und C-
9a auf. Die beiden Kohlenstoff-Atome C-3 und C-13 aus dem isoprenoiden Teil von 41, die
sowohl iiber MEV als auch iiber MEP markiert werden sollten, waren am stirksten “C-
angereichert (ca. 9% '*C-Gehalt). Zudem wurde ein C-Einbau sowohl an den MEV-
spezifischen Kohlenstoffen Me-2 und C-11 (ca. 6.5 %) als auch an den ausschlielich iiber den
MEP-Weg markierbaren Positionen C-2 und C-12 (ca. 1.5 %) gefunden (Abb. 18).["*"
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Biosynthetische Umsetzungen Me __Me
katalysiert durch: IPP aus dem
Mevalonat-We
A Glycerol-Kinase . e g CO-H
O HO Me N
AN
B L-Glycerol-3-Phosphat- AN | A A0 | ——— @[ D
Dehydrogenase 2 N 49
HMG-CoA

C Phosphotriose-

Isomerase
Acetyl-CoA
o OH CO, o
“H o)
OH o Me/u\SCoA
Me
OH
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[2- "C]-Glycerol
A Me Me
OH OH H CO,H
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oH B ¢c.° OH )3\/0 NS
\ - S
OH — > 0] ~— H H,C s >
N
0-PO," 0-PO,” 0-PO;” IPP aus dem 42
L-Glycerol- Dihydroxyaceton- D-Glyceraldehyd- MEP-Weg
3-Phosphat Phosphat 3-Phosphat
Schema 3. Erwarteter '*C-Einbau nach Fiitterung von 2-">C-Glycerol an Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 in FNQ I (41) und

Endophenazin A (42) iiber den MEV- und den MEP-Weg.!"*"! *C-markierte Positionen sind dick und farblich gekennzeichnet
(griin = MEV-Weg, rot = MEP-Weg, blau = polyketidisch).
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Abb. 18. C-NMR-Spektrum und Markierungsmuster von FNQ I (41) nach Fiitterung von 2-"C-
Glycerol an Streptomyces cinnamonensis DSM 1042. C-markierte Bausteine sind farblich
gekennzeichnet (griin = MEV-Weg, rot = MEP-Weg, blau = polyketidisch).

Die Ergebnisse dieses zweiten Fiitterungsexperiments beweisen eindeutig, dass die
Biosynthese der Cs-Bausteine fiir den Sekunddrstoffwechsel in Streptomyces cinnamonensis
DSM 1042 vor allem iiber den MEV-Weg (ca. 80 % Beitrag), gleichzeitig aber auch iiber den
MEP-Weg (ca. 20 %) verlduft. Eine simultane Verwendung dieser beiden Biosynthese-Wege zu
IPP in Actinomyceten wurde in der Literatur bislang lediglich zweimal beschrieben. Seto et al.
zeigten in diesen Publikationen, dass Menachinone des Primirstoffwechsels in Actinomyceten
iiber MEP, gleichzeitig aber Sekundirstoffe der entsprechenden Organismen wie etwa
Naphterpin aus Streptomyces aeriouvifer™*'! und BE-40644 aus Actinoplanes sp. A40644,!'%]
vorwiegend mit IPP-Einheiten aus dem MEV-Weg aufgebaut werden. Die Gruppe schloss daraus,
dass der MEP-Weg in einem frithen Stadium des Wachstums dieser Bakterien arbeitet, zu einem
spateren Zeitpunkt hingegen, mit Beginn der Produktion von Sekundédrmetaboliten, der MEP-
Weg “abgeschaltet” und ausschlieBlich der MEV-Weg aktiviert wird. Unsere Ergebnisse fiihrten
zu dem Schluss, dass in Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 zumindest fiir einen bestimmten
Zeitabschnitt beide Biosynthese-Routen gleichzeitig fiir den Sekundérstoffwechsel zur

Verfiigung stehen miissen. Damit gelang es erstmalig die Verwendung beider Wege zur
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Produktion ein und desselben Metaboliten, 41, zu beweisen und gleichzeitig deren jeweiligen

prozentualen Anteile zu quantifizieren.!*")

Wie unter 3.2.2 beschrieben, wies das Biosynthese-Gencluster fiir FNQ I (41) lediglich eines
der sechs notigen Gene (wahrscheinlich das der Mevalonat-Kinase) zur Biosynthese von IPP tiber
den MEV-Weg auf!"'" Die Resultate der Fiitterungsstudien belegen jedoch eindeutig einen
groBBen Anteil der MEV-Route an der Biosynthese der Cs-Einheiten (80 %). Dies steht somit in
scharfem Kontrast zu allen bislang in der Literatur beschriebenen isoprenoiden Sekundérstoff-
Clustern, in denen immer alle sechs Gene des MEV-Weges enthalten sind.!'**'**! Ein Screening
von bakterieller DNA nach der stark konservierten HMG-CoA-Reduktase-Sequenz, wie es von
Kuzuyama et al. als einfache Methode zum Auffinden von Biosynthese-Clustern isoprenoider

142]

Naturstoffe vorgeschlagen wurde,!'*? ist nach Kenntnis dieser neuen Ergebnisse daher nicht mehr

ausreichend.
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4 Aufklirung der Struktur und Biosynthese aromatischer Polyketide

Acetogenine Sekunddrstoffe kommen in der Natur ubiquitir vor. Sie finden sich in
Mikroorganismen (Bakterien, Pilzen, Algen, etc.) ebenso wie in hoheren Lebewesen (Pflanzen
und Tieren) und erfiillen dort unterschiedlichste Funktionen, wie z.B. als Pigmente in Pflanzen-
Bliiten oder als Antibiotika in Bakterien. Allen Vertretern dieser Naturstoffklasse gemein ist
jedoch deren durch sog. Polyketid-Synthasen (PKS) katalysierte Biosynthese aus einfachsten
Carbonsiure-Bausteinen des Primirstoffwechsels."*”) Dabei wird zunichst eine Starter-Einheit,
meist Acetyl-CoA, durch eine decarboxylative Claisen-Reaktion mit einem Malonyl-CoA-
Derivat unter Ausbildung einer Aceto-Acetyl-CoA-Verbindung um eine C,-Einheit verlédngert.
Dieser Mechanismus ist identisch mit dem der Kettenelongation in der Fettsdure-Biosynthese des
Primirstoffwechsels.'*!  Die Selektivitit bestimmter Polyketid-Synthasen fiir an C-2-
funktionalisierte Malonsédure-Derivate (z.B. 2-Methylmalonat) liefert jedoch zusétzlich die
Moglichkeit zur Biosynthese verzweigter Polyketide. Anders als beim Aufbau von Fetten, bei
dem meist eine vollstindige Reduktion des neu eingefiihrten C,-Bausteines stattfindet
(Ketosdure-Reduktion, Dehydratisierung, Hydrierung), kann die iterative Verldngerung einer
Polyketid-Kohlenstoftkette zudem auch génzlich ohne oder mit nur teilweiser Reduktion
fortgesetzt werden. Dies fiihrt zu der enormen strukturellen Diversitét acetogeniner Kohlenstoff-
Grundkdrper. Aus nicht vollstindig hydrierten Bausteinen entstehen so etwa Polyene, wie z.B.
das Nystatin A (6, Abb. 2).1"” Nicht dehydratisierte Vorliufer konnen zu Polyethern umgesetzt
werden, beispielsweise zu dem 1976 entdeckten marinen Giftstoff Maitotoxin!'*"! (dem wohl
groBten organischen Biomolekiil, welches nicht als Polymer vorliegt), dessen Struktur aufgrund
seiner hohen Komplexitit und Grofle (Summenformel: C;¢4H256068S2Na,, insgesamt 32 cyclische
Ether unterschiedlicher Ringgrofe, 98 Stereozentren) noch immer nicht sicher vollstindig
aufgeklart werden konnte.!'*) Génzlich unreduzierte, hoch reaktive Poly-8-Keto-Intermediate
liefern schlieBlich aromatische Polyketide,'*! wie z.B. die Tetracycline (5, Abb. 2).”! Die

[147] etwa

mogliche Modifikation der so erhaltenen Grundgeriiste durch sog. 'Tailoring'- Enzyme,
durch Funktionalisierung von Heteroatomen (z.B. SAM-induzierte Methylierung, Ankniipfung
von Zuckerresten), aber auch durch komplexere chemische Modifikationen (z.B. Epoxidierung,
phenoloxidative Kupplung, Diels-Alder-Reaktionen), flihrt zu einer weiteren Potenzierung der

strukturellen Vielfalt acetogeniner Metabolite.
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Biosynthetisch besonders interessant ist der Aufbau aromatischer Polyketide aus Poly-f-
Keto-Estern. Die aufgrund der hohen Dichte von elektrophilen (Keto-Gruppen) und nucleophilen
Positionen (Methylen-Einheiten jeweils zwischen zwei Carbonyl-Funktionen sowie die
Sauerstoff-Funktionen selbst) extrem reaktiven Intermediate werden durch die an ihrer Bildung
beteiligten PKS-Enzymkomplexe stabilisiert und hoch regioselektiven Cyclisierungsreaktionen
unterworfen. Die Bedeutung der strikten Kontrolle der Regioselektivitdt dieser Folgereaktionen,
induziert durch die so genannte Polyketid-Faltung, wird schon bei der Betrachtung zweier (von
mehreren moglichen) Produkte des einfachsten Tetraketids 44 deutlich (Schema 4).[140] Bei einer
Faltung von 44 iiber Weg A zu 44-A, mit anschlieBender Aldolkondensation iiber 45 zum
cyclischen Keton 46, entsteht nach Aromatisierung durch Enolisierung der verbliebenen
Carbonyl-Funktionen und anschlieBender Abspaltung vom Enzym Orsellinsdure (47). Verlauft
die Cyclisierung iiber das Intermediat 44-B, also durch eine initiale Claisen-Reaktion {iber 48
unter Abspaltung vom Enzym zu Keton 49, ergibt sich nach Aromatisierung durch Enolisierung
jedoch Phloroacetophenon (50). Durch die selektive enzymatische Steuerung der Faltung wird
also in der Natur eine weitere Moglichkeit zur strukturellen Diversifizierung selbst einfacher

Poly-f-Keto-Ester, wie 44, bereitgehalten.

o) O  PKS O o o o 44

—_ Poly-p-Keto-Ester
Me)J\SCoA +3x ’)kSCoA — Me/u\/u\)J\/U\SEnzym a

CO,H
Acetyl-CoA Malonyl-CoA A Polyketid- B
Faltung

(o] (e} (6] (6] (0] (0] (e} (6]
H
< SEnzym SEnzym Me " Me
o Me (O (O o SEnzym
C,OH o) Me o] SEnzym C@O
44-B 4

l 45 44-A

*
o o OH O OH O o o
J:j\/U\SEnzym /@fmw 50 /@fu\Me /l/ii[mwle
_> 4—
o Me HO Me HO OH o o
46 47 49

Schema 4. Einflul der enzymatischen Faltung eines Tetraketids (44) zu (44)-A oder (44)-B auf die
Konstitution der PKS-Produkte 47 bzw. 50.1'*

Bemerkenswert ist dabei, dass bei mehrcyclischen aromatischen Polyketiden anscheinend

immer eine vom Produzenten abhingige spezifische Faltung des zuerst cyclisierten Ringes
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vorliegt. Im Jahr 2001 wurde daher von R. Thomas eine bislang allgemeingiiltige Regel zur

Klassifizierung der Faltungsmodi solcher Verbindungen aus Bakterien, Pilzen und Pflanzen

18] _ pasierend auf empirischen Daten von bis dato in der Literatur beschriebenen

aufgestellt!
Ergebnissen aus Fiitterungsexperimenten mit Stabilisotopen-markierten Vorstufen. In
prokaryotischen Organismen (Bakterien) werden demzufolge nach dem Modus S (S von
Streptomyces) im zuerst cyclisierten Ringsystem drei Malonyl-abgeleitete intakte C,-Bausteine
eingebaut, wihrend in Eukaryoten (Pilzen und Pflanzen), nach dem Modus F (F von Fungi), dort
lediglich zwei C,-Einheiten zu finden sind. Diese Regel gilt bislang fiir alle publizierten, lediglich
durch unterschiedliche Polyketid-Faltung entstehenden C,-Einbaumuster acetogeniner
Sekundirstoffe, auch bei strukturell sehr nahe verwandten Verbindungen aus unterschiedlichen

149]

biologischen Quellen, wie dem pilzlichen Metaboliten Hypomycetin (51) und dem

)[150

bakteriellen Polyketomycin (52 ! die entsprechend ihres biosynthetischen Ursprungs schr

unterschiedlich aufgebaut werden: nach Modus F bzw. Modus S (Abb. 19).

CsHy OH
OH
MeO. OH
e e ‘ ‘ Me
OH
s1 OH OH O (0] (0]

Abb. 19. Vergleich des C,-Markierungsmusters strukturell sehr nahe verwandter Verbindungen: Modus-
F-Faltung in Hypomycetin (51) aus Hypomyces aurantius und Modus-S-Faltung in
Polyketomycin (52) aus Streptomyces diastatochromogenes. Der Rest R steht fiir ein 3,6-
Dimethylsalicyloyl-Disaccharid.

Ein direkter Vergleich der Polyketid-Faltung ein und desselben Metaboliten aus beiden, strikt
getrennten phylogenetischen Reichen, den Prokaryota und den Eukaryota, durch eine
vergleichende Biosynthese-Studie existierte bislang allerdings nicht. Die Begriindung dafiir lag
im Fehlen geeigneter Sekundérstoffe, die von Bakterien und Pilzen/Pflanzen gebildet werden.
Lediglich sehr einfache symmetrische Polyketide, wie das THN (43), wurden sowohl in

(511 415 auch in Pilzen!'®?

Bakterien, nachgewiesen. Aufgrund der Symmetrie dieser Verbindung
und der damit einhergehenden Randomisierung des C,-Einbaumusters im fertigen Metaboliten ist
eine Unterscheidung der Faltungsmodi (z.B. durch Fiitterungsexperimente mit '*Cp-markierten
Precursoren) bei deren Biosynthese in unterschiedlichen Organismen allerdings prinzipiell nicht

moglich (vergleiche Kapitel 3.2.2).
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Dies dnderte sich mit der Entdeckung von Chrysophanol (53a) nach gezielter Suche in
prokaryotischen Lebewesen durch Prof. H.-P. Fiedler (Universitdt Tiibingen) in Zusammenarbeit

153]

mit unserer Gruppe in dem Nocardia-Stamm Acta 1057 und parallel durch Fotso ef al. in

(1541 Chrysophanol (53a) ist ein strukturell sehr einfaches, da

einem terrestrischen Streptomyceten.
(bis auf die Oxidation vom Anthron zum Anthrachinon) nicht durch 'Tailoring'-Enzyme
nachtraglich funktionalisiertes, tricyclisches Oktaketid, das in der Natur in verschiedensten
eukaryotischen Organismen weit verbreitet ist. Es findet sich sowohl in einkeimblattrigen

[155] -

(Asphodelaceae) als auch in zweikeimbléttrigen (Polygonaceae, Rhamnaceae) Pflanzen, in

581 und sogar in mehreren Blattkiferarten

Laubflechten,!>*"*” in filamentdsen Pilzen,
(Chrysomelidae; Unterfamilie Galerucinae).!'>*'°! Allerdings ist der biosynthetische Ursprung in
den Insekten (z.B. aus symbiotischen Mikroorganismen oder durch Aufnahme des Metaboliten
tiber die Nahrung) nicht eindeutig geklart. Mit der Identifizierung von 53a in einem Bakterium
eroffnete sich unserer Gruppe die Chance, erstmalig eine vergleichende Biosynthesestudie ein

und desselben acetogeninen Sekundirstoffes aus Pro- und Eukaryonten durchzufiihren.!'**!

Betrachtet man den mdglichen biosynthetischen Aufbau des tricyclischen Ringsystems von
Chrysophanol (53a) aus acht C,-Bausteinen, so ist es denkbar, dass die hypothetische Vorstufe,
die lineare Octaketidkette 54, sogar iiber vier verschiedene Faltungen S54a-54d, den oben
beschriebenen Modi F und S und den bisher in der Literatur nicht diskutierten Modi F' und S',
zum Endprodukt umgesetzt werden konnte (Schema 5). Auf jedem dieser Wege wiirde ausgehend
von 54 zunichst jeweils ein konstitutionell individuell verschiedenes Intermediat 55-58
durchlaufen. Die durch die regioselektiven Cyclisierungsreaktionen der ersten beiden Ringe
entstandene strukturelle Divergenz dieser bicyclischen Zwischenstufen 55-58 wiirde nach Aufbau
des dritten aromatischen Systems durch biosynthetische Konvergenz zu der Struktur von 53a
wieder verloren gehen. Der zu 53a jeweilig filhrende Faltungsmodus ist daher natiirlich nicht
mehr aus der Struktur des Naturstoffes zu ermitteln. Dafiir ndétig sind vielmehr
Fiitterungsexperimente mit geeigneten Stabilisotopen-markierten Vorstufen und die Analyse der
gebildeten strukturell identischen, aber isotopomeren PKS-Produkte in den verschiedenen

Organismen.
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F (a) und F' (b) sowie S (c¢) und S'(d) — bei der Biosynthese von Chrysophanol (53a) ausgehend von
einem linearen Oktaketid 63 iiber vier strukturell unterschiedliche bicyclische Intermediate 55-58
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Vor Beginn der vorliegenden Arbeit waren in unserer Gruppe durch T.F. Noll (Bereitstellung
der fliissigen Kalluskulturen der monokotyledonen Pflanze Kniphofia uvaria Hook, '
Applikation der markierten Vorstufe und Isolierung von 53a) und durch M. Dreyer (Messung und
Auswertung der NMR-Spektren) bereits Fiitterungsstudien mit *C,-Acetat zur Aufklirung des
Faltungsmodus von Chrysophanol (53a) in Pflanzen durchgefiihrt worden. Dabei konnten
eindeutig vier (von sieben) intakte '*C,-Bausteine in 53a nachgewiesen und lokalisiert werden,
namlich zwischen C-3 und Me-3, C-4a und C-4, C-5 und C-6 sowie C-7 und C-8 (Abb. 20). Diese

Ergebnisse bewiesen somit den Aufbau von 53a in Kniphofia uvaria (Fackellilie) nach Modus F

(Schema 5a).
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Abb. 20. 2D-INADEQUATE-NMR-Spektrum von 53a aus Kalluskulturen von Kniphofia uvaria Hook
nach Applikation von C,-Acetat.

Nach den beiden einzigen fritheren Untersuchungen zur Polyketid-Faltung in Pflanzen — dem
Nachweis des Modus F in dikotyledonen Pflanzen, am Beispiel der Naphthylisochinolin-
Alkaloide,!'®'% ebenfalls in unserer Gruppe — war dies die bis dahin erste Studie zum Aufbau

[153]

acetogeniner Metabolite in monokotyledonen Pflanzen. Inzwischen gelang unserem

Arbeitskreis durch Aufkldrung der Biosynthese des Phenylanthrachinons Knipholon aus



STRUKTUR UND BIOSYNTHESE AROMATISCHER POLYKETIDE 34

Kniphofia pumila anhand des Chrysophanol-Teils dieses Naturstoffs auch die Bestitigung des

Modus F an einem weiteren Sekundirstoff einer einkeimblittrigen Pflanze.!'®!

4.1 Vergleichende Biosynthese-Studie zur Polyketid-Faltung von Chrysophanol (53a) in Pro-

und Eukaryonten

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte nun nach Fiitterungsexperimenten mit *Cp-Acetat
(Durchfithrung durch T.F. Noll, zum Teil in Zusammenarbeit mit externen Partnern), das
Faltungmuster von Chrysophanol (53a) aus Drechslera catenaria (Pilz), aus dem oben genannten
Nocardia-Stamm Acta 1057 (Bakterium, in Zusammenarbeit mit Prof. H.-P. Fielder) und aus
Galeruca tanaceti (Blattkédfer, in Kooperation mit Prof. M. Hilker, TU Berlin) NMR-

spektroskopisch aufgeklirt werden.!'*”!

4.1.1 NMR-spektroskopische Analyse des Faltungmodus von Chrysophanol (53a) im Pilz

Drechslera catenaria

Der Pilz Drechslera catenaria*®®

wurde von T.F. Noll nach einem extensiven Screening
verschiedener in der Literatur beschriebener Chrysophanol-Bildner als zuverldssiger Produzent
von 53a etabliert.'®’! Die Applikation von *C,-Acetat (T.F. Noll) erfolgte ab dem fiinften Tag
nach Animpfen der Kulturen und wurde in Intervallen von sieben Tagen weitere viermal bis zu
einer Endkonzentration von 200 mg/L fortgesetzt. Die Gewinnung von 53a aus dieser
Fermentation gelang nach erschopfender Extraktion des Kulturmediums mit Ethylacetat und des

Pilzmycels mit Aceton/Wasser (95:5) durch HPLC-Aufreinigung der vereinigten Rohextrakte an

einer praparativen Sdule. Insgesamt isolierte man so 3.6 mg reines Chrysophanol (53a).

Die Substanz wurde zundchst mittels '*C-NMR-Spektroskopie zur Verifizierung eines
ausreichenden Markierungsgrades vermessen und anschlieBend das Einbaumuster durch 2D-
INADEQUATE-NMR!"®! analysiert. So waren bereits deutliche Korrelationen von sechs °C,-
Bausteinen nachweisbar (Abb. 21). Diese befanden sich zwischen C-1a und C-1, C-3 und Me-3,
C-4a und C-4, C-5a und C-10, C-5 und C-6, sowie zwischen C-7 und C-8. Die fehlende
Interaktion zwischen C-9 und C-8a war aufgrund des Vorhandensein des Signals von C-9 mit der
korrekten Doppelquantenfrequenz fiir eine Kopplung C-9/C-8a im INADEQUATE-NMR-

Spektrum und durch die identische Kopplungskonstante der Kohlenstoffatome dieser beiden
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Positionen im *C-NMR-Spektrum (*J = 55 Hz) indirekt detektierbar. Einen weiteren Nachweis
eines intakten C,-Bausteines zwischen C-9 und C-8a erhielt man durch ein SELINQUATE-
NMR-Experiment.'®! Nach Einstrahlung bei der Resonanzfrequenz von C-9 erfolgte ein
selektiver Doppelquanten-Transfer der Anregung zu C-8a. Somit gelang fiir 53a aus Drechslera
catenaria die Lokalisierung aller *C,-Bausteine und damit erstmalig der Beweis fiir die erwartete

Modus-F-Polyketid-Faltung von Chrysophanol (53a) in Pilzen.!'>”
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Abb. 21. 123D-INADEQUATE-NMR-Spektrum von 53a aus Drechslera catenaria nach Fiitterung von
C,-Acetat.

4.1.2 NMR-spektroskopische Analyse des Faltungmodus von Chrysophanol (53a) im

Blattkiifer Galeruca tanaceti

Zur Aufklarung des Faltungsmodus bei der Biosynthese von 53a in Insekten wurden von T.F.
Noll in Kooperation mit M. Hilker et al. Fiitterungsexperimente mit *C,-Acetat an Larven des

Blattkdfers Galeruca tanaceti durchgefiihrt, welcher in verschiedenen Entwicklungsstadien

160,161 [170]

Chrysophanol (53a) enthilt.| I Da dieser Kifer 53a nicht iiber seine Nahrung aufnimmt,
lag die Vermutung nahe, dass 53a in Galeruca tanaceti entweder durch das Insekt selbst oder
aber durch einen mikrobiellen Endosymbionten dargestellt wird. Letzteres scheint nicht

wahrscheinlich, da bei Gabe verschiedener Fungizide oder Antibiotika die Produktion des
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Naturstoffes nicht beeinflusst wurde.!'”" Die Applikation der markierten Vorstufe erfolgte tiglich
iber einen Zeitraum von 14 Tagen durch Aufsprithen einer daraus erstellten wéssrigen Losung (2
mg/mL) auf die Futterpflanze (Chinakohl) von ca. 800 Larven. Nach Beendigung des
Experiments wurden die Insekten in fliissigem Stickstoff abgetotet und anschliefend
gefriergetrocknet. Die trockenen Larven wurden im Morser zerkleinert und mit Aceton/Wasser
(95:5) extrahiert. Die Isolierung von Chrysophanol (53a) erfolgte erneut mittels praparativer
HPLC (3.9 mg Reinsubstanz).

Nach Uberpriifung der "’C-Anreicherung des so gewonnenen 53a mittels C-NMR-
Spektroskopie wurde durch 2D-INADEQUATE-NMR!"®! unter Verwendung eines “C-
empfindlichen Kryoprobenkopfes auch in G. tanaceti der Faltungsmodus F nachgewiesen.
Ahnlich wie bei den Experimenten am pilzlichen System waren sechs Interaktionen direkt zu
beobachten (Abb. 22). Auf eine zusitzliche Detektion der einzigen fehlenden Korrelation
(zwischen C-1 und C-1a) wurde aufgrund des durch die Anordnung aller anderen '*C,-Bausteine

bereits zweifelsfrei determinierten Markierungsmusters verzichtet.
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Abb. 22. 2D-INADEQUATE-NMR-Spektrum von 53a aus G. tanaceti nach Fiitterung von *C,-Acetat.
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4.1.3 NMR-spektroskopische Analyse des Faltungmodus von Chrysophanol (53a) im
Bakterium Nocardia Acta 1057

Die Durchfithrung der Fiitterungsexperimente mit *C,-Acetat am Nocardia-Stamm Acta
1057 sowie die Isolierung des so produzierten Chrysophanols (53a) erfolgte an der Universitét
Tiibingen in der Gruppe von H.-P. Fiedler. Dabei wurden 1.6 mg der Reinsubstanz gewonnen

und zur Analyse nach Wiirzburg verschickt.

Der Nachweis des erfolgten Einbaus von *C,-Acetat in 53a aus diesen Versuchen erfolgte
zunichst erneut mittels *C-NMR-Spektroskopie. Das 2D-INADEQUATE-NMR-Spektrum!'®®!
dieser Probe zeigte im Vergleich zu den oben beschriebenen Experimenten ein substantiell
unterschiedliches Markierungsmuster. Aufgrund des hohen Markierungsgrades gelang der direkte
experimentelle Nachweis aller sieben intakten 3C,-Einheiten, ndmlich zwischen C-1 und C-2, C-
3 und Me-3, C5a und C5, C-6 und C-7, C-8 und C-8a, C-9 und C-1a sowie zwischen C-10 und C-
4a (Abb. 23, rot).
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Abb. 23. 2D-INADEQUATE-NMR-Spektrum von 53a aus Nocardia Acta 1057 nach Fiitterung von C,-
Acetat.
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Das so erhaltene Einbaumuster entsprach demnach voll dem fiir den Modus S — und damit fiir
einen bakteriellen Produzenten erwarteten Faltungstyp (Schema 5c). Mit dessen Nachweis in
Chrysophanol (53a) aus Nocardia Acta 1057 gelang erstmalig der experimentelle Nachweis
unterschiedlicher Polyketidfaltungswege bei der Biosynthese eines aromatischen Polyketids in

unterschiedlichen Organismen.

Interessant war zudem das Auftreten einer zusdtzlichen — wenngleich wesentlich schwicheren
— Interaktion zwischen C-3 und C-4 (Abb. 23, blau). Diese Wechselwirkung legte zunichst die
Vermutung nahe, dass in Nocardia simultan zum Modus S auch ein Aufbau von 53a nach Modus
S', also iiber das bicyclische Intermediat 58 (Schema 5d), moglich ist. Eine genaue Analyse des
Kopplungsmusters von C-4 im >C-NMR-Spektrum zeigt aber zudem eine schwache Interaktion
dieses Kohlenstoffes mit C-4a. Dies wiirde indessen einer weiteren gleichzeitigen Markierung
von 53a im Bakterium nach Modus F und / oder F' entsprechen und ist daher eher
unwahrscheinlich. Eine schliissige Erklarung flir das Auftreten dieses Phdnomens ist aber in der
Tatsache zu finden, dass bei Aufbau von 53a nach Modus S das *C-Singulett an Position C-4
dem Starter-Molekiil der Octaketid-Kette 54 entstammt. Die '*C-Markierung von C-4 ist
demnach die einzige in 53a, die direkt aus der gefiitterten Vorstufe, °C,-Acetat, abgeleitet ist.
Aus diesem Grund kann die Anreicherung dort wesentlich hoher sein als an allen anderen

Positionen (Startereffekt),!'’*'™!

wo die Verdiinnung des Labels durch die ndtige Biosynthese
von Malonyl-CoA (aus *C,-Acetat) und durch dessen zusitzliche Zufuhr aus endogenen Pools,
und damit in unmarkierter Form, viel stdrker ist. Die im Vergleich zu allen anderen detektierten
Kopplungen zwischen jeweils zwei benachbarten '*C-Atomen in 53a viel schwicheren
Interaktionen zwischen C-4 und C-3 sowie C-4 und C-4a sind daher durch eine Population an
Chrysophanol-Molekiilen erkldrbar, die aufgrund des hohen Anreicherungsgrades an C-4 zufillig
jeweils gleichzeitig an C-4 und C-3/Me-3 oder C-4 und C-4a/C-10 markiert sind (Abb. 24). Der

simultane Ablauf von Modus S und S' bei der Biosynthese von 53a in Nocardia Acta 1057 war

dennoch auf Grundlage unserer Daten weder zu beweisen, noch auszuschlieBen.
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Abb. 24. Mogliche Erklarung fiir das zusitzliche Auftreten von Interaktionen zwischen C-4 und C-3
sowie C-4 und C-4a in 53a aus Nocardia Acta 1057: teilweise gleichzeitige Markierung der
jeweiligen Positionen aufgrund der hohen *C-Anreicherung an C-4 (Startereffekt).

4.1.4 Fazit aus der komparativen Biosynthese-Studie an Chrysophanol (53a)

Durch die vergleichende Untersuchung der Biosynthese von Chrysophanol (53a) gelang
unserer Gruppe der erste experimentelle Beweis dafiir, dass ein und dasselbe aromatische
Polyketid Organismus-spezifisch iiber mindestens zwei Faltungsmodi, Modus F oder S,
aufgebaut werden kann: in Pflanzen (Kniphofia uvaria) und Pilzen (Drechslera catenaria), also
in Lebewesen mit Zellkern, wurde der erwartete Modus F nachgewiesen, wéhrend der Bakterien-

Stamm (Nocardia Acta 1057) 53a nach Modus S aufbaute.

Auch in Larven des Blattkiafers Galeruca tanaceti war es moglich eine Bildung von 53a
gemill dem fiir eukaryotische Lebewesen typischen Biosynthese-Modus F zu zeigen. Dort stellt
sich jedoch die Frage — wie immer im Falle von Sekundirstoffen aus Tieren, z.B. auch aus
marinen Schwidmmen (vgl. Kapitel 2) — nach dem biosynthetischen Ursprung der Substanz. Ein
prokaryotischer (bakterieller) Endosymbiont kann wegen des in diesen Studien beobachteten
Markierungsmusters der Substanz nun aber eindeutig ausgeschlossen werden. Die Tatsache, dass
die Chrysophanol-Produktion auch bei Applikation von Fungiziden die Galeruca tanaceti nicht
beeintrichtigt wird,!'”"! deutet zudem stark darauf hin, dass der Kifer selbst zur Darstellung von
53a fahig ist.'”” Die dafiir nétigen Biosynthese-Gene konnen aber trotzdem urspriinglich aus
einem (pathogenen) Pilz stammen und im Laufe der Evolution durch horizontalen Gentransfer

auf das Insekt iibertragen worden sein.

Die Ergebnisse zeigen auf Metaboliten-Ebene deutlich, dass eine enge Verwandtschaft der an
der Biosynthese von 53a beteiligten Enzyme innerhalb der Eukaryoten bestehen muss, wéhrend
groBere strukturelle Unterschiede im Vergleich mit der prokaryotischen PKS zu erwarten sind.

Die Untersuchung der Proteinstrukturen und genauen Funktion dieser Enzyme mit modernen
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molekularbiologischen und genetischen Methoden ist daher aus evolutionsbiologischer Sicht ein

dulerst lohnendes Ziel.

Der Nachweis einer zusitzlichen Interaktion zwischen den beiden *C-Atomen an den
Positionen C-3 und C-4 im Falle der Fiitterung von 13C2-Acetat an das Bakterium, und damit ein
erster Hinweis auf die mogliche Existenz eines weiteren Faltungsmodus S' in der Biosynthese
von 53a, gab Anlass zu der im Folgenden beschriebenen — auf Vorarbeiten von Dr. A. Hamm

basierenden — Untersuchung der Faltung aromatischer Polyketide in Streptomyces AK-671.

4.2 Untersuchungen zur Struktur und Biosynthese aromatischer Polyketide in Streptomyces

AK-671

Der alkalophile Bakterienstamm Streptomyces AK-671 wurde in der Arbeitsgruppe von Prof.
M. Goodfellow (Institute of Biology, University of Newcastle, UK) aus einer Bodenprobe eines
Kiefernwaldes bei Hamsterley Forest, Durham County in GroBbritannien, isoliert und an unseren
Kooperationspartner Prof. H.-P. Fiedler zur Untersuchung des Sekundirstoffwechsels iibermittelt.
Im Rahmen eines bis vor einigen Jahren in unserer Arbeitsgruppe bearbeiteten BMBF-Projektes
unter Leitung der BASF AG, welches die Entdeckung neuartiger Leitstrukturen aus
Mikroorganismen fiir die Pharma- und Pflanzenschutz-Forschung zum Ziel hatte, waren in
unserer Gruppe durch A. Hamm bereits vier Metabolite dieses Stammes strukturell aufgeklart
worden.!"’®! Neben der Identifizierung der bereits bekannten Naturstoffe 3,8-Dihydroxy-1-
methylanthrachinon-2-carbonséure (59, DMAC)!"” und BSM1 (60)!'™*! gelang A. Hamm die
Charakterisierung eines bicyclischen Oktaketids 61a und dessen glucuronidierten Derivats 61b

(Abb. 25).117¢]
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OH O Me (@] HO (0] RO OH O
OH Me b
| 0
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ADbDb. 25. Strukturen der in unserem Arbeitskreis bereits charakterisierten Metabolite 59-61 aus
Streptomyces AK-671.
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Von besonderem Interesse waren dabei die Strukturen der Diketone 6la und 61b. Das
Aglycon 61a ist ndmlich eine mogliche biosynthetische Vorstufe aromatischer Anthrachinone

LU791801 415 Schliissel-Intermediat in einer

und wurde in der Tat bereits von Harris et a
biomimetischen Totalsynthese von Chrysophanol (53a) erfolgreich eingesetzt. Franck et al.
konnten schlieBlich nach Synthese von 61a in '*C-markierter Form und dessen Fiitterung an
Penicillium islandicum die dann radioaktiv markierten (wenngleich nur mit sehr geringen
Einbauraten) Anthrachinone Islandicin und Skyrin aus diesen Kulturansitzen isolieren und somit
die Bedeutung von 61a in der Anthrachinon-Biosynthese experimentell nachweisen.!"®!] Unter
Beriicksichtigung der in unserem Arbeitskreis gewonnenen Erkenntnisse zur Biosynthese von
53al'>* sollten Anthrachinone in P. islandicum (also einem Pilz) nach Modus F gefaltet werden.
Die Struktur von 61 steht auch im Einklang mit dem von uns fiir diesen Faltungsmodus

postulierten bicyclischen Intermediat 55 und wiirde daraus durch einfache Decarboxylierung

(Schema 5a) hervorgehen.

Ein Aufbau von 61 im Streptomyceten AK-671 nach Modus F ist aber natiirlich &uflerst
unwahrscheinlich, zumal Verbindung 60 aufgrund ihrer Konstitution ausschlieflich iiber einen in
Bakterien zu erwartenden Modus S zugénglich ist. Eine Biosynthese von 61 iiber den Modus S,
also iiber das Intermediat 57 (Schema 5c), ist aber wegen der konstitutionellen Unterschiede
zwischen diesen Substanzen offensichtlich gar nicht moglich. Bei genauer Betrachtung der
Strukturen von 59 und 61 fillt vielmehr auf, dass beide Substanzen ausgehend vom Bicyclus 58 —
und somit {iber den von uns erstmals postulierten Modus S' (Schema 5d) — aufgebaut werden
konnten. Fiitterungsstudien mit *Cy-Acetat fithrten schlieBlich zum in Schema 6 dargestellten
PC,-Einbaumuster in 61, welches in vollem Einklang mit einer Biosynthese der isolierten
Substanzen nach Modus S' stand. Bei einer Cyclisierung des postulierten bicyclischen
Intermediates 58 iiber Weg I und anschlieBender Abspaltung vom Enzym erklédrt sich die
Entstehung des aus dem Bakterium isolierten DMACs (59). Alternativ konnte iiber Weg II unter
Decarboxylierung das Diketon 61 gebildet werden.
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Schema 6. Markierungsmuster von 61 nach Applikation von "*C,-Acetat an Streptomyces AK 671

und darauf basierendes postuliertes Biosynthese-Schema nach A. Hamm.!'’% I: Ort der
Cyclisierung zu 59, II: Decarboxylierung zu 61a/b, III: mdgliche Cyclisierung als
initialer Schritt zur Bildung von 53a/b.

Vor Beginn der vorliegenden Arbeit gab es allerdings keinerlei Hinweise darauf, dass
Streptomyces AK-671 auch in der Lage ist, Chrysophanol (53a) zu bilden (etwa tiber Weg III,
Schema 3). Der fiir die mogliche biosynthetische Vorstufe 61 von Chrysophanol (53a) bereits
bewiesene Modus S', in Kombination mit den oben beschriebenen schwachen Hinweisen auf
diesen Faltungstyp in 53a aus Nocardia Acta 1052, lieen es nun aber besonders lohnenswert
erscheinen, gezielt nach einem Bakterienstamm zu suchen, der diese beiden Verbindungen
darstellt. Ziel war es daher, in Kooperation mit Prof. Fiedler einen bakteriellen Produzenten von
53a und 61 zu finden. Dabei sollte zunichst das biosynthetische Potenzial des typischen
OSMAC-Stammes (one strain many compounds)!'®™'®! AK-671 durch Verinderung der

Kultivierungsbedingungen voll ausgeschopft werden.!'™!

4.2.1 Isolierung und Charakterisierung der Sekundirstoffe aus AK-671

Die Fermentation des Produzenten, die Aufarbeitung der Kulturen und die Gewinnung der
Reinsubstanzen aus den Rohextrakten wurden zum {iberwiegenden Teil in der Arbeitsgruppe von
Prof. H.-P. Fiedler vorgenommen. Die Aufkldrung der Konstitutionen der so erhaltenen
Sekundirstoffe AK-671-B, AK-671-I, AK-671-P, AK-671-O und AK-671-T wurde in
Zusammenarbeit mit I. Kajahn durchgefiihrt.!'®¥
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Verbindung AK-671-B zeigte im HRESI-MS eine Masse von m/z = 271.0601 [M+H]".
Daraus errechnete sich fiir die protonierte Verbindung eine Summenformel von C;sH;,0s. Im 'H-
NMR-Spektrum waren ein aromatisches ABC-Spinsystem (7.84, 7.68 und 7.32 ppm) und zwei
jeweils an einen sp’-Kohlenstoff gebundene Methylgruppen (2.86 und 2.88 ppm) ohne
Aufspaltung zu erkennen. Im *C-NMR-Spektrum waren neben den Signalen fiir die beiden
Methylgruppen (14.9 und 29.4 ppm) und den aromatischen CH-Funktionen (120.2, 136.6 und
124.6 ppm), die durch HMQC-Interaktionen eindeutig zugeordnet wurden, noch zehn weitere
Kohlenstoffatome sichtbar: drei Ketogruppen (187.4, 186.1 und 162b.3 ppm), drei Hetero-Atom-
substituierte sp>- (162.9, 161.9 und 148.9) und vier quartire sp°-Kohlenstoffatome (135.8, 123.2,
118.6 und 116.9 ppm). Basierend auf der berechneten Summenformel konnte daher vom
Vorhandensein einer OH-Funktion, dessen 'H-NMR-Signal aufgrund des Proton-Deuterium-
Austauschs im verwendeten NMR-Losungsmittel (MeOD) nicht detektierbar war, und eines
cyclischen Ethers ausgegangen werden. Die Analyse der HMBC-Wechselwirkungen der beiden
Methylgruppen und des ABC-Spinsystems fiihrten zu den Teilstrukturen 62 und 63 (Abb. 26).
Zum Erreichen der errechneten molekularen Zusammensetzung fehlten in diesen Fragmenten
noch eine Ketofunktion und ein quartdres Kohlenstoffatom. Eine mogliche Gesamtstruktur war
daher 64. Nach Literaturrecherche zeigte sich, dass es sich dabei um die bereits bekannte
Verbindung Bhimamycin B! handeln wiirde. Durch Vergleich der publizierten
spektroskopischen Daten mit den gemessenen belegte man eindeutig die Identitdt der isolierten

Substanz 64 mit Bhimamycin B.
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DS Av L PKS - 8x
(\ﬁlﬁﬁ’ - = /(‘f

OX|dat|on 1¢ X =Abgangsgruppe

Abb. 26. Wichtige HMBC-Wechselwirkungen (rote Pfeile) zur Aufkliarung der Teilstrukturen 62 und 63
(links) von Bhimamycin B (64) und mogliche Biosynthese von 64 (rechts) aus acht Acetat-
Einheiten durch Cyclisierung (griine Pfeile) eines Harris-Franck-Keton-Derivats 61c.

Die Biosynthese von 64 wire ausgehend von acht Acetat-Bausteinen {iber ein an C-1' mit
einer Abgangsgruppe funktionalisertes Derivat des Harris-Franck-Ketons 6l¢ zu erkldren.
Bhimamycin B (64) konnte somit ein lange bekanntes biosynthetisches Folgeprodukt des Harris-

Franck-Ketons (61a) sein.
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Substanz AK-671-1 wies im HRESI-MS eine Masse von m/z = 273.062b2 [M+H] auf
(errechnete Summenformel C;sH;30s). Das 'H-NMR-Spektrum zeigte das gleiche ABC-
Spinsystem wie in 64, wies aber eine zusitzliche CH-Gruppe (Quartett) bei 5.46 ppm auf. Zudem
war eine der beiden Methylgruppen zum Duplett aufgespalten. Somit lag die Vermutung nahe,
dass es sich bei AK-671-1 (65) um das an C-10 reduzierte Derivat von 64, und damit um
Bhimamycin A, handeln wiirde. Dies wurde durch die HMBC-Wechselwirkungen der CH-
Funktion an C-10 und der aliphatischen Methylgruppe C-11 bestdtigt (Abb. 27). Die rdumliche
Struktur von 65 wurde in der Originalpublikation jedoch nicht beschrieben und sollte daher durch
CD-Spektroskopie in Kombination mit quantenchemischen CD-Rechnungen (TD-DFT,
COSMO), durchgefiihrt durch Dr. T. Bruhn, bestimmt werden. Die Absolutkonfiguration wurde
so eindeutig als R festgelegt.
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Abb. 27. Wichtige HMBC-Wechselwirkungen (rote Pfeile) zur Aufkldrung der Konstitution von
Bhimamycin A (65) sowie Aufkldrung der Absolutkonfiguration mittels CD-Spektroskopie.

Die atomare Zusammensetzung des Sekundirstoffs AK-671-P bestimmte man durch HRESI-
MS zu Ci3H;¢pOs. Auch im 1H-NMR-Spek‘[rum dieser Verbindung war ein ABC-Spinsystem aus
drei aromatischen Protonen zu erkennen (7.74, 7.57 und 7.25 ppm). Zudem wurden Signale einer
jeweils isolierten Methylen-Einheit (3.69 ppm) und einer Methylgruppe (2.22 ppm) sowie zweier
chelatisierter OH-Gruppen (11.32 und 9.32 ppm) detektiert. Im '*C-Spektrum der Substanz waren
zudem drei Ketogruppen (203.7, 186.1 und 184.1 ppm), zwei Heteroatom-substituierte sp’-
Kohlenstoffe (161.9 und 156.3 ppm) und drei quartire sp>-Kohlenstoffatome (133.5, 130.3 und
114.6 ppm) zu finden. Die Aufkldrung der Konstitution der Verbindung gelang durch
Interpretation der HMBC-Wechselwirkungen. Wichtig fiir die Ermittlung der Verkniipfung der
beiden Ringsysteme waren dabei vor allem die Interaktionen von H-6 mit C-4a und C-5, von H-7
mit C-4a, C-5 und C-8a, sowie von H-8 mit C-1 und C-4a (Abb. 28). Die Struktur des chinoiden
Ringsystems und die Position der C;-Seitenkette sowie deren Aufbau waren durch die

Wechselwirkungen der CH,-Gruppe an C-9 mit C-1, C-2, C-3 und C-10 sowie durch die
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Korrelationen der Methylgruppe (C-11) mit C-9 und C-10 eindeutig festgelegt. Damit ergab sich
fiir AK-671-P eindeutig die Struktur des in der Literatur bereits beschriebenen Juglomycins F
(66).[13

Addltlon

o 67 61a OX|dat|0n von H,0

7x O
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Abb. 28. Wichtige HMBC-Wechselwirkungen (rote Pfeile) zur Aufklédrung der Struktur von Juglomycin
F (66) aus AK-671 und Uberlegungen zu dessen Biosynthese.

Wie schon im Fall des Bhimamycins (64) wire als Vorstufe in der Biosynthese von
Juglomycin F (66) erneut das Harris-Franck-Keton (6la) denkbar. Nach Oxidation zum
Naphthochinon und Addition von Wasser wiirde aus 61a Verbindung 67 entstehen, die wiederum
iiber eine Retro-Claisen-Reaktion unter Abspaltung der Acetylgruppe mit anschlieBender
Oxidation in 66 iiberfiihrt werden konnte. Alternativ wire die Bildung von Juglomycon F (66)

auch aus sieben Acetat-Bausteinen vorstellbar.

Die Summenformel von Verbindung AK-671-O wurde mittels HRESI-MS (433.1159 [M-H])
in deprotonierter Form zu C;H;;0,¢ bestimmt. Im 1H-NMR-Spek‘[rum war erneut ein ABC-
Spinsystem dreier aromatischer Protonen zu finden (7.51, 7.40 und 7.23 ppm). Zudem waren die
Signale eines weiteren aromatischen Protons (7.11 ppm), einer B-verkniipften Zucker-Einheit
(5.02, 4.03, 3.72, 3.70 und 3.56 ppm), zweier diastereotoper aliphatischer Methylen-Einheiten
(3.14/3.07 und 2.88 / 2.81 ppm) und einer aliphatischen Methylgruppe (1.40 ppm) zu erkennen.
Im "*C-Spektrum wurden zudem eine Ketogruppe (205.9 ppm), eine Saurefunktion (172.5 ppm),
zwei Heteroatom-substituierte sp’- (158.6 und 165.1 ppm) und vier quartire sp’-
Kohlenstoffatome sowie das Signal eines aliphatischen tertidren Alkohols (71.4 ppm) beobachtet.
Die Konstitution der Verbindung war durch die in Abb. 29 gezeigten HMBC-, COSY- und
NOESY-Wechselwirkungen eindeutig festgelegt.
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Abb. 29. Zur Aufklarung der Konstitution von 68b genutzte HMBC- (rote Pfeile), COSY- (blaue Pfeile)
und NOESY-Wechselwirkungen (griine Pfeile).

Somit handelte es sich bei Verbindung 68b um Priachrysophanol-8-O-Glucuronsiure, einen in
der Literatur bislang nicht beschriebenen Naturstoff. Zur Aufkldrung der Stereostruktur von 68
wurde die Glucuronsdure-Gruppe unter Verwendung einer B-Glycosidase aus Mandeln von 68b
abgespalten (Schema 7). So erhielt man das bereits bekannte Prachrysophanol (68a) in freier
Form und den entsprechenden Zucker 69. Die Messung der Drehwerte dieser beiden
Verbindungen erlaubte schlieflich die Zuordnung der Absolutkonfigurationen. Es zeigte sich,
dass es sich bei dem Kohlenhydrat um D-Glucuronsiure (69)!'*®! handeln muss. Das Aglycon 68a,

welches aus einem anderen Fermentationsansatz von AK-671 in sehr geringen Mengen auch
direkt als Sekundirstoff isoliert wurde, wies einen Drehwert [«]} = -43° auf. Dies stand im

Einklang mit den publizierten Daten fiir (R)-Prichrysophanol aus Aloe graminicola.'®" Die
Zuordnung der R-Konfiguration wurde in der Original-Publikation durch Vergleich eines

experimentellen CD-Spektrums mit den CD-Kurven strukturell nahezu identischer Anthrachinon-

[190]

Vorldufer wie Aloechryson,!'®™ Aloesaponol I'"*' und Torosachryson vorgenommen. Die

Aufklarung der Absolutkonfiguration dieser Sekundérstoffe wurde durch verschiedenste

[191]

Methoden durchgefiihrt, z.B. durch Exciton-Chirality-Untersuchungen' ' und durch Anwendung

der erweiterten Benzoat-Chiralitits-Regel passend funktionalisierter Derivate.'” Alle diese
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Methoden fiihrten eindeutig zum selben Ergebnis, so dass fiir 68 aus AK-671 die R-

Konfiguration als gesichert angenommen werden kann.

Ho_ M
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Schema 7. Gewinnung von 68a durch enzymatische Spaltung von 68b oder durch Isolierung aus
AK-671.

69

Von besonderem Interesse war Verbindung AK-671-T, welche im HPLC-UV-Screening des
Stammes AK-671 mit einem fiir Anthrachinone typischen UV-Spektrum auffiel. Aus der HRESI-
MS von 451.0640 [M-2H+Na] errechnete sich eine Summenformel von C,;H;¢010Na. Im 'H-
NMR-Spektrum dieses Sekundérstoffes war das in bislang allen Substanzen aus AK-671
vorhandene ABC-Spinsystem zu erkennen. Zudem beobachtete man erneut die Signale eines f3-
verkniipften Zucker-Restes (5.18, 4.05, 3.75, 3.69, 3.58 ppm) mit nahezu identischen chemischen
Verschiebungen wie in 68. Dies liel darauf schlieBen, dass auch in AK-671-T eine iiber eine
phenolische Alkohol-Gruppe gebundene Glucuronsiure-Einheit vorhanden war. Im Unterschied
zu 68 waren in AK-671-T noch zwei weitere aromatische Singulett-Protonen (7.56 und 7.12 ppm)
und eine an einen sp’-Kohlenstoff gebundene Methylgruppe (2.44 ppm) detektierbar. Das "*C-
NMR-Spektrum zeigte zudem zwei Ketogruppen (212.8 ppm und 183.8 ppm), zwei Heteroatom-
substituierte sp>- (163.9 und 159.7 ppm) und fiinf quartiire sp*-Kohlenstoffatome (149.7, 136.8,
134.1, 123.3 und 115.5 ppm). Auch ein Signal fiir die Carbonsdure-Gruppe des vermutlichen
Glucuronsdure-Restes war zu erkennen (172.9 ppm). Die Gesamtstruktur der Verbindung 53b
wurde mit Hilfe von HMBC-Korrelationen der aromatischen Protonen und des anomeren
Wasserstoffes erarbeitet (Schema 8). Besonders wichtig zur Aufkldrung der Konstitution des
westlichen Molekiilteils waren dabei die Interaktionen von H-5 mit C-8a, C-10 und C-10a, von
H-6 mit C-8a und C-10a, von H-7 zu C-8 und C-8a sowie vom anomeren Proton der
Glucuronsdure zu C-8. Der Aufbau der ostlichen Hélfte der Verbindung konnte aufgrund der

HMBC-Wechselwirkungen von H-2 mit C-9a und von H-4 mit C-9a und C-10 ermittelt werden.
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Somit handelte es sich bei AK-671-T um den neuen Sekundirstoff Chrysophanol-8-O-
Glucuronsdure (53b). Die Absolutkonfiguration der nach enzymatischer Spaltung erhaltenen D-
Glucuronsdure (69) wurde durch Bestimmung des Drehwerts iiberpriift. Zur weiteren Bestétigung
der Struktur von 53b wurde zudem die Identitét des bei der Spaltung freigesetzten Aglycons
durch Coelution mit authentischen Probe Chrysophanol (53a) verifiziert.

H OH O OH
enzymatische

HO
Spaltung HO A COOH
_— H OH +
(0] 5
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Schema 8. Wichtige HMBC-Interaktionen zur Aufkldrung der Struktur von 53b und dessen
enzymatische Spaltung zu D-Glucuronsédure (69) und Chrysophanol (53a).

4.2.2 Studien zur Biosynthese von Prichrysophanol-8-O-Glucuronsiure (68b) und

Chrysophanol-8-0O-Glucuronsiure (53b) in AK-671

Mit der Entdeckung der beiden Metabolite 68 und 53b in Streptomyces AK-671 erdffnete
sich erstmalig die Moglichkeit, Studien zur Anthrachinon-Biosynthese in einem weiteren
prokaryotischen Produzenten durchzufiihren. Die Ergebnisse der Markierungsexperimente von A.
Hamm zum moglichen biosynthetischen Vorldufer 61 dieser Verbindungen wiesen stark darauf
hin, dass das Bakterium AK-671 im Laufe der Evolution sogar einen dritten Weg zum
Chrysophanol (53a), ndmlich den bislang von unserer Gruppe lediglich postulierten Modus S',
entwickelt hat. Der erstmalige experimentelle Nachweis dieses Modus S' in Chrysophanol-
Glucuronid (53b) und damit die Entdeckung einer dritten biosynthetischen Route zu
Chrysophanol (53a) schien daher durchaus wahrscheinlich. In Zusammenarbeit mit der AG
Fiedler sollte daher durch Fiitterung von *Cy-markiertem Acetat und Analyse des Einbaumusters
der Polyketid-Faltungsmodus in den Verbindungen 68b und 53b untersucht werden. Die
Applikation der Isotopen-markierten Vorstufe an den Stamm und die Isolierung der dabei

gebildeten Sekundérstoffe wurden in Tiibingen durchgefiihrt.
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Von entscheidender Bedeutung fiir den erfolgreichen Einbau des markierten Substrates in 68b
und 53b war dabei der Zeitpunkt von dessen Fiitterung. Die in ersten Markierungsexperimenten
verfolgte Strategie der Applikation von *C,-Acetat mit einsetzender Bildung der gewiinschten
Analyten 68b und 53b verlief mehrfach erfolglos. Eine Analyse des zeitlichen Verlaufes der
Bildung der unterschiedlichen Sekundirstoffe in AK-671 ergab, dass zundchst das bicyclische
Diketon 6l1a gebildet wird (ab ca. 34 Stunden Kultivierung). Verbindung 6la wird dann
kontinuierlich in das O-glucuronidierte Derivat 61b umgesetzt, zum Prachrysophanol-Glucuronid
(68b) cyclisiert (bis ca. 70 Stunden Fermentation) und abschlieend in Chrysophanol-Glucuronid
(53b) iiberfiihrt (96 bis 170 Stunden Anzucht). Durch Zugabe des Isotopen-markierten Acetats
schon mit Beginn der Produktion des bicyclischen Intermediates 61 wurde schlielich auf Anhieb
eine starke Markierung von 68b und 53b erreicht.!"”®! Diese aus der Analyse der Dynamik des
Sekundérstoffwechsels gewonnenen Erkenntnisse, gestiitzt durch die Ergebnisse der
unterschiedlichen Markierungsversuche durch Applikation von *C,-Acetat an AK-671, deuteten

stark auf eine enge biosynthetische Verwandschaft der genannten Metaboliten hin.

Der Nachweis des erfolgten Einbaus von '’C,-Acetat in 53b aus den
Markierungsexperimenten erfolgte zunschst mittels *C-NMR-Spektroskopie. Durch Aufnahme
eines 2D-INADEQUATE-NMR-Spektrums und Analyse des Einbaumusters waren alle sieben
intakten 13C2-Einheiten, namlich zwischen C-1 und C-2, C-3 und C-4, C4a und C10, C-5a und C-
5, C-6 und C-7, C-8 und C-8a sowie zwischen C-9 und C-la (Abb. 30) eindeutig lokalisierbar.
Somit ergab sich fiir Chrysophanol-Glucuronid (53b) tatséchlich eine Biosynthese nach Modus S'
und damit der erstmalige experimentelle Nachweis dieser Polyketidfaltung in einem tricyclischen

aromatischen Polyketid.["”!
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Abb. 30. 123D—INADEQUATE—NMR—Spektrum von 53b aus Streptomyces AK-671 nach Fiitterung von
C,-Acetat.

Die Analyse des Markierungsmusters in Prachrysophanol-Glucuronid (68b) ergab auch fiir
diesen Naturstoff eine Biosynthese nach Modus S'. Basierend auf diesen Resultaten der
Fiitterungsexperimente und des =zeitlichen Verlaufs der Bildung der unterschiedlichen
Sekundérstoffe konnte fiir die Anthrachinon-Biosynthese in AK-671 die in Schema 9 gezeigte
Sequenz experimentell bewiesen werden. Damit gelang nicht nur die prizedenzlose

(18] sondern

Identifizierung eines bicyclischen Intermediates 61 der Anthrachinon-Biosynthese,
auch der Beweis eines dritten Polyketid-Faltungsmodus zum Chrysophanol (53a), hier in Form
seines Glucuronids 53b. Chrysophanol (53a) wurde somit als Prototyp fiir multiple Konvergenz

in der Polyketid-Biosynthese etabliert.!'"”!

Bemerkenswert war zudem, dass in Kulturen von AK-671 keinerlei Aloesaponarin II (70),
nachweisbar war. Dies zeigt, dass DMAC (59) in diesem Streptomyceten nicht decarboxylativ in
70 iberfiihrt wird. Auch das Harris-Franck-Keton 61a kann offensicthlich aufgrund der zu
geringen Aktivierung nicht zu Aloesaponarin II (70) cyclisiert werden. Zudem waren in Kulturen
von AK-671 lediglich geringe Spuren von freiem Prdchrysophanol (68a) und kein freies
Chrysophanol (53a) zu finden. Zur Cyclisierung des Substrats 61a scheint demzufolge seine O-
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Glucuronidierung zu 61b essentiell zu sein. Verbindung 61b wird dann hoch regioselektiv liber
Cyclisierungsreaktion II in Prachrysophanol- und schlieBlich in Chrysophanol-Glucuronid, 68b
bzw. 53b {iberfiihrt. Die genaue Rolle des Zuckerrestes in dieser neuartigen biosynthetischen
Cyclisierung wird nun zusammen mit unseren Kooperationspartnern in zukiinftigen

molekularbiologischen Arbeiten eingehend untersucht werden.
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Schema 9. Anthrachinon-Biosynthese in Streptomyces AK-671 nach Modus S'.
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5 Gewinnung neuer Wirkstoffe aus marinen Organismen
5.1 Synthese des neuroprotektiven Pyrrol-Alkaloids Daminin (18)

Die Untersuchung mariner Makroorganismen als Quelle neuer bioaktiver Sekundéarstoffe ist
nach wie vor ein lohnendes Ziel. Als besonders interessant haben sich dabei vor allem
Schwidmme erwiesen. So findet man in Porifera beispielsweise strukturell diverse
pharmakologisch interessante Pyrrol-Alkaloide."”* Der erste Vertreter dieser Naturstoffgruppe
war das 1971 aus Agelas oroides isolierte Oroidin (71, Abb. 31), welches antimikrobielle
Aktivitdt aufweist und zudem mit muscarinischen Acetylcholin-Rezeptoren in Membranen von

Ratten-Hirnen wechselwirkt.'”! Inzwischen wurden zahlreiche strukturell dhnliche Alkaloide

[196-204] [205,206] -

isoliert, die ein breites Spektrum
[196]

z.B. aus Agelasidae und aus Hymeniacidonidae

interessanter ~ biologischer  Eigenschaften aufweisen, wie etwa antimuscarine,

[202,205] [203,204]

antiserotonergene und antihistaminische Aktivititen. Die meisten dieser
Verbindungen bestehen aus einer Pyrrol-2-carbonsdure, die iiber eine Amid-Bindung mit einem
kurzen linearen aliphatischen Segment an einen weiteren Heterocyclus, meist ein Imidazol,
gebunden ist. Die strukturelle Diversitit dieser Substanzklasse wird durch die Bromierung

verschiedener Positionen, meist an der Pyrrol-2-carbonsdure-Einheit, noch erweitert.
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Abb. 31. Strukturen der marinen Pyrrol-Alkaloide Oroidin (71), Manzacidin B (72), Manzacidin D (73),
Agelongin (74) und Daminin (18).

Eine interessante Unterklasse dieser Pyrrol-Alkaloide bilden die Manzacidine, wie z.B.

[207,208]

Manzacidin B (72) aus Hymeniacidon sp. und Manzacidin D (73) aus Astrosclera

willeyana,[209] bei denen der sonst tbliche Imidazol-Baustein durch ein 3.,4,5,6-
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Tetrahydropyrimidin-Geriist ersetzt ist. Die Verkniipfung der Molekiilteile erfolgt hier {iber eine
Ester-Bindung, anstelle des sonst {iblichen Amids. Im antiserotonergenen Agelongin (74) aus

(21913 dem ebenfalls ein Ester vorliegt, sitzt anstelle des Tetrahydropyrimidins

Agelar longissima,
eine N-verkniipfte Nicotinsdure. Diese Verbindung liegt mit dem positiv geladenen quaterniren
Stickstoff der Nicotinsdure und der negativen Ladung des Carboxylats permanent als Zwitterion
vor. In Arbeiten unseres Kooperationspartners Prof. E. Fattorusso (Universita di Napoli) gelang
die Isolierung des ersten Agelongin-Derivates, des nicht bromierten Daminins (18) aus Axinella
damicornis.*'" Erste Untersuchungen zur Wirksamkeit der Substanz in der AG von Prof. W.E.G.
Miiller (Universitdt Mainz) wiesen auf interessante neuroprotektive Eigenschaften hin. In unserer
Gruppe sollte daher ein synthetischer Zugang zu 18 zur Gewinnung gréferer Mengen der

Verbindung fiir pharmakologische Untersuchungen erarbeitet werden.*'!

Daminin (18) wurde in einer sehr kurzen Synthese direkt aus den kauflichen Edukten
Nicotinsdure-Methylester (75), 2-Bromoethanol (76) und 2-Pyrrolcarbonsdure (78) dargestellt
(Schema 10).*'" Die Umsetzung von 75 mit 76 lieferte in guten Ausbeuten (88%) das
gewiinschte Salz 77. Nach Aktivierung der Pyrrol-2-carbonséure (78) durch /n-situ-Darstellung
des entsprechenden Saurechlorids 79 mit Oxalylchlorid wurde DMAP-katalysiert mit dem
Pyridinium-Salz 77 verestert. Das daraus gewonnene Salz des Daminin-Methylesters 80 war nach
einfachem Waschen mit Diethylether als Rohprodukt direkt zur Verseifung der Methylester-
Funktion am elektronenarmen positiv geladenen Heterocyclus mit Lithiumiodid in Pyridin

verwendbar. Man erhielt so reines Daminin (18) iiber zwei Stufen in 48proz. Ausbeute.*'
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Schema 10. Effiziente Synthese des neuroprotektiven marinen Alkaloids Daminin (18).
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Die Bioaktivitdit von 18 wurde anhand des synthetischen Materials in der AG Miiller
eingehend untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass die Verbindung die durch unterschiedliche
Neurotransmitter induzierte Erhohung der intrazelluliren Ca*’-Konzentration ([Ca*'}) in
kortikalen Neuronalzellen von Ratten hemmt. So erhdhte sich zum Beispiel [Ca®]; nach
Inkubation der Neuronen mit L-Glutaminsdure (200 uM) und CaCl; (2.4 mM) um 305%. Wurden
die Zellen hingegen vor Zugabe des Neurotransmitters mit 18 vorinkubiert, konnte dieser Anstieg
konzentrationsanhingig stark reduziert werden: bei Verwendung von 0.5 pg/mL Daminin (18)
betrug die Steigerung von [Ca®"]; nach zehn Minuten Inkubation nur noch 58%, bei Zugabe von 3
ng/mL sogar nur 25%. Eine starke Erhchung von [Ca®']; verursacht starke neurodegenerative
Schiaden, wie z.B. die Zerstorung des Cytoskeletts und die unkontrollierte Aktivierung von

(221 Diese Prozesse konnen auch bei Patienten mit Erkrankungen

Proteasen und Phospholipasen.
des zentralen Nervensystems (z.B. Parkinson oder Alzheimer) beobachtet werden. Daminin (18)
ist aufgrund seiner Fahigkeit zur Modulation des [Ca®']; eine potenzielle Leitstruktur zur
Entwicklung von Medikamenten zur Behandlung solcher Krankheiten, zumal in vitro keinerlei

Cytotoxizitit der Substanz nachweisbar war.”*'

5.2 Darstellung stark vereinfachter Derivate des Biofilm-Hemmstoffes Tajixanthonhydrat (16)

Im Rahmen seiner Dissertation beschéftigte sich G. Lang in unserer Gruppe mit der
Charakterisierung von Sekundirstoffen aus Schwamm-assoziierten Mikroorganismen. Aus einem
Pilz der Gattung Emericella variecolor, der aus dem Schwamm Haliclona valliculata isoliert

worden war, gelang ihm die Gewinnung des Artefakts Tajixanthonhydrat (16),*"*! das wéhrend

der Aufreinigung durch Hydrolyse der Epoxidgruppe des Naturstoffes Tajixanthon (81, Schema
[30,31]

11) entstanden war.

Schema 11.  Hydrolyse der Epoxidgruppe von Tajixanthon (81) zum Tajixanthonhydrat (16).
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In Untersuchungen zur Bioaktivitdt von 16 in der Arbeitsgruppe von PD Dr. Ute Hentschel
(Institut fir Molekulare Infektionsbiologie, Wiirzburg) gelang der Nachweis einer effektiven
Inhibierung der Biofilm-Bildung von Staphylococcus epidermidis durch diese Substanz (Abb.
32).%°! Bei einer Konzentration von 10 pg/mL wurde bereits eine 81proz. Verminderung des
Biofilm-Wachstums beobachtet, die bei Zugabe von 80 pg/mL Tajixanthonhydrat (16) sogar bis

auf 90% gesteigert werden konnte. Bemerkenswert war dabei, dass keine antibiotische Wirkung

zu ermitteln war, sondern “lediglich® das Anwachsen der Bakterien und die Ausbildung einer
[214]

[215-217]

Biofilm-Polysaccharid-Matrix, welche die Bakterien u.a. vor Antibiotika schiitzt,

verhindert wurde.””!

Abb. 32. S.-epidermidis-Biofilm nach 24 Stunden Inkubation ohne (links) und mit (rechts) 80 pg/mL
Tajixanthonhydrat (16) (Scanning Electron Microscopy, AG Hentschel).

Bakterielle Biofilme, vor allem der beiden Erreger S. aureus und S. epidermidis, stellen in der
modernen Medizin ein groBes Problem dar.*'® Sie konnen z.B. Katheter oder Implantate

[219]

besiedeln und I6sen bei den Patienten, kombiniert mit der wachsenden Resistenz der

(2202211 schwerste Infektionen aus.”*?! Die Entwicklung von Wirkstoffen, die

genannten Erreger,
den Prozess der Biofilm-Bildung inhibieren, ohne jedoch die Bakterien abzutdten und damit
groflen evolutiondren Druck auf sie auszuiiben, ist daher ein lohnendes Ziel. Bis zur Entdeckung
von 16 gab es dennoch erst eine Substanz mit dhnlichen Eigenschaften, nimlich das Farnesol.**
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten daher strukturell stark vereinfachte prenylierte
Xanthon-Derivate synthetisch erschlossen und in Zusammenarbeit mit der AG Hentschel auf
mogliche Inhibition der Biofilm-Bildung von S. epidermidis untersucht werden. Eine wichtige
Information zum gezielten Design viel versprechender Xanthone mit dhnlichem Pharmakophor

lieferten die Testergebnisse des ebenfalls von G. Lang isolierten Shamixanthons (82), welches bis

auf die fehlende aliphatische Diol-Funktion strukturell identisch zu 16 war, jedoch keinerlei
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Bioaktivitit aufwies (Abb. 33).1*"*! Ziel war es daher, zunichst eine Vielfalt strukturell diverser
hydroxylierter ~Xanthon-Grundkoérper mit Prenyleinheiten zu funktionalisieren, deren
exocyclischen Doppelbindungen dann oxidativ zu den entsprechenden Diolen des Typs 83

umgesetzt werden sollten.

Abb. 33. Vergleich der Strukturen des in den Biofilm-Assays inaktiven Shamixanthons (82) mit der
potenten Grundstruktur Tajixanthonhydrat (16). Der Xanthon-Grundkorper (gelb hinterlegt) ist
in den Verbindungen identisch. Wichtig fiir die pharmakologische Wirkung scheint somit vor
allem der Oxidationsgrad der Prenyl-Seitenkette (griin hinterlegt). Fiir SAR-Studien sollten
daher Derivate vom Typ 83 dargestellt werden.

Das einfachste Verfahren zur Darstellung von Hydroxy-Xanthonen ist die Grover-, Shah- und
Shah-Reaktion (GSS),”” bei der ein Salicylsdure-Derivat 84 mit einem Phenol 85 in
Anwesenheit von ZnCl, und POCI; erhitzt und so direkt in das entsprechende Xanthon-Derivat
87 tiberfiihrt wird (Schema 12). Dabei ist bei der Wahl der Reaktionspartner zu beachten, dass
das wihrend der Umsetzung intermedidr entstehende Benzophenon 86 an C-2 oder/und an C-2'
eine Hydroxygruppe tragen muss, um die Cyclisierung zum Xanthon 87 zu erlauben.”>! Als
Nebenprodukte dieser Reaktion entstehen evtl. mogliche Regioisomere (z.B. bei Verwendung
unsymmetrischer Phenole als Kupplungspartner) sowie die entsprechenden polyhydroxylierten

Benzophenone 86.

X 0 X X o) X X 0 X
X OH H X zncl, Poct, | X O O X X O O X
+ _— —_—
2 2 2 2
X OH HO X X Q9 X X o) X
X X X=H, OH X X X X
84 85

86 87

Schema 12. Synthese von Xanthon-Derivaten wie 87 nach Grover, Shah und Shah.*¥
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Als Modellsystem zur Ermittlung optimaler Reaktionsparameter in der GSS-Reaktion wurde
die im Arbeitskreis bereits vorhandene, kdufliche 2,4-Dihydroxybenzoesédure (88) gewihlt. Zur
Vermeidung der Bildung regioisomerer Produkte verwendete man als Reaktionspartner zunichst
Trihydroxybenzol (89). Erste Versuche unter den in der Originalliteratur angegebenen
Bedingungen, also bei Verwendung von geschmolzenem ZnCl, in POCl; als Lésungsmittel,
lieferten jedoch lediglich Spuren des gewiinschten Produktes 90 (Tabelle 3A).***! Dies konnte
auch durch Ersatz der Reagenzien durch Polyphosphorsdure und bei Durchfiihrung der Reaktion
unter Mikrowellen-Bestrahlung!®® nicht verbessert werden (Tabelle 3B und 3C). Eine
wesentliche Steigerung der Ausbeute des Xanthons 90 wurde durch 30min. Erhitzen von ZnCl,
mit POCl; vor Zugabe der Kupplungspartner™” erreicht (Tabelle 3D). Der Austausch von
ZnCl,/POCl; durch 'Eaton’s Reagenz'[zz&zzg] (P,Os/Methansulfonsdure) fiihrte schlieBlich zu
einer weiterer Verdopplung der Ausbeute (Tabelle 3E).

Tabelle 3. Optimierung der Reaktionsbedingungen zur Eintopfsynthese von 90.

(6] OH (6] OH
o0 0, —
+
HO OH HO OH HO O OH
88 89 90
Eintrag Reagenzien Temperatur und Bedingungen Ausbeute 90

A ZnCl,/POCl; 80 °C Spuren
B Poly-H;PO, 80-140 °C -
C Poly-H;PO, 80-140 °C, Mikrowelle -
D ZnCl,/POCl; 80 °C, 30min. Erhitzen der 44%

Reagenzien vor Zugabe der
Substrate, dann 120min. 80 °C

E P,Os/Methansulfonsdure 80 °C, 30min. Erhitzen der 84%
Reagenzien vor Zugabe der
Substrate, dann 120min. 80 °C

Unter den optimierten Bedingungen wurden weitere kommerziell erhiltliche
Benzoesédurederivate, ndmlich 2,3-Dihydroxybenzoesédure (91), 2,5-Dihydroxybenzoesdure (92),

2,6-Dihydroxybenzoesédure (93), 2,3,4-Trihydroxybenzoeséiure (94) und 2.4,5-
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Trihydroxybenzoesdure (95), mit Trihydroxybenzol (89) zu den entsprechenden Polyhydroxy-
Xanthonen 96-100 mit fiir die GSS-Reaktion guten bis sehr guten Ausbeuten (24%-68%)
umgesetzt (Tabelle 4).

Tabelle 4. Synthese weiterer Hydroxy-Xanthone unter Verwendung von 'Eaton’s Reagenz'.

3 x* o OH o0, 3 x* o OH
X oH /@\ CH,SOH X O O
X OH HO OH x? o) OH
oros % 89 X' 96-100
Carbonséure X' X* X X' Produkt Ausbeute

2,3-Dihydroxybenzoesdure (91) OH H H H 96 56%
2,5-Dihydroxybenzoesédure (92) H H OH H 97 24%
2,6-Dihydroxybenzoesédure (93) H H H OH 98 27%
2,3,4-Trihydroxybenzoesdure (94) OH OH H H 99 74%
2,4,5-Trihydroxybenzoeséure (95) H OH OH H 100 68%

Die so dargestellten Polyhydroxyxanthone sollten nun mit Prenylresten funktionalisiert
werden. Geplant war eine Alkylierung der Xanthone mit Prenylbromid (101) unter basischen
Bedingungen, bei der in jeweils nur einem synthetischen Schritt verschiedene regioisomere
Additionsprodukte zu erwarten waren. Dies sollte einen moglichst schnellen Zugang zu einer
groBBen strukturellen Vielfalt prenylsubstituierter Xanthon-Derivate liefern (Schema 13). In der
Literatur beschrieben war diese Reaktion bereits fiir das Trihydroxyxanthon 96, entweder unter

231 oder in einer wissrigen

Verwendung einer methanolischen Natriummethanolat-Losung
Kaliumhydroxid-Losung als Lésungsmittel und Base.”>" Die beschriebenen Ausbeuten der aus
dieser Umsetzung gewonnenen Monoprenyl- und Diprenylxanthone 102-104 waren zwar alle
niedrig (ca. 10%), fiir die geplante Generierung einer kleinen Substanzbibliothek fiir SAR-

Studien aber dennoch akzeptabel.
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_—
0 o RT

OH o ©
9 O o
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OH
|
104 Me Me
Schema 13. Funktionalisierung des Trihydroxyxanthons 96 zur Darstellung der Prenylxanthone 102-

104 unter basischen Bedingungen.

Versuche zur Reproduktion der Literaturvorschriften machten jedoch schnell deutlich, dass
das Erreichen der publizierten Ausbeuten (10-13%), auch bei Variation der
Reaktionsbedingungen (Base, Reaktionszeit, Temperatur), nicht moglich und zudem die
Aufreinigung der hoch komplexen Produktgemische duBerst arbeitsintensiv war. Lediglich bei
Verwendung von frisch destilliertem Prenylbromid konnten geringe Mengen der gewiinschten
Monoprenyl-Xanthone 102 und 103 (jeweils ca. 5%) und des bisprenylierten Derivats 104 (ca.
3%) isoliert werden. Diinnschicht-chromatographische Analysen von Mikroansitzen dieser
Funktionalisierungsreaktion zur Untersuchung ihrer Ubertragbarkeit auf die Hydroxyxanthone 90
und 96-100 zeigten zudem, dass die genannten synthetischen Probleme auch in allen anderen
Féllen zu erwarten waren. Man beschloss daher, auf eine alternative Route zur Darstellung von
Xanthonen auszuweichen, die eine gezielte Funktionalisierung definierter Position der

Grundkdrper erlauben sollte.

Die Methode der Wahl war schlielich die Kupplung von lithiierten Methoxy-substituierten
Aromaten mit Polymethoxybenzoesduremethylestern zu den entsprechenden Benzophenonen
sowie deren selektive O-Demethylierung ortho zur Carbonylfunktion und abschlieBende
Cyclisierung zu den Xanthonen. Als Grundlage fiir diese Arbeiten diente die in der Literatur
beschriebene Darstellung von 1-Hydroxyxanthon (109),* bei der im ersten Schritt 1,3-

)[233]

Dimethoxybenzol (105) in einer dirigierenden ortho-Metallierung (DOM selektiv zwischen
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den beiden Methoxygruppen zu 106 lithiiert, mit ortho-Methoxybenzoesdure-methylester (107)
zum Benzophenon 108 umgesetzt, AICl;-vermittelt zum Xanthon 109 cyclisiert und abschlieBend
O-demethyliert wurde (Schema 14). Die publizierten Ausbeuten waren dabei problemlos

reproduzierbar (56% iiber zwei Stufen).

0]

MeO
MeO MeO MeO (0] OH O
NBuLI, L MeO
TMEDA 107 AlCl,
R ——— D ————————_ R ———
0, 0,
OMe OMe 75% 0 O 75% o]

105 106 108 Me Me 109

Schema 14. Darstellung von 1-Hydroxyxanthon (109) nach Charlton et al.!**?

Zur Darstellung einer Auswahl unterschiedlicher Benzophenone mussten zunichst aus den
kduflichen aromatischen Polymethoxy-Carbonséuren 2,3-Dimethoxybenzoesdure (110), 2,4-
Dimethoxybenzoesdure (111), 2,5-Dimethoxybenzoesdure (112), 2,6- Dimethoxybenzoesiure
(113), 2,3,4-Trimethoxybenzoesdure (114) und 2,4,5-Trimethoxybenzoesdure (115) die
entsprechenden Methylester dargestellt werden. Dies gelang unter Fe,(SO4)3/H,SO4-Katalyse in
Methanol™* im Falle aller gewiinschten Ester 116-121 in exzellenten Ausbeuten (Tabelle 5).
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Tabelle 5. Synthese der Methylester 116-121.

X 0 Fe,(SO,)s, X 0
X3 konz. H,SO,, y?®
OH MeOH OMe
X OMe 70°C X OMe
1 1
110-115 X X 116-121
Substrat X! )G X?*  X* Produkt Ausbeute

2,3-Dimethoxybenzoesédure (110) OMe H H H 116 96%

2,4-Dimethoxybenzoesédure (111) H OMe H H 117 93%
2,5-Dimethoxybenzoesdure (112) H H OMe H 118 95%
2,6-Dimethoxybenzoesédure (113) H H H OMe 119 88%
2,3,4-Trimethoxybenzoesdure (114) OMe OMe H H 120 99%
2,4,5-Trimethoxybenzoesédure (115) H OMe OMe H 121 94%

Die so gewonnenen aromatischen Methylester 116-121 sollten nun durch Umsetzung mit
lithiiertem  1,3-Dimethoxybenzol (106) oder 1,3,5-Trimethoxybenzol (123) in die
Polymethoxybenzophenone 124-134 iiberfiihrt werden (Tabelle 6). Die Reaktionen mit 106 als
Lithium-Spezies verliefen dabei mit &hnlichen Ausbeuten (ca. 70%), wie die Darstellung des
literaturbekannten 109 (75%),**) wihrend bei der Addition von 123 wesentlich geringere
Produktanteile isoliert wurden (9-39%). Dies war in der schlechteren Lithiierung von 1,3,5-
Trimethoxybenzol (122) begriindet, die auch durch Verwendung stérkerer Lithiierungsreagenzen,
z.B. sec-BuLi oder tert-BuLi anstelle von n-BulLi, oder durch Variation des zugesetzten
Komplexbildners, z.B. TMEDA versus Diisopropylamin, und dessen Konzentration nicht zu
verbessern war. Durch ldngere Reaktionszeiten bei der Metallierungsreaktion, der Verwendung
von frischem n-BuLi und der Zugabe groerer Mengen des lithiierten Aromaten 123 zu den
Methylestern konnten die Ausbeuten jedoch auf ausreichende bis gute Werte (20-79%) gesteigert

werden.
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Tabelle 6. Synthese der Benzophenone 124-134.

O X
MeO X
MeO eu MeO ] Voo o Mo O x* .
TMEDA X!
x5/©\0Me X5/©:0Me 116-121 8 O ~0 0 2
105, 122 106, 123 124-134 X
Methylester ~ Lithiumorganyl X' — X7 X’ X! X°  Produkt Ausbeute
116 106 OMe H H H H 124 76%
117 106 H OMe H H H 125 67%
118 106 H H OMe H H 126 75%
120 106 OMe OMe H H H 127 71%
121 106 H OMe OMe H H 128 50%
116 123 OMe H H H OMe 129 21%
117 123 H OMe H H OMe 130 79%
118 123 H H OMe H OMe 131 36%
119 123 H H H OMe OMe 132 26%
120 123 OMe OMe H H OMe 133 20%
121 123 H OMe OMe H OMe 134 27%

Optimale Bedingungen zur selektiven O-Demethylierung in ortho-Position zur
Carbonylgruppe der Benzophenone 124-134 wurden zunéchst fiir Verbindung 124 erarbeitet.
Dabei zeigte sich, dass die Verwendung des reaktiveren BCl; als Lewis-Sdure dem Einsatz von
AICL; iiberlegen war?) Man erhielt bereits bei Raumtemperatur mit annihernd
stochiometrischen Mengen BCl; (1.1 Aquivalente) in kurzen Reaktionszeiten das gewiinschte
mono-O-demethylierte Produkt 135 schon nach einfacher Extraktion des Reaktionsgemisches in

reiner Form mit hohen Ausbeuten (94%, Schema 15).

MeO (0] MeO (0]
BCl,
1) — 10
O RT
Me Me Me H
124 OMe 135 OMe

Schema 15. Selektive mono-O-Demethylierung des Benzophenons 124 zu Verbindung 135.
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Vergleichbare Resultate waren auch bei Ubertragung der Reaktionsbedingungen auf die
anderen Benzophenone 125-134 zu erzielen. Die nach der Extraktion der Reaktionsgemische
gewonnenen mono-O-demethylierten Rohprodukte wurden ohne weitere Aufreinigung direkt
einer basenkatalysierten Cyclisierung unter Eliminierung von Methanol™" zu den

entsprechenden Polymethoxy-Xanthonen 136-146 unterzogen (Tabelle 4).

Tabelle 7. Synthese der Xanthone 136-146.

1. BCl,
3 2. Pyridin, H,0,

O O O O
0O

Me Me
124-134 136-146 X'
Benzophenon X' X* X' X' X Produkt  Ausbeute iiber zwei Stufen
124 OMe H H H H 136 94%
125 H OMe H H H 137 89%
126 H H OMe H H 138 50%
127 OMe OMe H H H 139 82%
128 H OMe OMe H H 140 91%
129 OMe H H H OMe 141 89%
130 H OMe H H OMe 142 quant.
131 H H OMe H OMe 143 quant.
132 H H H OMe OMe 144 quant.
133 OMe OMe H H OMe 145 quant.
134 H OMe OMe H OMe 146 68%

Die Polymethoxy-Xanthone 136-146 sollten durch eine weitere selektive O-Demethylierung
mit BCl; in ortho-Position zur Ketogruppe in die mono-Hydroxy-Derivate iiberfiihrbar sein.!**”!
Die neu generierte freie Alkoholfunktion wére somit gezielt alkylierbar, in diesem Falle durch
Umsetzung mit Prenylbromid unter basischen Bedingungen. Die O-Prenylfunktion sollte dann
durch ortho- und para-gerichtete Umlagerungsreaktionen gezielt an unterschiedliche Positionen
im jeweiligen Xanthon dirigierbar sein. Die Prenylxanthone liefern schlieBlich durch weitere

Oxidationsreaktionen an der Prenyldoppelbindung die erwiinschten hoher oxygenierten Derivate.
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Diese geplanten Funktionalisierungs-, Umlagerungs- und Oxygenierungsreaktionen wurden
zunidchst an einem leicht verfiigbaren und strukturell einfachen Modellsystem, dem 1-

Hydroxyxanthon (109), erarbeitet.

Die O-Prenylierung von 109 zu Verbindung 147 fiihrte man mit Prenylbromid (101) in DMF
mit K,COs als Base durch (Schema 16).2*% Bei Zugabe von KI zur Reaktionsldsung, das durch
Austausch des Halogenatoms am Prenylrest dessen Aktivitdt gegeniiber nucleophilen
Substitutionsreaktionen erhdht und damit als Katalysator wirkt, war die Reaktion unter sehr
milden Bedingungen (Raumtemperatur) mit guter Ausbeute (72%) durchfiihrbar. Fiir die geplante
Umlagerung>” des O-gebundenen Prenylrestes in die ortho- und para-Position standen in der

2
381 oder von

Literatur zwei Methoden zur Verfiigung: Die Verwendung von Montmorillonit!
Florisil®**?*) als Katalysator. Diese Reaktionen wurden bislang allerdings lediglich zur
Transformation einfacher prenylierter Phenole verwendet. Die Regioselektivitit der
Umlagerungen an Xanthonen war daher mangels Literaturprizedenz an strukturell dhnlichen
Systemen nicht vorhersagbar. Wichtig bei diesen Umsetzungen war die Verwendung apolarer
Losungsmittel, da die Reaktivitit der Katalysatoren durch starke Wechselwirkungen mit polaren
Solventien und die damit verbundene Desaktivierung der Katalysator-Oberfliche zu stark
herabgesetzt worden wire.'”*® Bei Verwendung von Montmorillonit in Toluol zur Umlagerung
des Prenylrestes von 109 erhielt man bei kurzen Reaktionszeiten von ca. drei Stunden eine fiir
diesen Reaktionstyp gute Ausbeute von 33% des ortho-Umlagerungsproduktes 149. Das
Hauptprodukt dieser Umlagerung entstand durch eine Riickreaktion unter O-Dealkylierung zum
1-Hydroxyxanthon (109), dessen Bildung auch bei Variation von Reaktionstemperatur und -
dauer nicht vermindert werden konnte. Bei der Umsetzung von 109 mit Florisil in Toluol war
eine leichte Erhohung der Reaktionstemperatur auf 50 °C notig. Als Hauptprodukt dieser
Umlagerung isolierte man das para zur Hydroxygruppe prenylierte Xanthon 148 in 64%
Ausbeute. Die Montmorillonit- und Florisil-katalysierten Umlagerungen des Prenylrestes von
109 waren somit zur Darstellung der Regioisomeren para- bzw. ortho-substituierten

Prenylxanthone 148 bzw. 149 komplementér verwendbar.
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Schema 16. O-Prenylierung des Hydroxyxanthons 109 und regioselektive Umlagerung des
Prenylrestes in die para- und ortho-Position mit Florisil bzw. Montmorillonit.

Florisil

Zur Untersuchung moglicher Oxygenierungsreaktionen wurde zunichst das Prenylxanthon

[241] umgesetzt

148 mit Dimethyldioxiran (150), welches aus Aceton und Oxon dargestellt wurde,
(Schema 17). Man erhielt so in 95%proz. Ausbeute das Epoxid 151. Durch sdurekatalysierte
Offaung von 151 mit H,SO, in Dioxan war das Diol (rac)-152 in 60% Ausbeute zuginglich.
Verbindung (rac)-152 trdgt bereits den vermutlichen Pharmakophor (vgl. Abb. 33, Struktur 83)

am Xanthongrundgeriist.

95% 151 60% o rac-152

Schema 17. Oxygenierung des Prenylxanthons 148.

Bei der Epoxidierung des ortho-Prenylxanthons 149 mit Dimethyldioxiran (150) konnte
jedoch kein stabiles Produkt isoliert werden. Dies lag an Nebenreaktionen der phenolischen OH-
Gruppe mit der intermedidr gebildeten Epoxidfunktion unter Ausbildung instabiler

Zwischenprodukte. Fiir die Oxidation der Doppelbindung wihlte man daher alternativ eine



GEWINNUNG NEUER WIRKSTOFFE AUS MARINEN ORGANISMEN 66

KMnOy-vermittelte Dihydroxylierung (Schema 18). Dabei wurde das Diol 153 zwar gebildet,
war jedoch aufgrund der Instabilitdt der Substanz unter den Reaktionsbedingungen lediglich in
maéBigen Ausbeuten von 26% isolierbar. Eine wesentliche Steigerung der Ausbeuten erzielte man
schlieBlich durch Anwendung der asymmetrischen Dihydroxylierung nach Sharpless et al.>****!
Dabei konnte je nach Wahl des katalytischen Systems (AD-mix-a oder AD-mix-f) gezielt das
(S)- oder das (R)-Enantiomer des erwiinschten Diols 153 in sehr guten Ausbeuten (90%) und
exzellenten Enantioselektivititen (>98% ee) dargestellt werden. Die Maoglichkeit zur

enantioselektiven Darstellung ihrer beiden Stereoisomere bot zudem die Chance, die Bioaktivtét

der Substanz 153 in Abhdngigkeit von der Absolutkonfiguration zu ermitteln.

Me HO (0]

Y T
149 0

AD-Mix-
iX-ol 90%

AD-Mix-
90% B
26% | KMNO,

Me HO (0] Me HO (0] Me HO (0]
HO. HO HO
Me S Me v Me 8
HO HO HO
(0] O (0]
(S)-153 rac-153 (R)-153

Schema 18. Dihydroxylierung des Prenylxanthons 149.

Alle im Rahmen der bislang beschriebenen Synthesen dargestellten Verbindungen wurden fiir
Bioaktivitéts-Tests an unsere Kooperationspartner innerhalb des SFB 630 und an Prof. R. Brun
(Schweizerisches Institut fiir Tropenmedizin, Basel) verschickt. Dabei stellte man keine
erwiahnenswerten antiprotozoischen oder antimikrobiellen Aktivitdten fest. Von besonderem
Interesse war jedoch die Untersuchung einer mdglichen Biofilm-Inhibition durch die Substanzen
in der AG Hentschel, vor allem im Falle der Prenylxanthone 148-153. Fiir 148-153 waren in der
Tat zum Teil Biofilm-hemmende Effekte zu beobachten. Eine mikroskopische Untersuchung der
Testlosungen zeigte jedoch, dass diese Xanthone unter den Testbedingungen auskristallisierten
(Abb. 34): Die Verbindungen bildeten eine kristalline Schicht auf der Kunststoftf-Innenwand der
TestgefdBe und verhinderten somit die Ausbildung eines bakteriellen Biofilms auf dieser

Oberfliche. Dies galt auch fiir alle getesteten Benzophenon-Derivate, wie z.B. 129 (siehe Tabelle
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6) sowie fiir sdmtliche Xanthone, z.B. Polymethoxyxanthon 130 (sieche Tabelle 7) und das
entsprechende voll O-demethylierte Polyhydroxyxanthon 90 (siehe Tabelle 3).

Abb. 34. Fotographien der in der Testlosung des Biofilm-Assays gebildeten Kristalle der Verbindungen
129, 130 und 90 unter dem Mikroskop (Fotos: AG Hentschel).

Eine erneute eingehende Untersuchung der Testdaten zu Tajixanthonhydrat (18) machte
zudem deutlich, dass wahrscheinlich auch fiir die vormals festgestellte Hemmung des Biofilm-
Wachstums durch diese Verbindung ein é&hnlicher physikalischer Oberflicheneffekt im
verwendeten Testsystem verantwortlich war. Aus diesem Grund wurde von der Synthese weiterer
Tajixanthonhydrat-Derivate mit dem Ziel der Gewinnung chemisch aktiver Wirkstoffe abgesehen.
In zukiinftigen Arbeiten auf diesem Gebiet sollte genauer erforscht werden, ob es sich bei den
beobachteten Effekten der getesteten Xanthon- und Benzophenon-Derivate um eine echte,
spezifische Bioaktivitdt handelt oder ob die vermeintliche Wirksamkeit auf das Auskristallieren
der Verbindungen im verwendeten Testsystem beschréankt ist. Im Falle einer wirklichen Aktivitit
konnte durch Fixierung der Xanthon-Derivate an geeigneten Oberfldchen, z.B. an Kunststoffen
iiber freie Hydroxy-Gruppen gebunden, eine gezielte Ausnutzung des beschriebenen

physikalischen Effekts zur Biofilm-Inhibition erreicht werden.

5.3 Untersuchungen zu Struktur, Biosynthese und Synthese des antileukimischen Wirkstoffes
Sorbicillacton A (17)

Eine weitere neuartige Verbindung, die von G. Lang wihrend seiner Dissertation®*! in
unserer Gruppe isoliert und charakterisiert wurde, ist das strukturell bisher einzigartige

Sorbicillacton A (17, Abb. 35), das erste Sorbicillin-abgeleitete Alkaloid.”****! Die Substanz
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wurde in einem Penicillium-chrysogenum-Stamm entdeckt, der wiederum in verschiedenen

Schwidmmen der Gattungen Chondrosia und Ircinia aus dem Mittelmeer zu finden ist.

154

Abb. 35. Strukturen der neuartigen Sorbicillin-abgeleiteten marinen Naturstoffe Sorbicillacton A (17)
und Sorbicillacton B (154).

Erste Untersuchungen zur Bioaktivitit von 17 in der AG Miiller offenbarten viel
versprechende antileukdmische, antivirale und neuroprotektive Eigenschaften der Substanz.[*”
Zur eingehenden Untersuchung des biologischen Potenzials von 17 sollte daher in unserer
Gruppe in Zusammenarbeit mit Prof. J. F. Imhoff (IFM Geomar, Kiel) ein Verfahren zur
biotechnologischen Produktion des Wirkstoffes im Multi-Gramm-Mafstab entwickelt werden.**”)
Das grofite Problem dabei war die Abtrennung des strukturell und damit chromatographisch
nahezu identischen 2',3'-Dihydroderivates von 17, Sorbicillacton B (154). Durch Anwendung
verschiedener  einfacher  Extraktionsschritte, einer  anschlieBenden  fliissig-fliissig-
chromatographischen Vorreinigung durch die neuartige Methode der FCPC (Fast Centrifugal

Partition Chromatography)[246]

und eines abschlieBenden gelchromatographischen Schrittes an
Sephadex LH-20 gelang in eigenen Arbeiten die Ausarbeitung eines effektiven Prozesses, der
inzwischen zur Isolierung von ca. 100 g Sorbicillacton A (17) fir weitergehende

pharmakologische Untersuchungen erfolgreich angewandt wurde.!**>*472%1

Neben einer biotechnologischen Variante zur Gewinnung groflerer Mengen des potenziellen
Krebswirkstoffes Sorbicillacton A (17) war auch dessen chemische Totalsynthese ein lohnendes
Ziel. Dies wiirde nicht nur einen vom biologischen Produzenten unabhingigen Zugang zur
Substanz selbst eroffnen und damit die mithsame und groBtechnisch schwer realisierbare
Abtrennung von Sorbicillacton B (154) ersparen, sondern im Verlaufe der Synthese gezielte
synthetische Variationen einzelner Gruppen des Zielmolekiils fiir spatere Untersuchungen zu
Struktur-Aktivitits-Beziehungen (SAR-Studien) und zum Wirkmechanismus der Substanz (z.B.

durch Darstellung Fluoreszenz- und photoaffinititsmarkierter Derivate) ermoglichen. Zur
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Ausarbeitung einer biomimetischen Totalsynthese von Sorbicillacton A (17) war daher die
Aufkldrung der Biosynthese dieses strukturell neuartigen Wirkstoffes von grolem Interesse.
Zudem sollten die Erkenntnisse aus diesen Studien als Grundlage molekularbiologischer
Untersuchungen der Arbeitsgruppe Piel (Universitit Bonn), mit dem Ziel der Generierung eines
optimierten Produzenten des Alkaloids 17, dienen. Ziel war es daher, in Kooperation mit der AG
Imhoff durch Applikation unterschiedlicher '*C-markierter Vorstufen die Biosynthese von

Sorbicillacton A (17) aufzukliren.**"!

5.3.1 Untersuchungen zur Biosynthese von Sorbicillacton A (17)

Betrachtet man die Struktur von 17, so scheint dessen biosynthetischer Ursprung aus einem
zweifach mittels S-Adenosylmethionin C-methylierten Hexaketid tiber Sorbicillin (155),12472!]
aus der Aminosdure Alanin (156) und aus einem Fumarsédure-Baustein (157) sehr wahrscheinlich
(Schema 19). Alternativ konnten die Kohlenstoffe C-9 und C-10 des Lactonringes von 17 aber
auch aus einem weiteren C,-Baustein stammen, also wiederum aus Acetat/Malonat, mit
anschliefender SAM-induzierter Einfithrung der Methylgruppe C-11 an C-9. Zur eindeutigen
Aufklirung der Biosynthese-Sequenz sollten daher in der AG Imhoff in separaten Ansitzen *C,-
Acetat, 13 Cs-Alanin und Methyl—13 C-L-Methionin an den Produzenten verfiittert werden und in
unserer Gruppe das Isotopen-angereicherte Sorbicillacton A (17) mittels praparativer HPLC

isoliert und NMR-spektroskopisch analysiert werden.!**¥

_—
Me MQ X)WOH HO
155 7—NH,

156

Schema 19. Postulierte”*! Biosynthese von Sorbicillacton A (17) aus Sorbicillin (155), Alanin (156)
und einem Fumarsédure-Baustein (157).

Sorbicillaton A (17) aus den Fiitterungsexperimenten mit *C,-Acetat zeigte im *C-NMR-
Spektrum eine starke Markierung der Kohlenstoffe im Sechsring und in der Sorbylseitenkette.

Die Konnektivititen der C-Einheiten von 17 wurden durch 2D-INADEQUATE-NMR!®"
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ermittelt (Abb. 36). So konnten insgesamt sechs intakte '*C,-Bausteine an den Positionen C-1/C-

2,C-3/C-4, C-5/C-6, C-1'/C-2', C-3'/C-4" und C-5'/C-6' detektiert werden.
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Abb. 36. 2D-INADEQUATE-NMR-Spektrum von Sorbicillacton A (17) aus den Fiitterungs-
experimenten mit B(C,-Acetat.

Die Ergebnisse dieses Experiments bestétigten somit frithere Studien zur Biosynthese des
Hexaketids Sorbicillin (155) in Trichoderma sp. durch Abe et al.**% Besonders interessant
war die Tatsache, dass fiir den Sechsring im Sorbicillacton A (17) ein diskretes BC,-
Markierungsmuster erkennbar war. Dies schloss ein symmetrisches Intermediat wie 158 in der
Biosynthese des Polyketid-Grundkdrpers von 17 aus, da sonst eine Randomisierung des
Einbaumusters in 17 durch Rotation der Bindung zwischen C-6 und C-1' zu erwarten gewesen

wire (Schema 20, vergleiche auch Kapitel 3.2.2). Denkbare Symmetrie-authebende
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Modifikationen wiéren hier zum Beispiel die Anbindung eines Alanin-Bausteines an 157 zu

Verbindung 159, eine Reduktion an C-1 zum Aldehyd 160 oder die Oxidation der Hexaketidkette

an C-2 zum tertidren Alkohol 161, jeweils vor Ausbildung des Ringsystems.*>’!

0 0 0 0 Randomisierung 0 0 0 0
g e RN, e LK,
_— T

6] 158 6] 0 158

o l \ Je \//\ e

Polyketid-
0 0 0 0 0 0 Faltung  Me M
—_— O e
Me SCoA — 5
157 (Me) (Me) ° ' SCoA 157
Me
SAM-induzierte 7 |
Methylierung? / Desymmetrisierung \
v
(0] (0} (0] o 0 (0} (e} (0] 0 (e} (0] (e}
Me Me Me
5 0 Me 5 Me % Me
0 SCoA o] 1°H 0 ¢ SCoA
Me Me NR, Me 160 Me OH 161

159

Schema 20.  Auswahl mdglicher biosynthetischer Umsetzungen zur Desymmetrisierung des Poly-83-
Keto-Esters 157 vor dessen Cyclisierung.

Eine Funktionalisierung der offenkettigen Verbindung 157 zu 159 ist aber sehr
unwahrscheinlich, da vom Produzentenstamm auch andere — stickstofffreie — Sorbicillin-
abgeleitete Naturstoffe dargestellt werden und das diskrete '*C,-Markierungsmuster auch in
Sorbicillin (155) zu finden st Nach neuesten Untersuchungen zur Biosynthese von
Epihydroxyvertinolid (164, Schema 21) ist zur Desymmetrisierung von 157 eine Kombination
aus Oxidation an C-2 zu Alkohol 161 und Reduktion des Thioesters an C-1 mit Cyclisierung zum
Diol 162, oder auch in umgekehrter Reihenfolge (also zunichst Reduktion an C-1, danach
Cyclisierung und Oxidation an C-2), anzunehmen. Verbindung 162 wire ein mdgliches
Intermediat in der Biosynthese von Hydroxyvertinolid (163) sowie Epihydroxyvertinolid
(164)*** und wiirde zudem eine Erklarung fiir die fehlende Randomisierung der C,-Einheiten in

Sorbicillin (155) und Sorbicillacton A (17) liefern.
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Schema 21. Postulierte gemeinsame biosynthetische Route zu den Hexaketiden Hydrox]yvertinolid
54

(163), Epihydroxyvertinolid (164) und Sorbicillinol (165) nach Sugaya et al.”®

Demnach wire das reaktive Sorbicillinol (165)***) biosynthetischer Vorldufer von Sorbicillin
(155)">*) und von Sorbicillacton A (17). Dies stiinde weiterhin im Einklang mit Beobachtungen
von Abe et al, nach denen bei Kultivierung von Trichoderma sp. immer zunidchst die
Konzentration des hoch instabilen Sorbicillinols (165) stark ansteigt und erst danach
Folgeprodukte, wie z.B. 155 gebildet werden.”” Da basierend auf diesen Erkenntnissen
Sorbicillin (155) als Endprodukt einer Biosyntheseroute zu sehen ist, sollten in letzter

Konsequenz Vertreter dieser Naturstoftklasse als Sorbicillinol-abgeleitet bezeichnet werden.

Zur Aufklarung des biosynthetischen Ursprungs der beiden Methylgruppen C-7 und C-8 von
Sorbicillacton A (17) wurde Methyl-">C-L-Methionin an Kulturen des Produzenten verfiittert.
Das *C-NMR-Spektrum von 17 aus diesen Ansitzen zeigte eine starke '*C-Anreicherung an den
Positionen C-7 und C-8 (Abb. 37). Im Vergleich zu den unmarkierten Methylsubstituenten C-6'
und C-11' beobachtete man eine Erhohung der Signalflache um mehr als den Faktor 5. Somit war
die postulierte S-Adenosyl-Methionin-induzierte C-Methylierung der Kohlenstoffatome C-2 und

C-4 in Sorbicillacton A (17) eindeutig nachgewiesen.
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Abb. 37. Vergleich der *C-NMR- Spektren von unmarkiertem 17 (A) mit dem der isolierten Substanz aus
der Fiitterung von Methyl-">C-L-Methionin an Kulturen von P. chrysogenum (B).

Die Herkunft der beiden Kohlenstoffe C-9 und C-10 des Lactonrings sowie der Methylgruppe
C-11 und des Stickstoffes im Molekiil wurde durch Fiitterung der postulierten Vorstufe Alanin in
3C3-markierter Form an Kulturen des Sorbicillacton-A-Produzenten untersucht. Der Einbau des
Substrates in 17 aus diesen Ansitzen wurde mittels *C-NMR-Spektroskopie bestitigt. Dort war
bereits ein starker Einbau an C-9, C-10 und C-11 sowie eine schwichere Inkorporation im
Acetat-abgeleiteten Molekiilteil zu erkennen. Zur genauen Lokalisierung der *C-angereicherten
Positionen bediente man sich erneut der 2D-INADEQUATE-NMR-Technik.""®® Im Spektrum
von Sorbicillacton A (17) war in diesem Fall eine starke Wechselwirkung von C-10 zu C-9 und
von C-9 zu C-11 zu beobachten (Abb. 38). Diese drei Kohlenstoff-Atome stammten also
eindeutig aus einem intakten 13C3-Baustein, niamlich aus 13C3-Alanin. Zudem waren Interaktionen
zwischen den Protonen-tragenden C,-Einheiten an C-5/C-6, C-3'/C-4' und C-5'/C-6' detektierbar.
Dort resultiert die Anreicherung aus der durch Mechanismen des Primérstoffwechsels
katalysierten Umsetzung von Alanin iiber Pyruvat zu Acetyl-CoA und dem damit verbundenen
Transfer der Markierung in '>C,-angereicherte Acetat- und Malonat-Bausteine, die schlieBlich in
der Biosynthese des PKS-Vorldufers von 17, des Sorbicillinols (165), Verwendung finden

konnen.
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Abb. 38. 2D-INADEQUATE-NMR-Spektrum von Sorbicillacton A (17) aus den Fiitterungs-
experimenten mit *C;-Alanin.

Der N-Fumarylrest in Sorbicillacton A (17) wies sowohl bei der Fiitterung von *Cy-Acetat
als auch bei der Applikation von *Cs-Alanin eine schwache und unregelméfBige Markierung (C-
2" > C-1"> C-4" > C-3") auf. Dies deutete darauf hin, dass zumindest ein bestimmter Anteil an
17 mit einer Fumarsdure-Vorstufe N-alkyliert wurde, die nie symmetrische Zwischenstufen
durchlaufen hatte, da sonst auch eine symmetrische Markierung dieses Molekiilteils zu erwarten
wire. Denkbar wire etwa die Ankniipfung von Succinyl-CoA an Sorbicillacton A (17) und
dessen anschlieBende Dehydrierung zum Fumarylrest. Die Abschwichung der °C-Anreicherung
liegt wohl in ihrem teilweisen Verlust bei der Biosynthese einer geeigneten unsymmetrischen

(1491 _ ynd in der zusitzlichen

Fumarsédure-Vorstufe — wahrscheinlich iiber den Citratcyclus
Verdiinnung der Markierung tiber die zahlreichen 'endogenen pools' metabolischer
Zwischenstufen begriindet. Die auf dem unsymmetrischen Markierungsmuster des Fumarylrestes

basierende Annahme, dass Fumarsdure selbst als Baustein in der Biosynthese von 17 nicht in
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Frage kommt, wurde durch ihre Fiitterung in °C,-markierter Form {iberpriift. Tatsichlich konnte
in diesen Experimenten keinerlei Einbau beobachtet werden. Dies konnte aber auch in der
schlechten Bioverfiigbarkeit des Substrates (z.B. schlechte Loslichkeit im Kulturmedium,
ungeniigende Zellpermeabilitit) begriindet sein und ist daher lediglich als weiterer Hinweis der

beschriebenen Hypothese und nicht als deren endgiiltiger Beweis zu sehen.

Basierend auf den Ergebnissen der Fiitterungsexperimente mit *C,-Acetat, *Cs-Alanin und
Methyl-'*C-L-Methionin, lisst sich der Gesamtverlauf der Biosynthese von Sorbicillacton A (17)
in P. chrysogenum wie folgt beschreiben (Schema 22): zunichst wird aus sechs '*Cy-Bausteinen
PKS-katalysiert ein Hexaketid aufgebaut, welches SAM-vermittelt zweifach zu 157 C-methyliert
wird. Nach Desymmetrisierung dieses Intermediats 157 durch oxidative und reduktive Prozesse
(vergleiche Schemata 20 und 21) und anschlieBende Cyclisierung entsteht Sorbicillinol (165).
Diese hoch reaktive Zwischenstufe kann nun mit einem Alanin-Baustein, der wahrscheinlich mit
Pyridoxalphosphat als Schiffsche Base 166 aktiviert ist, am tertidren Alkohol zu 167 verestert
und durch intramolekulare Michael-Addition zum Lacton-System 168 cyclisiert werden (Route
A). Alternativ wiére auch eine intermolekulare Michael-Addition zu 169 mit anschlieBendem
Ringschluss zum Lacton 168 unter Sy1-Bedingungen mdglich (Route B). Obwohl beide Routen
denkbar erscheinen, deutet die cis-Konfiguration des annelierten Fiinfringes in 17 stark auf Route
A hin, da dort diese Anordnung aufgrund der Vorfixierung der Alanin-Einheit im Ester 167 und
der folgenden intramolekularer C,C-Bindungskniipfung bereits eindeutig festgelegt wére. Nach
Abspaltung des N-Pyridoxalphosphats des Lactons 168, Addition einer vermutlich aus dem
Citratcyclus stammenden, unsymmetrischen Fumarsdure-Vorstufe, wie z.B. Succinyl-CoA 170
und deren Oxidation zum Fumarylrest wire die Biosynthese von Sorbicillacton A (17)

abgeschlossen.
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Schema 22. Mogliche biosynthetische Routen zum Sorbicillacton A (17).

Von besonderem Interesse war es nun, vor allem im Hinblick auf die in der AG Piel
durchgefiihrten Arbeiten zur Verbesserung der Sorbicillacton-A-Produktion, den Zeitpunkt der
unerwiinschten Hydrierung der C-2'/C-3'-Doppelbindung und damit den Moment der Divergenz

in den Biosynthesen von Sorbicillacton A (17) und B (154) experimentell zu untersuchen.

Durch Fiitterung von *C,-markiertem Sorbicillin (155) an P. chrysogenum und Uberpriifung
eines moglichen Einbaus in 17 und 154 sollte gezeigt werden, ob die Reduktion der C-2'/C-3'-
Doppelbindung friih oder spét in der Biosynthese der Naturstoffe stattfindet. Bei einem Einbau
von *C,-155 in beide Verbindungen, Sorbicillacton A (17) und B (154), wiirde die Hydrierung
an C-2'/C-3' zu einem spiten Zeitpunkt der Biosynthese durchgefiihrt, ndmlich erst nach dem
vollstandigen Aufbau des Polyketid-Grundgeriistes (Schema 23). Wiirde die markierte Vorstufe
155 dagegen lediglich in 17 inkorporiert werden, und umgekehrt '*C,-2",3'-Dihydrosorbicillin nur
in 155, wire die Reduktion der Doppelbindung zur Entstehung von Sorbicillacton B (154)

hingegen sehr frith zu erwarten, z.B. schon auf der Stufe eines noch linearen Poly-B-Ketoesters
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wie 157 oder 161 (Schema 21). Grundvoraussetzung fiir einen Einbau von *C,-Sorbicillin (155)
in Sorbicillacton A (17) oder B (154) widre zudem die Mdoglichkeit einer biosynthetischen
oxidativen Dearomatisierung von 155 zum entsprechenden >Cy-markierten Sorbicillinol (165).
Bei erfolgreichem Nachweis eines Einbaus des markierten Substrates 155 in 17 oder 154 konnte
damit erstmalig bewiesen werden, dass Sorbicillin (155) in der Biosynthese vertinoider
Naturstoffe eine groBle Rolle spielt und in vivo als stabile 'Lagersubstanz' des hochreaktiven
Sorbicillinols (165) dient. Die Darstellung von *Cj-markiertem Sorbicillin (155) und dessen

Fiitterung an P. chrysogenum erschien daher aus mehrfacher Sicht duBerst lohnenswert.

6 x HOAc, 2 x CH3-X
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Schema 23. Fiitterung von "*C,-markiertem Sorbicillin (155) an P. chrysogenum zur Aufklirung des

Zeitpunktes der unerwiinschten Hydrierung der 2',3'-Doppelbindung in der Biosynthese
von Sorbicillacton A (17) und B (154).

Erste Arbeiten zur Entwicklung einer Synthese-Route zur Darstellung von '*Cy-markiertem
Sorbicillin (155) wurden in unserer Arbeitsgruppe von Dr. H. Tsuruta durchgefiihrt (Schema 24).
In diesen Versuchen sollte aufbauend auf Ergebnissen von Huang et al.*®*" durch Tri-n-
butylstibin-vermittelte Olefinierung von Crotonaldehyd (171) mit Bromessigsdureethylester (172)
zundchst Sorbinsdureethylester (173) dargestellt und dieser in situ zur Sorbinsdure (174) verseift
werden. In diesem Schritt wire die Einfilhrung eines '*C,-Bausteins unter Verwendung von
kommerziell erhiltlichem C,-markierten Bromessigsaureethylester (172) leicht moglich. Eine
Lewis-Saure-katalysierte Friedel-Crafts-Acylierung von 2,4-Dimethylresorcinol (175)*** sollte
schlieBlich *Co-Sorbicillin (155) liefern.
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Schema 24. In unserer Arbeitsgruppe von Dr. H. Tsuruta entwickelte Syntheseroute zur Einfiihrung

einer C,-Markierung in Sorbicillin (155).

(256257 yerlief die von H. Tsuruta geplante Olefinierung von

In der Originalliteratur
Crotonaldehyd (171) mit Bromessigsdureethylester (172) zum C,-verlédngerten Produkt in guter
Ausbeute von 84%. Beziiglich der Diastereoselektivitidt der Reaktion wurden jedoch keinerlei
Angaben gemacht. Versuche von H. Tsuruta zeigten deutlich, dass das gewiinschte Produkt-
Diastereomer 173, also mit E-Konfiguration an beiden Doppelbindungen, lediglich in geringer
Ausbeute von hochstens 31% zugénglich war. Auch die in der Literatur bekannte Acylierung von

2391 yerlief mit wesentlich

2,4-Dimethylresorcinol (175), beschrieben mit Ausbeuten von 70-80%,
schlechteren Ausbeuten um 20%. Uber beide Stufen erreichte H. Tsuruta damit eine
Gesamtausbeute von lediglich ca. 6%. Dies war aufgrund der hohen Kosten der "“C,-
angereicherten Vorstufe °C,- Bromessigsiureethylester (172) nicht akzeptabel. Daher sollte eine
alternative, effizientere Syntheseroute, mdglichst auch unter Vermeidung von giftigen Antimon-

Reagenzien, zur Gewinnung von C,-markiertem Sorbicillin (155) erarbeitet werden.

Zur geplanten E-selektiven Darstellung von Sorbinsdureethylester (173) war eine Horner-
Wadsworth-Emmons-Reaktion (HWE-Reaktion),*****"! im vorliegenden Fall also eine
Kondensation des Triethylphosphonoacetats 176 mit Crotonaldehyd (171), die Methode der Wahl
(Schema 25). Von einer Darstellung des Phosphonoacetats 176 aus 172 iiber eine Arbusow-

2621 Wwurde abgesehen, da fiir eine spitere Synthese mit '*C-angereicherten Substraten

Reaktion
176 auch direkt in *Cy-markierter Form zu #hnlichen Preisen kduflich zu erwerben war. Zur
Optimierung der Umsetzungen wurde zundchst unmarkiertes Material verwendet. Die

Verkniipfung der beiden Bausteine 176 und 171 verlief bereits unter den initial gewéhlten
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Bedingunen in Et,O mit n-BuLi als Base optimal. Diinnschichtchromatographische Analysen mit
Referenzmaterial des gewlinschten Sorbinsdureethylesters (173), der durch Veresterung von
kauflicher Sorbinsdure (174) mit Ethanol in unmarkierter Form iiber einen alternativen Weg sehr
leicht zuginglich war, zeigten die quantitative Bildung des Produktes. Das Rohgemisch der
Reaktion wurde daher direkt zur wéssrig-basischen Verseifung des gebildeten Esters 173
verwendet. Man erhielt so ohne chromatographische oder destillative Aufreinigung reines 174 in

nur einer Stufe in sehr guten Ausbeuten von 91%.

O o KOH o
O (0] n-BuLi H,O
)K/” H)v\Me —_— W 2 )W
P EtO Me o HO Me
EtO (OEY), 171 91%
176 173 174

— C,-Einheit

Schema 25.  Darstellung von Sorbinsdure (174) durch HWE-Reaktion.

Die Synthese von 2,4-Dimethylresorcinol (175), also des aromatischen Teils von Sorbicillin

(155), erfolgte in Anlehnung an literaturbekannte Vorschriften'*®*

ausgehend von 2-
Methylresorcinol (177) durch Formylierung und anschlieBende Reduktion der eingefiihrten
Aldehyd-Funktion (Schema 26). Allerdings wurde dabei die in der Literatur verwendete
Gattermann-Adams-Reaktion (Verwendung von Zn(CN), und Einleitung von HCI-Gas!) durch
eine Vilsmeyer-Formylierung, und die Clemmensen-Reduktion (mit Zn/Hg!) durch eine
LiAIH4/AICl3-Reduktion ersetzt. Man erhielt so das gewiinschte Resorcinol 175 im Vergleich zur

Literatur (42%) in leicht gesteigerter 47proz. Ausbeute (Schema 26).

13 - .
o 174 C,-Einheit
Me
OH POCI;, DMF 1. 8OCl, o
Me 2. L|AIH4 AICI, i@ 2 AC, Me N e
47 % 73%
HO (Lit. 42%) (Lit. 33-80%) HO 155
177 Me

Schema 26. Synthese von Sorbicillin (175).
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Zur Darstellung von Sorbicillin (171) durch Verkniipfung von 2,4-Dimethylresorcinol (175)
mit Sorbinsdure (174) waren in der Literatur zwei Methoden bekannt, ndmlich die Umsetzung

2641 aus 175 mit einem aktivierten

eines ortho-Brommagnesium-Phenolat-Nucleophils
Sorbinsédure-Derivat, oder — wie von H. Tsuruta bereits angewandt (Schema 24) — eine Friedel-
Crafts-Acylierung von 175 mit 174 unter BF;-Katalyse.”*> Nicolaou ez al. beschrieben in ihren
Arbeiten zur biomimetischen Synthese von Bisorbicillinoiden bereits die Uberlegenheit der
zweiten Methode, vor allem bei groBeren Reaktionsansitzen.””®*°! In eigenen Versuchen
erwiesen sich die publizierten Angaben zur Ausbeute bei der Synthese von Sorbicillin (155) nach

der Brommagnesium-Phenolat-Variante (75%)2*¥

zudem als nicht reproduzierbar. Allerdings
erreichte man auch bei der BFs-katalysierten Acylierung nicht zuverldssig die von Nicolaou et al.
berichteten guten Ausbeuten von 70-80%,1**%*) sondern lag zwischen diesen und den in der

Originalpublikation angegebenen Werten (33%).2%°

Die Schwankungen in der isolierten
Ausbeute an 155 aus diesen Ansédtzen waren in der schwierigen Aufarbeitung und Aufreinigung
des Reaktiongemisches begriindet. Dabei erwies sich die Hydrolyse des nach der Acylierung
gebildeten, unerwartet stabilen Sorbicillin-BF,-Komplexes in THF/H,O/HCI als kritisch. Eine
Durchfithrung der Reaktionen bei hohen Temperaturen mit langen Hydrolysezeiten fiihrte zu
einer Zersetzung des Reaktionsproduktes, wéihrend bei kiirzeren Reaktionszeiten oder niedrigen
Temperaturen keine vollstindige Spaltung des Komplexes zu erreichen war. Die
sdulenchromatographische Trennung des Sorbicillin-BF,-Komplexes vom freien Produkt 155
erwies sich aufgrund der dhnlichen Retentionszeiten zudem als sehr zeitaufwéndig und schwierig.
Aus diesem Grund wurde alternativ zu den beschriebenen Methoden eine Acylierung von 2,4-
Dimethylresorcinol (175) mit Sorbinséure (174), in situ aktiviert als Séurechlorid, und AlCl; als
Lewis-Sdure getestet, mit der man auf Anhieb zuverldssig gute Ausbeuten von 73% erzielte
(Schema 26). Durch Anwendung der alternativen Route zur Synthese von BC,-markiertem

Sorbicillin (155) erzielte man eine Verbesserung der Gesamtausbeute von 6% nach Dr. H.

Tsuruta auf 66% bezogen auf das verwendete *C-angereicherte Substrat 176.

Die Fiitterung von "“C,-markiertem Sorbicillin (155) an P. chrysogenum wurde in enger
Kooperation mit der AG Imhoff durchgefiihrt. Anféangliche Probleme mit der Loslichkeit des
Substrates wurden durch geringfiigige Anpassung des pH-Wertes (von neutral zum schwach
Basischen) des Produktionsmediums gelost. Die Kulturbedingungen zur Gewinnung von

Sorbicillacton A (17) bei Fiitterung von 155 an P. chrysogenum wurden in der AG Imhoff
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zundchst mit unmarkiertem synthetischem Material aus unserer Gruppe optimiert. Eine
verringerte Produktion von 17, in einigen Féllen sogar ein unerklérliches komplettes Ausbleiben
der Bildung des gewiinschten Sekundirstoffs, war trotz intensiver Bemiihungen jedoch nicht
vollstindig auszuschlieen. Unabhingig vom Produktionsverhalten des Pilzes war in allen
Testkulturen das applizierte '*Ci-angereicherte Sorbicillin (155) vollstindig metabolisiert.
Lediglich aus einem der Ansétze aus den Fiitterungsexperimenten war die Isolierung einer sehr
kleinen Menge (<<l mg) von vermeintlich markiertem Sorbicillacton A (17) mdglich. Im "*C-
NMR-Spektrum dieser Substanz war im Bereich des C-1'-Kohlenstoffes der Sorbylseitenkette das
bei einem erfolgreichen Einbau von '"C,-Sorbicillin (155) in 17 zu erwartende Triplett zu
beobachten. Im Vergleich zur chemischen Verschiebung der entsprechenden Position im
Referenzspektrum der unmarkierten Substanz (162.5 ppm) war dieses Signal jedoch leicht
verschoben (165.1 ppm). Im Falle eines Einbaus von *C,-Sorbicillin in 17 miisste des Weiteren
eine Markierung an C-2' zu finden sein. Im "*C-Spektrum war jedoch bei der entsprechenden
chemischen Verschiebung kein Signal zu erkennen. Aufgrund der geringen Substanzmenge
waren zudem nicht alle Kohlenstoffatome von Sorbicillacton A (17) zu finden. Die Auswertung
dieser Ergebnisse lieB somit den eindeutigen Nachweis eines Einbaus von *C,-Sorbicillin (155)
in Sorbicillacton A (17) nicht zu. Bei einer weiteren Wiederholung des Experimentes mit
Fiitterung groferer Mengen des markierten Substrates an eine hohere Anzahl Kulturen blieb die
Produktion des Sekundirstoffes 17 vollstindig aus. Der Einbau von 155 kann basierend auf
diesen Ergebnissen damit weder bewiesen noch ausgeschlossen werden. In zukiinftigen Arbeiten
sollte die Fiitterung mit einer groBen Anzahl unabhingig voneinander angeimpfter kleiner
Einzelkulturen, anstelle weniger groBer Kulturen, wiederholt werden. So konnte die
Wabhrscheinlichkeit der Produktion von Sorbicillacton A (17) — zumindest in einigen

Kulturansitzen — erhoht werden.

Cc-1

166.0 1652  164.4 [PpmM]

Abb. 39. Ausschnitt aus dem "*C-NMR-Spektrum von Sorbicillacton A (17) nach Fiitterung von “C,-
markiertem Sorbicillin (155).
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Eine wichtige weitere Information zu moglichen biosynthetischen Vorldufern von
Sorbicillacton A (17) und B (154) lieferten molekularbiologische Untersuchungen am
Produzentenstamm in der Arbeitsgruppe von Prof. J. Piel (Universitit Bonn). Analysen des
vermutlichen Sorbicillacton-Genclusters in P. chrysogenum legten die Vermutung nahe, dass als
Startermolekiil des entsprechenden PKS-Clusters nicht Acetat, sondern Sorbinsdure (174)

(2661 Damit wiirde sich evtl. die Mdglichkeit erdffnen, durch Vorstufen-

fungieren konnte.
induzierte Fiitterung, hier also durch Gabe groerer Mengen 174, die Produktionsmenge der
Sorbicillactone 17 und 154 zu erhohen. Sollte zur Bildung von Sorbicillacton B (154) die
unerwiinschte Hydrierung der 2',3'-Doppelbindung bereits im Startermolekiil des Sorbicillacton-
PKS-Clusters nétig sein, die Biosynthese von 154 also direkt mit 2',3'-Dihydrosorbinséure starten
miissen, wiirde eine massive Fiitterung von Sorbinsdure (174) im besten Fall sogar zu einem

kompletten Einbruch der Sorbicillacton-B-Produktion fithren und somit eine einfache Variante

zur gezielten biotechnologischen Produktion von Sorbicillacton A (17) liefern.

Zur Untersuchung moglicher Auswirkungen bei Fiitterung von Sorbinsdure (174) an P.
chrysogenum wurde der AG Imhoff eine Charge der Substanz zur Verfiitterung bereitgestellt.
Anfiangliche Bedenken, die in der Nahrungsmittelindustrie als Konservierungsmittel genutzte
Séure 174 konnte sich als toxisch fiir den pilzlichen Produzenten herausstellen, erwiesen sich als
unbegriindet. Bei Applikation der Verbindung zeigte sich jedoch weder eine signifikante
Erhohung der Bildung von Sorbicillacton A (17) und B (154) noch eine Verschiebung des
Produktionsverhéltnisses zwischen 17 und 154. Durch Fiitterung von 13C2—markierter Sorbinsdure
(174) sollte daher abschlieBend tiberpriift werden, ob es sich bei dieser Substanz tatsdchlich um
das Startermolekiil des Sorbicillacton-Genclusters handeln konnte. Die Verbindung wurde analog
der Synthese von "*C,-Sorbicillin dargestellt (Schema 25). Die Fiitterung erfolgte erneut in der
AG Imhoff, unter den fiir die Ansdtze mit unmarkierter Sorbinsdure (174) erarbeiteten
Bedingungen. Die aus diesen Anséitzen gewonnene Fermentationsbriihe wurde an unsere
Arbeitsgruppe gesandt, wo durch Extraktion und anschlieBende HPLC-chromatographische
Aufreinigung Sorbicillacton A (17) und B (154) isoliert wurden. Einen moglichen Einbau des
BC,-Labels in diese Naturstoffe iiberpriifte man mittels '*C-NMR-Spektroskopie. In beiden

Naturstoffen stellte man jedoch keinerlei Inkorporation von *C»-Einheiten fest.
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Diese Beobachtungen bei Fiitterung von Sorbinsdure (174) deuteten somit darauf hin, dass
die Substanz selbst evtl. doch nicht als Startermolekiil fiir die Sorbicillacton-A-Biosynthese dient.
Moglich wire natiirlich auch, dass die Verbindung aufgrund zu hoher Polaritdt nicht durch die
Zellmembranen des Produzenten drang und damit nicht als Substrat fiir die Biosynthese von 17
und 154 zur Verfligung stand. Dagegen sprach jedoch, dass weder mittels HPLC-MS noch durch
HPLC-UV und Koelution mit authentischem Referenzmaterial Sorbinsdure (174) in den Kulturen
und Extrakten nachzuweisen war. Die Substanz schien daher zwar durch den Pilz aufgenommen
und metabolisiert, oder zur Energiegewinnung katabolisiert, jedoch nicht fiir die Biosynthese von
17 und 154 verwendet worden zu sein. Moglich wére auch, dass Sorbinsdure (174) in ihrer freien
Form keinen Eingang in die Sorbicillacton-Biosynthese fand. Gegebenenfalls wire diese offene
Frage in zukiinftigen Arbeiten durch Synthese eines aktivierten Thioesters, z.B. 178 oder 179
(Abb. 40), und dessen Fiitterung an P. chrysogenum zu kliren. Ein moglicher katabolischer
Abbau der Substrate konnte durch zeitgleiche Fiitterung eines p-Oxidations-Inhibitors

unterdriickt werden. ¢!

(6] (6]
H
CoASWMe Me\n/N\/\S)WMe — "C,-Einheit
178 0 179

Abb. 40. Mogliche verbesserte Substrate fiir die Sorbicillacton-PKS: Thioester 178 und 179.

5.3.2 Studien zur biomimetischen Totalsynthese von Sorbicillacton A (17)

Die gewonnenen Erkenntnisse zur Biosynthese von Sorbicillacton A (17) sollten nun zur
Entwicklung einer ersten, biomimetischen Totalsynthese des Naturstoffes verwendet werden.
Ausgehend von Sorbicillin  (155) sollte dabei zunédchst nach einer literaturbekannten
Vorschrift®®**! durch Oxidation mit Pb(OAc)s racemisches O-Acetyl-Sorbicillinol (180)
gewonnen werden (Schema 27). Nach milder Abspaltung des O-Acetyl-Restes — gegebenenfalls
kombiniert mit einer kinetischen Racematspaltung zur selektiven Hydrolyse nur des gewliinschten
Enantiomers, z.B. durch Enzym-Katalyse — sollte die dann freie Hydroxyfunktion von 181 mit
einem aktivierten Alanin-Derivat 182 zum Ester 183 umgesetzt und die Verbindung zum Lacton

184 cyclisiert werden. Durch Entschiitzen der N-Funktion der Alanin-Einheit und abschlie3ende
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Funktionalisierung mit einem Fumarsidure-Baustein wire die Totalsynthese in nur wenigen

Schritten abgeschlossen.

OH O o o N+ H o o
M M -NuAc Me
e P NF e PHOAY), M PN e N e
_ R —
HO 155 HO” > Me 180 HO™ 181
Me Me' 0—K Me OH
o Ve 182
X A N/R
(6] R

Schema 27. Geplante biomimetische Totalsynthese von Sorbicillacton A (17); zur besseren
Ubersichtlichkeit sind hier und in den folgenden Schemata nur die gewiinschten
Stereoisomere gezeigt.

Die oxidative Dearomatisierung von Sorbicillin (155) mit Pb(OAc)s zu 180 erwies sich als
sehr empfindliche Reaktion. Essentiell fiir das Erreichen reproduzierbarer Ausbeuten von 35-46%
war dabei die Verwendung eines gas- und wasserfreien Losungsmittelgemisches
(CH,Cly/Essigséure, 1:1) und trockener Reagenzien. Das verwendete Solvens wurde daher bei 0
°C 30min. lang mit Argon entgast. Bei kiirzerer Dauer der Entgasung war mit Ausbeuteverlusten
zu rechnen, wihrend eine wesentlich ldngere Dauer aufgrund der Verfliichtigung des CH,Cl, zum
Einfrieren des Reaktionsgemisches fiihrte. Das in den Umsetzungen verwendete Sorbicillin (155)
und Pb(OAc)s wurde direkt vor der Reaktion im Hochvakuum mindestens eine Stunde lang
getrocknet. Nach Zugabe des Oxidationsmittels zu der Reaktionslosung war das Einhalten der
Reaktionstemperatur von 0 °C und die Aufarbeitung der Reaktion nach ca. 30-45min. wichtig,
auch bei nicht vollstindigem Umsatz des Edukts 155. Sowohl Variation von Reaktionszeit oder -
temperatur, als auch der eingesetzten Menge an Pb(OAc), fiihrten zu verringerten Ausbeuten.
Auch eine moglichst schnelle flash-chromatographische Aufreinigung des gewiinschten
Produktes 180 war aufgrund seiner Instabilitdit im Reaktionsgemisch von entscheidender

Bedeutung.
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Mit dem so gewonnenen O-Acetyl-Sorbicillinol (180) wurde eine Vielzahl an Versuchen zur
O-Deacetylierung durchgefiihrt. Dabei variierte man sowohl die eingesetzte Base (z.B. KOH,
LiOH, CsOH, NaOMe), die verwendeten Losungsmittel als auch Reaktionstemperaturen und
Reaktionszeiten. Bei keinem dieser Ansétze war jedoch die Bildung des gewlinschten Alkohols
181 (Schema 27) nachgeweisbar. Neben der Isolierung des Diels-Alder-Reakionsproduktes
Bisorbicillinol (185) — gebildet aus zwei Aquivalenten Sorbicillinol (165) — und des durch
Michael-Addition und Ketalisierung entstehenden Dimers Trichodimerol (186, Schema
28),%2] war bei den unterschiedlichen Ansitzen vor allem die Zersetzung des Eduktes 180 zu

einem hoch komplexen Produktgemisch zu beobachten (Schema 29).

o o OH o
Pb(OAc), N e Me N Npe A
155 —/» . —//—~ 181
35-46% 0
Lt d0%) 1O We 180 ~ Me 180
Me o—\< Me ©

Ketalisierung,
Michael-Addition

Diels-Alder

Schema 28. Aus Versuchen zur Abspaltung des O-Acetylrestes von 155 isolierte Produkte
Bisorbicillinol (185) und Trichodimerol (186).

Nicolaou et al. postulierten in ihren Arbeiten zur biomimetischen Totalsynthese von
Bisorbicillinoiden als unerwiinschte Nebenreaktion die Bildung eines sehr labilen Diols 190, die
zur Zersetzung des O-Acetyl-Sorbicillinols (180) fiihrte (Schema 29, Weg A, rot).**** Dabei
erfolgt durch die zugesetzte Base zunéchst eine O-Deprotonierung von 180 zum Chinolat (187),
das durch Wanderung der Acyl-Gruppe zum Alkoxy-Anion (188) umlagern konnte. Eine
intramolekulare Michael-Addition wiirde das Epoxid 189 liefern, welches durch wéssrige
Hydrolyse bei Aufarbeitung in das instabile Diol 190 iiberfiihrt wiirde. Weitere denkbare
Zersetzungsmechanismen wéren z.B. die direkte Bildung eines intramolekularen Michael-

Additionsproduktes durch Angriff der deprotonieren Alkohol-Gruppe des Chinolats (187) an C-3'
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der Sorbylseitenkette zum cyclischen Ether 191 (Weg B, griin), oder eine O-Deacetylierung zu
Sorbicillinol (155) mit anschlieBender Wanderung der Methylgruppe an C-4 zu C-5 unter
Ausbildung des Chinons 192 (Weg C, blau). Alle genannten Produkte sind reaktive Substrate
zum weiteren Abfang von O-Acetyl-Sorbicillinol (180) und fiihren so wahrscheinlich insgesamt

zur beobachteten Zersetzung.

(0] (0]
Me AN
HO Me
ve' o 180
(0]

~ co’)@ 155
Oxidation ||
0O o u
Me N Me NN
Me Me
—*, Folgeprodukte ~— o
HO Me o ~ YOH
J 192 M,}\_ e on 190

Schema 29.  Auswahl moglicher Zersetzungsreaktionen bei der O-Deacetylierung von 180.

"l ebenso wie der

Bemerkenswert ist dabei, dass das Chinon 192 (Sorrentanon),*®
entsprechende reduzierte, aromatische Alkohol (Sohirnon B),”**® bereits als Naturstoffe aus
Pilzen der Gattung Penicillium bekannt sind. Die postulierte Umlagerungsreaktion taucht somit
anscheinend auch in der Natur auf. Sorrentanon (192) wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
als Referenzmaterial zur Reaktionskontrolle der bereits beschriebenen Versuche zur O-
Deacetylierung von 180 erstmalig synthetisch dargestellt. Durch Friedel-Crafts-Acylierung von
kommerziell erhdltlichem 2,5-Dimethylresorcinol (193) mit in situ erzeugtem Sorbinsdurechlorid

(194) erhielt man Alkohol 195, der durch Oxidation mit Fremy-Salz in Sorrentanon (192)

tiberfithrt wurde (Gesamtausbeute 36%, Schema 30). Bei diinnschichtchromatographischen



GEWINNUNG NEUER WIRKSTOFFE AUS MARINEN ORGANISMEN 87

Untersuchungen der Versuche zur Abspaltung der O-Acetylgruppe von 180 gelang in einigen

Féllen der Nachweis von Spuren der Verbindung 192 in diesen Ansitzen.

¢} 194

) )
j@\ \AICI3 WW) Fremy-Salz ejf:;E”\y\/AMe
72% 51%
HO Me 192
0]

Schema 30. Synthese von Sorrentanon (192).

Bei alternativen Versuchen zur milden enzymatischen Abspaltung des O-Acetylrestes von
180, z.B. mit Schweineleber-Esterase, blieb jegliche Reaktion des Substrates aus. Lediglich bei
Behandlung von 180 mit drei Aquivalenten Kaliumhexamethyldisilazan (KHMDS) bei -78 °C
konnte iiberhaupt eine saubere Reaktion erreicht werden.”**) Aus diesen Ansitzen isolierte
man das literaturbekannte racemische Demethyl-Desamidofumaryl-Derivat 196 von

Sorbicillacton A (17) in 58% Ausbeute (Schema 31).

O (0] OH O
KHMDS
Me ’
NE Me -78°C Me N Me
_—— H
HO " Me 58% HO
Me 'o_< 180 Me o 196
o o}

Schema 31.  Cyclisierung von O-Acetyl-Sorbicillinol (180) zu Lacton 196.

Aufgrund der genannten Probleme bei der O-Deacetylierung von 180 sollte durch moglichst
geringfligige chemische Verdnderungen am Sorbicillin (155) eine hdohere Stabilitit des
entsprechenden Produktes nach oxidativer Dearomatisierung erreicht werden, um so die
Hydrolyse des O-Acylrestes und damit die Darstellung eines sekundéren Alkohols wie 181
(Schema 27) zu ermoéglichen. Betrachtet man die in den bisher beschriebenen Versuchen
beobachteten Reaktionsprodukte und die postulierten Mechanismen zur Zersetzung von 180, so
fallt auf, dass meist die an C-4 sitzende freie Hydroxygruppe eine entscheidende Rolle spielt. Bei

der Ausbildung der dimeren Produkte 185 und 186 ist eine Reaktion zweier Molekiile
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Sorbicillinol (181) in den beiden moglichen tautomeren Formen nétig (Schema 28). Auch zur
Umlagerung des Acetylrestes von 180 und zur Ausbildung eines cyclischen Ethers wie 191 ist
das Vorhandensein einer freien Hydroxygruppe an C-4 grundlegende Voraussetzung (Schema
29). Durch Schiitzen dieser Alkoholfunktion schon im Sorbicillin (155) sollte es also moglich
sein, nach Oxidation mit Pb(OAc)s sowohl die gewiinschte tautomere Form des Produktes vom
Typ 200-202 'einzufrieren', als auch Zersetzungsreaktionen mit Beteiligung des vormals freien,

nucleophilen Sauerstoffes zu verhindern (Schema 32).

OH O OH ©
Me NS Me Me NF Me
Ho™ 8 155 © wdo _\<M ¢ 180
o]
49-75% KzRé(és %
OH O O o
Me NP e Pb(OAc), Me N e
RO 197 R=Me ' ROT " Me 200 R=Me
Me 198 R=Bn Me 0—K 201 R=Bn
199 R=MOM © 202 R=MOM
Schema 32. Darstellung von O-alkylierten Derivaten von Sorbicillin (155) und geplante Oxidation zu
200-202.

Die Alkylierung der 4-Hydroxygruppe von 155 zu den geschiitzten Alkoholen 197-199
gelang bei RT mit Mel, BnBr und MOMCI in 49-75% Ausbeute mit K,COs als Base in Aceton.
Neben dem jeweilig gewiinschten Produkt wurde aus diesen Reaktionen das Edukt 155 re-isoliert.
Auf Erhohung von Reaktionszeit, der Temperatur oder der Menge an Alkylhalogenid wurde

wegen der dann beobachteten Zweifach-Alkylierung von 155 verzichtet.

Die oxidative Dearomatisierung der Alkohole 197-199 mit Pb(OAc)s wurde unter den fiir
ungeschiitztes Sorbicillin (155) ausgearbeiteten Bedingungen durchgefiihrt. Fiir das O-
methylierte Derivat 197 und das O-benzylierte Sorbicillin 198 gelang die Oxidation so in sehr
guten 67% bzw. 77% Ausbeute (Schema 33). Das im Falle des O-MOM-geschiitzten Alkohols
199 gebildete Derivat 202 erwies sich als sehr instabil und war nur in geringen Mengen isolierbar.

Die O-methylierte Verbindung 197 war somit ausgehend von 155 am besten verfiligbar (48% tiber
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zwei Stufen) und wurde daher als Modellsubstanz zur Untersuchung moglicher O-

Deacetylierungsreaktionen verwendet.

OH O (0] (e}
Me o~ Me N
Me Pb(OAc), Me
RO 197 R=Me RO " Me 200 R=Me
Me 198 R=Bn Me' 0— 201 R=Bn
199 R=MOM o 202 R=MOM

Schema 33. Oxidative Dearomatisierung O-alkylierter Sorbicillin-Derivate 197-199.

Zur Hydrolyse des Acetylrestes von 200 wurden, wie schon bei den Versuchen zur Spaltung
des O-Acetyl-Sorbicillinols (180), verschiedene Bedingungen getestet (z.B. unter Verwendung
von KOH, LiOH, CsOH oder NaOMe als Base). Es zeigte sich, dass trotz der Schiitzung der
Sauerstoff-Funktion an C-4 in allen Ansétzen eine Zersetzung des Eduktes 200 eintrat. Eine
Erklarung fiir die fortwidhrende Instabilitdt der Reaktionsintermediate wire erneut die mogliche
Bildung eines labilen Diols 205, lediglich ohne eine initiale Wanderung der Acetyl-Gruppe (vgl.
Schema 29), sondern induziert durch deren einfache Abspaltung zu 203 (Schema 34). Durch die
Fixierung der Doppelbindungspositionen im Sechsring von 200 aufgrund der O-
Methylschutzgruppe ist die Reaktivitdt des zweifach aktivierten Michael-Systems von 203 mit
der des O-acetylierten Analogons 188 (Schema 29) vergleichbar, und dhnliche Abbaureaktionen
iiber ein Epoxid 204 zum Diol 205 daher sehr wahrscheinlich.

l

0] 0]

H
Me 2~ Me NN
Me Me
Folgeprodukte = ~——
MeO MeO g OH
206 205

Me OH Me OH

Schema 34. Moglicher Mechanismus zur Zersetzung von 197.
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Auch im Falle von 200 erreichte man mit enzymatischen Ansétzen zur Spaltung des O-
Acetylrestes keinerlei Reaktion des Substrates. Versuche zur O-Deacetylierung unter Lewis-
sauren Bedingungen (z.B. mit BF3) oder durch Einsatz von Metallhydriden (z.B. NaH), fiihrten
wiederum zur vollstindigen Zersetzung des Acetats 200. Aus diesem Grund wihlte man
schlieflich die sehr milde, vollstindig unter neutralen Bedingungen ablaufende Hydrolyse von
Acetestern mit NaCN.*! Diinnschichtchromatographische Analysen des Reaktionsgemisches
wiesen einen sauberen Umsatz des Eduktes 200 zu nur einem Produkt mit einer fiir den
gewlinschten Alkohol 206 auch zu erwartenden erhdhten Polaritdt auf. Das nach der Isolierung
der Substanz aufgenommene 'H-NMR-Spektrum war jedoch nicht im Einklang mit der Struktur
von 206. Neben den vier typischen Signalen der Protonen der Sorbylseitenkette war das Signal
einer stark Tieffeld-verschobenen Hydroxy-Funktion (12.77 ppm) sowie einer Methoxy- (3.73
ppm) und dreier Methylgruppen (2.44, 2.21 und 1.90 ppm) zu erkennen. Somit fehlte im 'H-
NMR-Spektrum des isolierten Produkts nicht nur die Acetyl-Gruppe, sondern auch das im
gewiinschten Produkt 206 an C-6 befindliche aromatische Proton. Die aus der HRESI-MS von
272.1281 [M+H]" errechnete Summenformel von C;sH;sNO; machte deutlich, dass im Verlauf
der Reaktion ein aus dem Cyano-Nucleophil stammender Stickstoff inkorporiert worden sein
musste. Das Vorhandensein einer intakten Sorbyl-Seitenkette im Produkt wurde mittels COSY-
NMR-Spektroskopie bestdtigt. Die Aufkldrung der Gesamtstruktur der Verbindung gelang durch
Analyse der HMBC-Wechselwirkungen. Die wichtigsten Interaktionen dabei waren die der
Hydroxygruppe mit C-1, C-2 und C-3, der Methylgruppe an C-3 zu C-2, C-3 und C-4, der
Methoxygruppe zu C-4 sowie der Methylgruppe an C-5 zu C-4 und C-5 (Abb. 41). Die so
ermittelte Gesamtstruktur des Nitrils 207 stand auch im Einklang mit allen beobachteten

chemischen Verschiebungen.

Me 207

Abb. 41. Wichtige COSY- (blau) und HMBC-Wechselwirkungen (rot) zur Aufklarung der Struktur des
Reaktionsproduktes 207 aus der Cyanid-induzierten Hydrolyse von 200.
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Die Bildung von 207 verlduft in den ersten Schritten wohl analog zu dem in Schema 34
postulierten Mechanismus der Zersetzung von 200. Zunichst entsteht durch Hydrolyse des O-
Acetylrestes von 200 nach nucleophilem Angriff des Cyanid-lons das Alkoholat 203, das zum
Epoxid 204 cyclisiert. Nach Offnung von 204 durch Addition eines weiteren Cyanid-Nucleophils
entsteht der tertidre Alkohol 208, der unter Abspaltung von Wasser zum beobachteten Produkt
207 aromatisiert (Schema 35). Die Bildung von 207 beweist die hohe Reaktivitit des doppelt
aktivierten Michael-Systems im Acetat 203 und zeigt, dass die zuvor beobachtete Zersetzung sehr
wahrscheinlich dem postulierten Mechanismus folgt. Gleichzeitig wird deutlich, dass eine
Isolierung und vor allem synthetische Nutzung des Alkohols 206 (Schema 34) zur Synthese von
Sorbicillacton A (17) wohl kaum realisierbar sein diirfte. Selbst wenn eine Gewinnung des
gewiinschten Produktes 206 unter dullerst milden, neutralen Bedingungen mdglich wére, miisste
im folgenden Reaktionsschritt an die Hydroxy-Gruppe ein Alanin-Derivat 182 gebunden werden.
Die dafiir ndtige O-Deprotonierung wiirde aber aufgrund der hohen intramolekularen Reaktivitét
des Alkoholats 203 immer zur Bildung des Epoxids 204 und den damit verbundenen

Folgereaktionen fiihren.

Schema 35. Moglicher Mechanismus zur Bildung von 207.

Aufgrund der beobachteten Instabilitit von Alkoholaten wie 203 wurde deutlich, dass die
Durchfithrung der geplanten biomimetischen Synthese von 17 durch Umesterung von
Verbindungen wie 200 nicht mdglich ist. Ein Ausweg aus diesem Problem konnte die direkte
oxidative Einfiihrung eines Alanin-Bausteines sein. Dafiir notig wire die Darstellung eines

geeigneten N-geschiitzten Bleitetra-Alaninats vom Typ 209 und dessen Reaktion mit 155
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(Schema 36), oder mit einem O-alkylierten Derivat wie 197-199. Auf diesem Weg sollte
unmittelbar Ester 210 zugénglich sein, der nach Cyclisierung zum entsprechenden Lacton 211,
Abspaltung der N-Schutzgruppen und Addition eines Fumaryl-Bausteins direkt in Sorbicillacton
A (17) tiberfiihrbar sein sollte. Dies ist Teil einer laufenden Diplomarbeit'*”” und wurde daher im
Rahmen der vorliegenden Dissertation nicht weiter untersucht. Synthetische Arbeiten zu
alternativen, weniger biomimetisch orientierten Ansédtzen zur Darstellung von 17 werden im

Folgenden beschrieben.
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o
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OH O o g
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N e 209 4
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HO 155
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211
Schema 36. Denkbare alternative Route zur Darstellung von Sorbicillacton A (17) durch oxidative

Dearomatisierung von Sorbicillin (155) mit einem neuartigen Bleitetra-Alaninat (209).

5.3.3 Alternative Synthese-Routen zur Darstellung von Sorbicillacton A (17)

Die Erfahrungen aus den Versuchen zur biomimetischen Totalsynthese von 17 beziiglich der
Instabilitit der intermedidr gebildeten Alkoholate vom Typ 203 machten deutlich, dass die
Reaktivitdt des doppelt aktivierten Michael-Systems gegeniiber nucleophilen Angriffen zum
spaten Aufbau einer Esterbindung mit einem Alanin-Derivat zu Verbindungen wie 210 (Schema
36) aufgrund der konkurierenden intramolekularen Cyclisierung zu Epoxiden wie 204 sehr

hinderlich ist. Daher sollte nun eine Methode gefunden werden, bei der zum Zeitpunkt der
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Konstruktion eines fiir die Totalsynthese von Sorbicillacton A (17) geeigneten Esters wie 214 ein
weniger reaktives Michael-System im Molekiil vorliegt (Schema 37). Geplant war zudem, die
Sorbinsdure-Seitenkette erst mdglichst spit in die Synthese einzubringen, da auch dieses o,p-
ungesittigte System selbst Ausloser unerwiinschter Nebenreaktionen sein konnte (vgl. Schema

29, 191).

Retrosynthetisch betrachtet konnte beim Aufbau des Alkaloids 17 erst direkt vor der finalen
N- und O-Entschiitzung sowie N-Funktionalisierung von 212 die Acylierung des schon fertigen
bicyclischen Ringsystems 213 durchgefiihrt werden (Schema 37). Durch C,C-Bindungsbruch
erhdlt man Ester 214, welcher durch O-Acylierung eines tertidren Alkohols 215 mit einem
aktivierten Alanin-Ester vom Typ 182 zuginglich sein sollte. In 215 wire das Michael-System
lediglich schwach durch den vinylogen Carbonsdureester aktiviert und die Gefahr einer
unerwiinschten intramolekulare Cyclisierung der Substanz zu einem Epoxid-Derivat daher stark
reduziert. Der Alkohol 215 sollte durch metallorganische Addition eines Methyl-Nucleophils an
das Chinon 216 zugénglich sein. Aufgrund der erhohten Elektrophilie der Carbonylgruppe an C-1
im Vergleich zur Keto-Gruppe C-4 des vinylogen Esters in 214, sollte diese auch mit hoher
Regioselektivitit durchfiihrbar sein. Verbindung 216 wire in wenigen Stufen ausgehend von

einem passend O-geschiitzten 2-Methylresorcinol-Derivat 217 zugénglich.

Entschiitzung, (0] OH

0 .
N-Acylierung  p1a . W CyC"Si,lefung
:> Hy M """""" Acyllerung :>

(0]
OH RO
J\%\H/ NR NR
R R
o 212
OR O
Me OX|dat|on Me 0 Veresterung
RO NG RO . ,:;"' Me
Me‘ T OH Me 0./
217 o "n)\ NR
nucleophile o) R
215 Addition 214

Schema 37.  Retrosynthetische Uberlegungen zur Darstellung von Sorbicillacton A (17) mit spéter
Einfithrung der Sorbylseitenkette.
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Als erstes Modellsystem zur Untersuchung der Stabilitit von Alkoholen des Typs 215 wihlte
man die schnell zugingliche Verbindung 222 mit einer robusten Methyl-Schutzgruppe (Schema
38). Ausgehend von 2,6-Dimethoxytoluol (218) erhielt man nach Vilsmeyer-Formylierung den
Aldehyd 219 in 55% Ausbeute. Oxidation mit meta-Chlorperbenzoesiure (mCPBA)?"! fiihrte
zum labilen Formiat 220, welches durch methanolische KOH zum Phenol 221 hydrolysiert wurde
(87% Ausbeute iiber beide Stufen). Oxidative O-Demethylierung mit Cerammoniumnitrat
(CAN)?"Y lieferte in quantitativer Ausbeute das gewiinschte Chinon 222. Anfingliche
Schwankungen in der isolierten Ausbeute (60-100%) waren bei dieser Stufe in der Fliichtigkeit
des Produkts 222 begriindet, das beim schnellen Entfernen des Lodsungsmittels am

Rotationsverdampfer aufgrund seines niedrigen Dampfdruckes zum Teil mit abdestilliert wurde.

OMe OMe OMe
POCI, KOH OMe o]
Mej@ DMF,ACN V€ mcPBA e MeOH  Me cAN  Me
. _ > _ = _ >
Moo 55% 1160 %% 1o B%h o 100%
218 CHO OCHO OH 0
219 220 221 222

Schema 38. Synthese des Chinons 222.

Das Chinon 222 sollte nun durch selektive Addition eines Methyl-Nucleophils zum tertidren
Alkohol 224 umgesetzt werden. Erste Versuche mit MeMgBr in THF bei -90 °C fiihrten
unerwartet zu einem 2:1-Gemisch aus dem gewiinschten 1,4-Additionsprodukt 224 und dem
regioisomeren 1,2-Produkt 225 (Schema 39). Durch eine wesentliche Steigerung der
Reaktionstemperatur auf 0 °C gelang es, das Produktverhéltnis stark zugunsten des benétigten
Alkohols 224 (ca. 5:1) zu verschieben. Die besten Ergebnisse erzielte man schlieBlich bei
Verwendung des harten MeLi mit TMEDA in einem aprotischen, unpolaren Ldsungsmittel
(Hexan), erneut bei tiefen Temperaturen (-95 °C). Auf diese Weise wurden lediglich Spuren des
unerwiinschten Regioisomers 225 gebildet. Trotz einer relativ sauberen Reaktion des Edukts 222
zum Alkohol 224 waren jedoch auch aus diesen Ansitzen lediglich 30% Produkt isolierbar.
Diinnschichtchromatographische Analysen machten deutlich, dass sich 224 bei der
sdaulenchromatographischen Aufreinigung zum Teil zersetzte. Aus diesem Grund entschied man
sich, nach beendeter metallorganischer Additionsreaktion nicht wiéssrig aufzuarbeiten und so den
Alkohol 224 zu isolieren, sondern zu versuchen, das intermedidr entstehende Alkoholat 223

direkt mit Acylhalogeniden abzufangen. Als Modell-Acylgruppen zur anschlieBenden
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Untersuchung der Cyclisierungsreaktionen wéhlte man  Acetylchlorid (226) und
Isobuttersdurechlorid (227). Mit beiden Sédurechloriden gelang der Abfang des Alkoholats 223 zu
den Estern 228 (35% Ausbeute) bzw. 229 (37% Ausbeute).

HO Me
Meli,
_TMEDA H,0, HCl
nHexan 30%
-95°C
222 O
o RT, 35% Me RT 37% o 225
Me \[C1)/ CI\H)\M Me
226 ©
o)
MeO” 227 MeO” S~ Me 229
Me O_ _Me Me 'O\H/k
228 hig Me
0 o]

Schema 39. Darstellung des tertidren Alkohols 224 und der Ester 228 und 229.

Aufgrund der unerwarteten Probleme bei der Regioselektivitit der Additionsreaktionen wurde
parallel zur Optimierung der Reaktionsfithrung fiir das Chinon 222 dessen O-MOM-geschiitztes
Analogon 234 dargestellt (Schema 40). Wegen des chelatisierenden Effektes der O-MOM-
Schutzgruppe in ortho-Position zum Carbonyl-C-1 war fiir dieses Substrat — wie auch bei DOM-
Reaktionen zu beobachten — eine wesentlich verbesserte Regioselektivitit beim nucleophilen
Angriff eines Metallorganyls zu erwarten. Ausgehend von 2-Methyl-4-formylresorcinol (230),
welches zur Darstellung von Sorbicillin (155) bereits in groBeren Mengen vorhanden war (vgl.
Schema 26), wurde zum Aldehyd 231 doppelt O-MOM-geschiitzt®’*) und anschlieBend analog
zur Synthese des Chinons 219 mit mCPBA®”Y zum Formiat 232 oxidiert, mittels methanolischer
KOH der Alkohol 233 hydrolytisch freigesetzt und im letzten Schritt CAN-induziert®’! oxidativ
O-dealkyliert. Man erhielt so iiber vier Stufen in sehr guten 81% Gesamtausbeute das O-MOM-
geschiitzte Chinon 234. Bei Verwendung der Verbindung 234 als Substrat zur Addition eines
Methyl-Nucleophils unter den zuvor fiir Modell 222 erarbeiteten Bedingungen (Schema 38)
erfolgte jedoch dessen schnelle Zersetzung. Diese Beobachtung stand auch im Einklang mit der
bereits festgestellten Instabilitdt des strukturell sehr dhnlichen Reaktionsproduktes 202 (Schema
33) aus der oxidativen Dearomatisierung von O-MOM-geschiitztem Sorbicillin 199 mit

Pb(OAc)s.



GEWINNUNG NEUER WIRKSTOFFE AUS MARINEN ORGANISMEN 96
OMOM OMOM OMOM o
K,CO, KOH,
18-Krone-6 mCPBA _MeOH cAN  Me
94/0 MOMO 93/o MOMO 1004, MOMO 93% \1oM0
OCHO OH 234 (0]

Schema 40.  Darstellung des O-MOM-geschiitzten Chinon-Derivats 234.

Die O-Methyl-geschiitzten Ester 228 und 229 sollten nun zu den entsprechenden Lactonen
236 bzw. 238 cyclisiert werden (Schema 41). Erste Versuche wurden mit der beim Ringschluss
von O-Acetyl-Sorbicillinol (180) erfolgreich eingesetzten Base KHMDS durchgefiihrt (Schema
31). Bei Zugabe von KHMDS wurde zwar eine Veridnderung der Farbung der Reaktionslosungen
von gelb nach orange, vermutlich aufgrund der Bildung der entsprechenden Lithiumenolate 235
und 237, beobachtet, es lieB sich jedoch keinerlei Ringschlussreaktion zu 236 und 238 erreichen.
Dies war auch durch Variationen der Base (NaHMDS, NaOH, NaH, KH, NaOMe, n-BuLi) und
der Reaktionstemperatur (-78 °C bis Riickfluss) in verschiedenen Ldsungsmitteln nicht zu
erzielen: Bei niedrigen Temperaturen wurde keinerlei Reaktion beobachtet, wiahrend bei hoheren
Temperaturen eine Zersetzung der Edukte auftrat. Offensichtlich reichte die (im Vergleich zur
vorne versuchten biomimetischen Synthese) einfache Aktivierung des Michael-Akzeptors in 228
und 229 fiir eine erfolgreiche Ausbildung der 5-Ring-Lactone 236 und 238 in diesen Systemen

nicht mehr aus.
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Schema 41.  Versuche zur Cyclisierung der Ester 228 und 229 zu den entsprechenden Lactonen 236

und 238 mit KHMDS.
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Die Experimente zur Cyclisierung der Ester 228 und 229 machten deutlich, dass fiir den
Ringschluss zu 5-Ring-Lactonen eine doppelte Aktivierung des Michael-Systems nétig sein wird,
wihrend aus den Versuchen des biomimetischen Ansatzes zur Gewinnung tertidrer Alkohole, wie
206 (Schema 34), klar ersichtlich war, dass eben diese hohe Reaktivitit nicht toleriert wird. In
einer neuen synthetischen Route zum Sorbicillacton A (17) sollten daher Wege untersucht
werden, bei denen zum Zeitpunkt der Generierung eines tertidren Alkohols — und bei dessen
Veresterung mit einem Alanin-Derivat — die Elektrophilie des Michael-Akzeptors herabgesetzt ist,
fiir die anschlieBende Cyclisierung hingegen neu installiert wird. Eine Moglichkeit wéire dabei,
das Lacton 212 durch Ringschluss des Diketons 239 zu generieren (Schema 42). Verbindung 239
wire durch O-Entschiitzung und Oxidation des Silylethers 240 zugénglich, welcher wiederum
durch metallorganische Addition eines Methyl-Nucleophils an das Chinon 242 und anschlieende
O-Acylierung des tertidiren Alkohols 241 mit einem Alanin-Baustein 182 zuginglich sein sollte.
Verbindung 242 wire ausgehend vom Keton 244 durch Reduktion an C-1' und O-Silylierung der
erhaltenen Alkoholfunktion iiber den Silylether 243 mit anschlieBender oxidativen

Dearomatisierung darstellbar.
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Schema42.  Retrosynthetische Uberlegungen zur Darstellung von Sorbicillacton A (17) mit
zusitzlicher Aktivierung des Michael-Systems durch die Carbonylgruppe der
authentischen Seitenkette.
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Problematisch schien bei dieser Syntheseroute bereits die Reduktion an C-1' eines Phenols
wie 244, bei der als Produkt ein wahrscheinlich sehr leicht zersetzlicher — weil sowohl
benzylischer als auch allylischer — sekundérer Alkohol 246 entstehen wiirde (Schema 42). Als
schnell zugingliches Modellsubstrat zur Untersuchung dieses vermutlich kritischen Schrittes in
der Totalsynthese von 17 sollte der Di-O-Methylether 245 dienen, der ausgehend von 2,6-
Dimethoxytoluol (218) durch Acylierung mit Sorbinsdurechlorid (194) in nur einer Stufe mit
einer Ausbeute von 86% erhiltlich war. Bei Reduktion von 245 war diinnschicht-
chromatographisch zunichst eine saubere Reaktion vom Edukt zu einem polareren Produkt,
wahrscheinlich dem gewiinschten Alkohol 246, zu beobachten. Trotz intensiver Bemiithungen
war es jedoch nicht moglich, 246 ohne dessen vollstindigen Zerfall aus der Reaktionslosung zu

isolieren.
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Schema 43. Versuche zur Gewinnung des benotigten sekundidren Alkohols 246 und des in der
Seitenkette vollstindig geséttigten Derivats 249.

Das in der Seitenkette vollstindig geséttigte Derivat 248, hingegen, das aus 2,6-
Dimethoxytoluol (218) durch Acylierung mit Capronsdurechlorid (247) in exzellenten 97%
Ausbeute zuginglich war, war mit LiAlHs in 57% Ausbeute in den Benzylalkohol 249
tiberfiihrbar. Die im Vergleich dazu stark erhdhte Instabilitit des benotigten sekundéren Alkohols
246 war somit eindeutig auf das zusétzliche a,B-Doppelbindungssystem zuriickzufiihren. Die in
Schema 42 angedachte Synthese des Alkaloids 17, bei der iiber viele Stufen eben diese
Funktionalitdt erhalten bleiben miisste, wenn auch in Form eines O-Silyl geschiitzten Alkohols,

war aus diesem Grund so nicht durchfiihrbar.
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In einem alternativen Ansatz war daher geplant, die destabilisierende, a,B-ungeséttigte
Seitenkette erst direkt vor dem Ringschluss zum Lacton, also sehr viel spiter in der Synthese,
einzufithren. Wie schon in der in Schema 42 gezeigten Retrosynthese wire der letzte Schritt vor
der finalen N- und O-Entschiitzung sowie N-Funktionalisierung von 212 erneut die Cyclisierung
eines Diketons 239 (Schema 44). Die o,B-ungesittigte Seitenkette in 239 sollte durch eine HWE-
Reaktion des bromierten Diketons 250, dargestellt aus 251 durch selektive Bromierung in a-
Position zur Ketogruppe an C-2', mit Crotonaldehyd (171) verfiigbar sein. Das Keton 251 wére
durch O-Entschiitzung und Oxidation aus dem Silylether 252 zugénglich. Analog zu den
Uberlegungen in Schema 42 sollte 252 ausgehend vom Chinon 253 nach Addition eines Methyl-
Nucleophils und Veresterung des intermediir entstehenden Alkohols mit einem Alanin-Derivat
182 zu gewinnen sein. Das Chinon 253 konnte durch oxidative Dearomatisierung des Phenols
254, das in wenigen Stufen aus einem O-geschiitzten 2-Methylresorcinol-Derivat 217

darzustellen ist, generiert werden.
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Schema 44. Retrosynthetische Uberlegungen zur Darstellung von Sorbicillacton A (17) mit
zusitzlicher Aktivierung des Michael-Systems durch eine Acetylgruppe und spéter
Einfiihrung der authentischen a,B-ungesittigten Seitenkette.
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Diese Syntheseroute bietet zudem die Chance, durch enantioselektive Darstellung des
Silylethers 254 und Verwendung einer sterischen anspruchsvollen O-Schutzgruppe das durch die
metallorganische Additionsreaktion an 253 neu generierte Stereozentrum in 252 gezielt
aufzubauen. Sollte dies gelingen, wire aufgrund der Vorfixierung der Estergruppe in 239 auch
ein stereoselektiver Verlauf beim Aufbau des bei der Cyclisierung zu 212 entstehenden
Stereozentrums an C-6 zu erwarten. Lediglich die Konfiguration an C-1" des Lactonringes von
212 wire nicht direkt zu beeinflussen, da die Stereoinformation an dieser Position der Vorstufe
239 durch die zur Cyclisierung ndtigen Enolisierung verloren ginge. In der Kristallstruktur des
Naturstoffes Sorbicillacton A (17, Abb. 42)*"*! ist zu erkennen, dass die im Molekiil befindlichen
Seitenketten in der in 17 vorliegenden Konfiguration in verschiedene Raumrichtungen zeigen.
Vertauscht man die Positionen der Methyl- und der Fumaryl-Einheit an C-1", fiihrt dies dagegen
zu einer stirkeren sterischen Wechselwirkung der Sorbyl- mit der Fumaryl-Seitenkette, da diese
dann in dieselbe Raumrichtung weisen. Bei Cyclisierung von 239 zu 212 wire daher die
Entstehung des erwiinschten Stereoisomers, mit der in Abb. 42 gezeigten raumlichen Anordnung
der Reste an C-1", aus sterischen Griinden sehr wahrscheinlich. Somit konnte die vorgestellte
Synthesestrategie durch stereoselektiven Autfbau nur eines asymmetrischen Zentrums und
intramolekularen Chiralitétstransfer bei der Konstruktion aller anderen Stereozentren einen

direkten Zugang zu optisch reinem Sorbicillacton A (17) liefern.

Abb. 42. Struktur von Sorbicillacton A (17) im Kristall.

Als Ausgangsmaterial fiir diese Route wéhlte man 2,6-Dimethoxytoluol (218). Die
Verbindung wurde zunéchst mittels Friedel-Crafts-Acylierung unter Verwendung von AICls als

Lewis-Séure quantitativ in das Acetophenon 255 iiberfiihrt (Schema 45).*7* Selektive O-
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Demethylierung mit BCl; in ortho-Position zur Acetylgruppe'®” lieferte das gewiinschte O-
entschiitzte Phenol 256 (Ausbeute 86%). Die Ketogruppe des Phenols 256 wurde mit LiAlH4 in
sehr guten 97% Ausbeute reduziert. Der so gewonnene labile benzylische Alkohol 257

(racemisch) wurde einer oxidativen Dearomatisierung mit Fremy's Salz*”!

unter Ausbildung des
Chinons 258 unterzogen. Wichtig fiir das Erreichen guter Ausbeuten von 67% an 258 war dessen
schnelle flashchromatographische Aufreinigung. Durch Umsetzung einer sehr konzentrierten
Losung von 258 in DMF mit ¢-Butyldimethylsilylchlorid (TBDMSCI) und Imidazol als Base!*’®!

erhielt man in exzellenter Ausbeute (96%) den gewiinschten Silylether 259.

OMe OMe O OH OH
AcCl,
Mej@ AIC, Me;©/u\ e BCl, ;@)J\Me LiAIH, Me;©/k,v|e
_— _— _—
MeO 94%  Meo 86% 7%  Meo 257
218 255 Fremy
67% l Salz

OTBDMS TBDMSCI
Imldazol
96%
Schema 45.  Darstellung des O-Silyl-geschiitzten Chinons 259.

Umsetzung von Verbindung 259 mit MeLi und TMEDA in Hexan bei -100 °C lieferte
intermedidr das Alkoholat 260, das aufgrund der Erfahrungen mit der Instabilitat des Alkohols
224 (Schema 39) nicht isoliert, sondern direkt mit einem passenden Carbonsédurechlorid
abgefangen wurde (Schema 46). Als Modellsystem fiir die weiteren Umsetzungen wihlte man

erneut Isobuttersdurechlorid (227). Man erhielt so in 74% Ausbeute den Ester 261.

Me
O OPG O OPG Cl O OPG
Me MeLi, Me Me Me
Me TMEDA Me o 227 Me
_— —_—
PG = TBDMS
MeO 259 n-Hexan. | yeo 260 4% Me0” Me
(0] Me O@ Me O%Me
261 0

Schema 46. Metallorganische Addition von Methyl-Nucleophilen an 259 zur Darstellung des
Modellsystems 261.
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Ester 261 diente zur Ausarbeitung optimierter Reaktionsbedingungen zur Abspaltung der O-
Silylschutzgruppe und zur anschlieBenden Oxidation des freigesetzten Alkohols 262 zum Keton
263 (Schema 47). Die O-Entschiitzung zu Verbindung 262 verlief unter Verwendung grof3er
Uberschiisse t-Butylammoniumfluorid (TBAF)™'! bei Raumtemperatur laut
diinnschichtchromatographischer Analyse quantitativ. Da bei Versuchen zur Isolierung von 262
dessen Zersetzung beobachtet wurde, sollte die folgende Oxidation direkt mit dem Rohprodukt
aus der O-Desilylierung durchgefiihrt werden. Versuche zur Oxidation mit CrOs; oder mit
Pyridiniumchlorchromat (PCC)*"" verliefen mit nur unbefriedigenden Ausbeuten von 32-44%.
Der Grund dafiir war in der starken Adsorbtion des gewiinschten Reaktionsproduktes durch das
Oxidationsmittel und den damit verbundenen Substanzverlusten zu finden. Durch Verwendung
des alternativen Oxidationsmittels ortho-lodoxybenzoesiure (IBX)!*”®! erzielte man auf Anhieb
eine 72proz. Ausbeute iiber zwei Stufen und erhielt nach Filtration des Reaktionsgemisches und
Saulenfiltration problemlos das reine Keton 263.

O  OTBDMS i O OH O O

Me Me, Me
Me TBAF Me IBX Me
B —

_—

MeO Me MeO Me MeO Me

Me O\n/l\Me Me O\[(LMe Me O\[(kMe

261 (o] 262 0 263 0

Schema 47.  O-Desilylierung von 261 und in-situ-Oxidation zum gewiinschten Keton 263.

Verbindung 263 sollte im Folgenden an C-2' der Seitenkette selektiv bromiert werden. Zu
diesem Zweck wurde eine Vielzahl unterschiedlicher Bromierungsreagenzien verwendet (z.B.
Br;, 5,5-Dibrombarbitursiure). Die hochsten Ausbeuten an bromiertem Produkt erhielt man unter
Verwendung von N-Bromsuccinimid (NBS) in Gegenwart von Ammoniumacetat. NMR-
Spektroskopische Analysen des Reaktionsproduktes zeigten jedoch, dass der Bromsubstituent
nicht an C-2', sondern unerwartet an C-2" des Isobutyratrestes eingefiihrt wurde (Schema 48).
Grund fiir die Bildung des unerwiinschten Bromids 266 ist wohl das Vorliegen einer starken H-
Briickenbindung des Wasserstoffatoms der Enolform 264 des Ketons 263, die zu einer
herabgesetzten Aciditit des entsprechenden Protons der Hydroxygruppe des Enols und damit zu

einer Verminderung der Nucleophilie des Kohlenstoffs C-2' fiihrt. Im vorliegenden Fall ist daher
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offensichtlich sogar die Reaktivitdt des vermeintlich weniger nucleophilen Esterenolats 265

wesentlich grofBer.

o o
Me me  NaOAC, Br,
B —
0,
MeO - Me 8%
Me O\ﬂ/sze
263 5
1\
_ o N
0"
Me X? NaOAC,Br, Me
B
MeO - Me MeO
Me O\ﬂ/sze
264 O 265

Schema 48. Bromierung des Ketons 263.

Aufgrund dieser Probleme bei der regioselektiven Halogenierung des Ketons 263 entschloss
man sich fiir die weiteren Untersuchungen, auf die Verwendung von Modellsubstanzen zu
verzichten und eine Optimierung dieser Stufe sowie aller Folgereaktionen mit den authentischen
Bausteinen durchzufiihren. Durch die verminderte Aciditit des a-Protons im dann anstelle des
Isobuttyrats zu verwendenden Alanin-Rest wére die unerwiinschte Bromierung an C-2" sehr
unwahrscheinlich. Das nach Addition von MeLi an das Chinon 259 gebildete Alkoholat 260
wurde aus diesem Grund direkt mit einem aktivierten Alanin-Derivat abgefangen (Schema 49).
Zu diesem Zweck stellte man ausgehend von N-BOC-Alanin (267) den enantiomerenreinen
Aktivester 268 in guter 90proz. Ausbeute dar.*””! Nach Zugabe von 268 zum Alkoholat 260
bildeten sich zwei konstitutionell identische Ester 269 — statt der maximal vier denkbaren

stereoisomeren Produkte.
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Me
HO NBOC
PG = TBDMS 267 © O OPG
. DCC, Me
7 -20°C N-Hydroxy- R™Me
0 OPG 0] OPG 90% succinimid
Me. A~ Me A~ o MeO”™ R 5 R,R,S5-269
e e Me 0 Me
— Me
MeO R-259 MeO™ Ry N O\H/LNBOC O//J\Sf
0 MeLi, L Me H NBOC
o) 0 H
TMEDA R,R-260 268 +
- + .
n-Hexan, 48% OPG
o opg -100°C O OPG :
Me. x : S Me
S ~Me
Me
MeO 5-259 Me O\H/SLNBOC
o H
Schema 49.  Darstellung der beiden N-BOC-Alaninester R,R,S-269 und S.,S,5-269.

Die Addition des Methyl-Nucleophils an 259 verlief somit, wie erhofft, vollstindig
diastereoselektiv. Wahrscheinlich erfolgte dabei der Angriff des metallorganischen Reagenzes
aus sterischen Griinden jeweils von der der O-TBDMS-Gruppe abgewandten Seite des Molekiils.
Das dabei entstehende Racemat der enantiomeren Alkoholate R,R-260 und S,5-260 wurde dann
durch Abfang mit dem optisch reinen Aktivester des N-BOC-Alanins 268 in die diastereomeren
Produkte R,R,5-269 und S§,S,5-269 {iiberfiihrt. Durch Verwendung von enantiomerenreinem S-
konfigurierten Chinon 259 bei der metallorganischen Additionsreaktion miisste somit {iber das
Alkoholat S,5-260 die stereoselektive Darstellung des gewiinschten Produkts S.S,5-269 moglich

sein.

Aus diesem Grund sollten nun unterschiedliche Methoden zur stereoselektiven Reduktion von

C-1' des Acetophenons 256 untersucht werden (Schema 50). Versuche zur Umsetzungen des

[280]

Substrates mit Corey's CBS-Boran-System*™ verliefen jedoch ohne jegliche Reaktion. Grund

hierfiir war die verminderte Reaktivitéit der Ketogruppe in 256, die mit der freien Hydroxygruppe
des Aromaten in Konjugation steht und daher basierend auf dem Vinylogie-Prinzip lediglich die
Reaktivitit einer Carbonsduregruppe aufweist. Fiir solche Systeme existiert in der Literatur eine

Methode =zur enantioselektiven Reduktion, bei der als chirales Reduktionsmittel
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Chlordiisopinocampheylboran (DIP-Chlorid)**"! verwendet wird. Bei Anwendung dieser
Methodik auf Verbindung 256 isolierte man Produkt 270, das laut 'H-NMR zwar an C-1'
reduziert war, jedoch gleichzeitig noch das chirale Boran an der neu gebildeten Alkoholgruppe
aufwies. Eine hydrolytische Abspaltung dieses Restes unter milden sauren oder basischen
Bedingungen war nicht moglich. Die in der Literatur beschriebene oxidative O-Deborylierung

fihrte direkt zur Re-oxidation von 270, also zum Edukt 256 der Reaktion.

IPC
: H'
OH o0 o7 "o oder OH OH
T 12 HO 13
Me;@)‘\m (-}-DIPCI Me:@/s\me Me:@/s\nﬂe
—_— —//—>
MeO MeO 270 MeO
256 '\_/ - S-259
NaOH, H,0, IPC = Isopinocampheyl

Schema 50.  Versuche zur stereoselektiven Reduktion des Acetophenons 256 mit DIP-Chlorid.*"

Das enantiomerenreine Chinon S-259 war auf diesem Weg somit nicht zuginglich. In
zukiinftigen Arbeiten sollte daher versucht werden, die enantioselektive Reduktion an C-1' durch
Enzymkatalyse zu erzielen oder die Konstruktion dieses Stereozentrums bereits bei der
Verkniipfung von 2,6-Dimethoxytoluol (218) mit der Seitenkette, z.B. mittels asymmetrischer
Aldol-Reaktion,”®! anzugehen (Schema 51). Mit S-259 sollte es dann moglich sein, den
gewiinschten Ester S,5,5-269 stereokontrolliert darzustellen (vgl. Schema 49). Ausgehend von
S,5,5-269 wiren die bereits optimierten Bedingungen der O-Desilylierung und Oxidation der
Seitenkette (vgl. Schema 47) anwendbar. Das daraus entstehende Keton §,5-271 miisste dann
regioselektiv an C-2' bromiert werden. Dies sollte aufgrund der im Vergleich zu C-2" der
Estergruppe wesentlich héheren Reaktivitét dieser Position problemlos gelingen. Zur Installation
der Sorbylseitenkette wire dann die bei der Synthese von "*C,-markiertem Sorbicillin bereits
erfolgreich etablierte HWE-Reaktion mit Crotonaldehyd (171) auf das Bromid S,5-272
anwendbar und wiirde Verbindung S,5-273 liefern (vgl. Schema 25). Die anschlieende
Cyclisierung zu S,R,5-274 wire analog zu den bereits fiir Sorbicillinol-Acetat 180 erarbeiteten

Bedingungen mit KHMDS méglich (vgl. Schema 31).
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OH
y Schema
Me 50

®

MeO

(@]
S.R,S-274 ss213  © ssa212 ©

Schema 51. Auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit basierender Syntheseplan zur ersten
Totalsynthese von Sorbicillacton A (17)

Die erste, zudem stereoselektive Totalsynthese von Sorbicillacton A (17) sollte demnach
ausgehend von der im Laufe der vorliegenden Arbeit bereits dargestellten Vorstufe S,5,5-269 und
basierend auf den anhand von Modellsystemen geleisteten Vorarbeiten zur weiteren
Funktionalisierung dieser Substanz in wenigen Stufen abzuschlieBen sein. Dies ist Gegenstand

laufender Untersuchungen in unserem Arbeitskreis.

5.4 Isolierung und Charakterisierung neuer Macrolactame aus marinen Mikroorganismen

Mikroorganismen aus dem marinen Lebensraum spielen eine immer wichtigere Rolle bei der
Suche nach neuen, bioaktiven Naturstoffen.[”>?*) Von besonderem Interesse ist dabei vor allem
die Untersuchung hoch spezialisierter, zum Beispiel Schwamm-assoziierter Bakterien, die
aufgrund ihrer schweren Kaultivierbarkeit bislang nur wenig erforscht wurden. Porifera

beherbergen eine Fiille unterschiedlicher Bakterien, die zum Teil bis zu 60% der Schwamm-

[284

Biomasse stellen konnen.”" Die Zusammensetzung dieser mikrobiellen Lebensgemeinschaften

[285]

unterscheidet sich dabei stark von der des Umgebungswassers und wird zum Teil bei der

Reproduktion der Organismen zwischen den Generationen iibertragen.**" Selbst die Entdeckung

neuer, bisher nur in Schwidmmen vorkommender bakterieller und archaealer Phyla

[287] [288])

(Poribacteria bzw. Crenarchaeota in taxonomisch verschiedenen Porifera aus

unterschiedlichsten geographischen Regionen ist in den letzten Jahren gelungen.
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In der Arbeitsgruppe unserer Kooperationspartnerin PD Dr. U. Hentschel (Institut fiir
molekulare Infektionsbiologie, Universitit Wiirzburg) wurden verschiedene bisher unbekannte
marine Bakterien aus Schwdmmen isoliert, erfolgreich kultiviert und taxonomisch
beschrieben.****" So gelang etwa durch pheno- und genotypische Analyse des Stammes SPE
10-1 aus einer Probe des marinen Schwammes Haliclona sp., die bei Cebu auf den Phillipinen
gesammelt worden war, die Entdeckung eines neuen marinen Actinomyceten, Saccharopolyspora
cebuensis sp. nov.”® Der Stamm SPE 10-1 war ausschlieBlich in salzhaltigen Medien
kultivierbar und ist somit der erste obligat-marine Vertreter der Gattung Saccharopolyspora. Die
Analyse der von SPE 10-1 gebildeten Sekundirstoffe erschien daher sehr vielversprechend. Die
im Folgenden beschriebenen Untersuchungen wurden in enger Kooperation mit S.M. Pimentel-

Elardo aus der Arbeitsgruppe Hentschel durchgefiihrt.

Die HPLC-DAD-Analyse des Extraktes aus einer Fermentation von SPE 10-1 offenbarte die
Produktion zweier relativ polarer Hauptmetabolite mit zueinander nahezu identischen UV-
Spektren. Beide Substanzen wiesen ein starkes UV-Maximum bei 215 nm auf. Zudem war bei
Peak 1 ein Maximum bei 291 nm zu erkennen, das im UV-Spektrum von Peak 2 leicht zu
hoheren Wellenldangen (303 nm) verschoben war. Die Massen der beiden Verbindungen wurden
zunichst mittels HPLC-ESI-MS zu m/z 3463 ([M+H]") bestimmt. Die atomare
Zusammensetzung dieser Sekundirstoffe schien basierend auf diesen Ergebnissen identisch zu
sein. Die Massenzahl von 346 u im protonierten Zustand wies zudem auf das Vorhandensein
einer ungeradzahligen Menge an Stickstoff-Atomen im Molekiil hin. Diese Annahmen wurden
durch Aufnahme der HR-ESI-MS-Spektren der isolierten Verbindungen bestdtigt: Fiir beide
Substanzen lieB sich basierend auf dem Messergebnis (368.1478, [M+Na]") eine Summenformel

von C;9H»3NNaOs berechnen.

Im 'H-NMR-Spektrum von Peak 1 waren insgesamt 13 Signale zu erkennen: neben drei
Dubletts aliphatischer Methylgruppen (1.00, 1.19 und 1.21 ppm) und einem Singulett einer an
einem sp’-Kohlenstoff gebundenen Methylgruppe 1.86 ppm), waren die Signale von fiinf
aliphatischen CH-Funktionen (1.82, 3.19, 3.43, 4.27 und 4.38 ppm), drei sp’-gebundenen
Wasserstoffatomen (4.98, 6.65, 7.02) und eines Heteroatom-gebundenen Protons (7.88 ppm) zu
sehen. Die zwei aus der errechneten Summenformel verbleibenden Wasserstoffe mussten daher

mit weiteren Heteroatomen verkniipft sein.
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Das *C-NMR-Spektrum von Peak 1 wies die erwarteten 19 Signale auf, darunter die der vier
Methylgruppen (16.6, 16.7, 17.8 und 19.3 ppm), die der flinf aliphatischen CH-Einheiten (42.4,
46.2, 48.2, 70.9 und 87.4 ppm) und die der sp>-gebundenen CH-Funktionen (111.1, 114.0 und
124.7). Zudem waren die Signale von drei sp*-Kohlenstoffen (131.0, 140.5 und 140.9 ppm), zwei
Sauerstoff-substituierten sp*-Kohlenstoffen (142.7 und 154.4 ppm), von einer Ester-, Sdure- oder
Amidgruppe (173.9 ppm) sowie einer Ketofunktion (207.1ppm) detektierbar.

Zur Aufkldrung der Konstitution der Verbindung wurden 2D-NMR-Experimente
durchgefiihrt. Die Zuordnung der Kohlenstoffatome zu den entsprechenden Signalen im 'H-
NMR-Spektrum erzielte man mittels HMQC-NMR-Spektren. Durch Analyse der COSY- (Abb.
43, links) und HMBC-Wechselwirkungen (Abb. 43, mitte) der nicht-aromatischen CH- und
Methylgruppen lieBen sich drei Partialstrukturen 275-A bis 275-C erarbeiten. Die Verkniipfung
dieser Molekiilteile untereinander zu 275-D war aus zusitzlichen Signalen im HMBC-Spektrum
abzuleiten. Entscheidend hierfiir waren die Kopplungen von H-3 zu C-4 und Me-4, von Me-4 zu
C-3 und C-7, von H-5 zu C-3 und C-7, von H-6 und Me-6 zu C-7 sowie von H-8 und Me-8 zu C-
7 und C-9 (Abb. 43, rechts). Zwischen C-4 und C-5 lag eine Doppelbindung vor. Die Geometrie

dieser sp>-sp>-Bindung war mit den beschriebenen NMR-Daten noch nicht festzulegen.

275-A 275-C 275-A 275-C
T T 275-D
O, e 0. A\ T
~ ~ 0.
(>H>|/H | /kH g)\’ V\H ] H 1\ -
S~ “CH, 4L O S A CH, HS H ]
H,C H,C A} 3 0O P X
2 HT] SR-HT | ~ ey H;C CH, Bﬁ
~  CH, = 7 el ot
T f‘\:‘j 3 <15 % @_,Hs
H,C L 4 H,C 7L e Y
n p— °
- 275-B 275-B
Abb. 43. COSY- (links, blaue Pfeile) und HMBC-Wechselwirkungen (mitte, rote Pfeile) der

Partialstrukturen 275-A-275-C sowie HMBC-Interaktionen (rechts, rote Pfeile) dieser
Teilfragmente untereinander in 275-D.

Basierend auf der Kopplungskonstante von 2.8 Hz war anzunehmen, dass die beiden
Protonen bei 6.65 und 7.02 ppm zueinander in meta-Position eines Aromaten gebunden waren.
HMBC-Interaktionen zwischen H-13 und C-11, C-14 und C-15 sowie zwischen H-15 und C-10,
C-11, C-13 und C-14 lieBen eindeutig auf Partialstruktur 275-E schlieBen (Abb. 44). Weitere
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HMBC-Wechselwirkungen des Protons an C-1 mit C-11, C-12 und C-13, von H-13 mit C-1
sowie von H-3 mit C-11 fiihrten zu der in 275-F gezeigten Konstitution.

275-D

Abb. 44. Teilstruktur des aromatischen Rings 275-E und dessen Verkniipfung mit 275-D zu 275-F
basierend auf HMBC-Wechselwirkungen (rote Pfeile).

Die Berechnung der Differenz der tatsichlichen Masse von Peak 1 mit dem theoretischen
Molekulargewicht von 275-F machte deutlich, dass formal lediglich 'NHj3' fehlte. Demzufolge
befand sich an C-1 ein aliphatischer Alkohol, an C-14 eine aromatische Hydroxygruppe und
zwischen den Kohlenstoffatomen C-9 und C-10 eine Amid-Funktion (Abb. 45). Die so ermittelte
Struktur 275-G stand auch im Einklang mit allen beobachteten chemischen Verschiebungen. Das
breite Singulett bei 7.88 ppm im 'H-NMR-Spektrum der Substanz, das in den 2D-Spektren
keinerlei Wechselwirkungen zu anderen Atomen aufwies, stammte vom am Stickstoff
gebundenen Wasserstoffatom. Peak 1 aus SPE 10-1 wurde somit die in der Literatur noch
unbekannte Konstitution 275-G zugeordnet. Lediglich die Konfiguration der Doppelbindung

zwischen C-4 und C-5 musste noch ermittelt werden.

275-G

Abb. 45. Vorlaufige Gesamtstruktur 275-G von Peak 1 aus SPE 10-1.
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Die NMR-spektroskopische Analyse von Peak 2 aus SPE 10-1 zeigte schnell, dass diese
Verbindung die gleiche Konstitution wie Peak 1 aufwies. Die beobachteten COSY- und HMBC-
Wechselwirkungen waren praktisch identisch mit den Interaktionen in 275-G. Bei den beiden
Substanzen aus SPE 10-1 handelte es sich somit um zwei strukturell neuartige, diastereomere

Produkte.

Die Aufkldrung der Konfiguration der Doppelbindung zwischen C-4 und C-5 in diesen
beiden Substanzen sowie der relativen rdumlichen Anordnung der Substituenten in den
Molekiilen sollte mittels NOESY-NMR-Spektroskopie erreicht werden. Auffallend war dabei
zundchst, dass im NOESY-Spektrum von Peak 1 keinerlei Wechselwirkung der Methylgruppe an
C-4 mit dem Wasserstoffatom an C-5 zu beobachten war, wihrend bei Peak 2 zwischen diesen
beiden Gruppen eine intensive Kreuzkopplung auftrat. Dies liel darauf schlieBen, dass die C-4/C-
5-Doppelbindung in 275 (Peak 1) trans-, in 276 (Peak 2) hingegen cis-konfiguriert war. NOESY -
Interaktionen im Spektrum des ersten Peaks von H-1 mit Me-2, von Me-2 mit H-3, und von Me-4
mit H-6 sowie zwischen H-5 und H-2 und zwischen H-5, Me-6 und H-8 waren mit der in Abb. 46
(a) gezeigten relativen Konfiguration der genannten Gruppen zu erkldren. Die beobachteten
groBBen Kopplungskonstanten zwischen H-1 und H-2 (10.1 Hz), H-2 und H-3 (8.5 Hz) sowie
zwischen H-5 und H-6 (9.8 Hz) standen ebenfalls im Einklang mit dieser rdumlichen Anordnung
der Substituenten. Eine genauere Zuordnung der relativen Konfiguration in 276 war hingegen

aufgrund der Vielzahl unspezifischer NOESY-Wechselwirkungen nicht moglich (Abb. 46b).

b)
OH
14
HO_4 1°NH
H< >
Q‘\//FH O P
H,C ‘H//J[ H CH,°
M, ‘N y7 8 _H
H,C CH,
KvH ()
276

Abb. 46. NOESY-Wechselwirkungen (griine Pfeile) in 275 (a) und 276 (b).
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Zur Aufkldrung der absoluten Konfigurationen von 275 und 276 sollten die beiden
Naturstoffe mit einem Schweratom-tragenden Substituenten funktionalisiert, kristallisiert und
rontgenkristallographisch untersucht werden. Geplant war hierzu die O-Acylierung der aciden
phenolischen Hydroxygruppe an C-14 der Verbindungen mit einem geeigneten
Benzoesdurederivat, wie z.B. Bromnitrobenzoesdurechlorid. Zu diesem Zweck sollten durch
Fermentation des mikrobiellen Produzenten in einer 10-L-Kultur ausreichende Mengen der
Naturstoffe 275 und 276 gewonnen werden. Die geplante biotechnologische Produktion erwies
sich jedoch aufgrund von Problemen mit der Sekundirstoftbildung von SPE 10-1 zunéchst als
sehr schwierig. S.M. Pimentel-Elardo gelang es jedoch nach intensiven Bemiihungen, kurz vor
Fertigstellung der vorliegenden Arbeit, erneut eine stabile Produktion der beiden Macrolactame
zu induzieren. Aus einem ersten Kulturansatz waren so jeweils ca. 10 mg von 275 und 276 in
reiner Form isolierbar. Die isolierte Substanz wird in momentan laufenden Arbeiten in den AGs
Hentschel und Bringmann zur Ermittlung des biologischen Potenzials bzw. zur

rontgenkristallographischen Aufkliarung der Absolutkonfigurationen verwendet.
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6 Sterochemische Analyse von Naturstoffen und synthetischen Verbindungen
durch HPLC-CD-Kopplung

Die Entdeckung von Naturstoffen mit neuartigen Strukturen und interessanten Bioaktivititen
aus Extrakten unterschiedlicher Organismen wird aufgrund der langjéhrigen Forschung auf
diesem Gebiet und der damit verbundenen, immer héaufiger auftretenden, zeitraubenden
Mehrfach-Isolierung bereits bekannter Substanzen stetig schwieriger. Die Kopplung von
Hochleistungs-Fliissigchromatographie (HPLC) mit modernen spektroskopischen Methoden
bietet einen Ausweg aus dieser Situtation: Durch Kopplung von HPLC mit NMR-Spektrometern
(HPLC-NMR)**'#¥ oder mit Tandem-Massenspektrometern (HPLC-MS/MS)?**°! gelingt
inzwischen nicht nur die schnelle Identifizierung bekannter Sekundirstoffe, sondern mit
minimalem Substanzbedarf sogar die Aufkldrung der Konstitution und der relativen
Konfiguration selbst neuer Naturstoffe direkt aus dem Extrakt, wie im Rahmen der vorliegenden
Arbeit z.B. im Fall der strukturellen Charakterisierung des Secohyperforins (40) gezeigt (Kapitel
3.1).1107

Sogar die Aufkldarung der Absolutkonfiguration chiraler Verbindungen ist inzwischen durch
Online-Analysemethoden moglich. Zu diesem Zweck wurde in unserer Gruppe — erstmalig in der
Naturstoffforschung — eine Kopplung von HPLC mit einem Circulardichroismus-Spektrometer
(CD) etabliert.?*"*'* Das der CD-Spektroskopie zugrunde liegende Messprinzip ist die
Detektion des Absorptionsunterschiedes eines Analyten zwischen links- und rechtszirkular
polarisiertem Licht des UV-Bereichs. Einzige Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit dieser Art
der Spektroskopie zur stereochemischen Analyse einer Verbindung ist daher das Vorhandensein
eines Chromophors mit rdumlicher Ndhe zum stereogenen Element. Zueinander enantiomere
Verbindungen liefern dabei exakt spiegelbildliche CD-Spektren. Durch Vergleich
experimenteller CD-Kurven mit denen von strukturell #hnlichen Verbindungen bekannter
Absolutkonfiguration oder durch Anwendung semi-empirischer Methoden, wie z.B. der sog.
Oktanden-Regel,”*’**®! kann dann die Absolutkonfiguration einer Verbindung zugeordnet
werden. Alternativ kann die Absolutkonfiguration einer chiralen Substanz mittels CD-

) [299-302]

Spektroskopie auch durch ECD-Methoden (electronic circular dichroism z.B. unter

[303,304]

Verwendung von Metalloporphyrinen als chiralen Reportergruppen, oder durch

Derivatisierung eines Analyten als Dibenzoat,**! ermittelt werden. Die Methode der Wahl zur
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stereochemischen Charakterisierung strukturell v6llig neuartiger Verbindungen, fiir die keinerlei
Vergleichswerte existieren, ist jedoch die quantenchemische Berechnung der CD-Spektren einer
Substanz und der Vergleich mit den entsprechenden experimentellen Kurven.”! Diese Methodik
ist im Bereich der Offline-Analyse chiraler Substanzen bereits weit verbreitet.”>'* In der
Kombination mit Online-CD-Spektroskopie bietet sich die einmalige Chance der vollen
stereochemischen Charakterisierung neuartiger chiraler Molekiile direkt aus den jeweiligen
Extrakten oder Reaktionsgemischen, oft auch im Falle konfigurativ oder chemisch labiler
Verbindungen, die durch Offline-Methoden nicht oder nur schwer untersuchbar wiren.!*" Dies
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit in Kooperation mit den Mitarbeitern unserer
computerchemischen Abteilung fiir eine Vielzahl chiraler Naturstoffe®”) und synthetischer

Produkte'®>""! realisiert und wird im Folgenden beschrieben.

6.1 Stereochemische Analyse der Parvistemine A-D (277-280), neuer dimerer Phenylethyl-

benzochinone aus Stemona parviflora Wright

Die in der Hainan-Provinz (China) heimische Pflanze Stemona parviflora Wright wurde in
der traditionellen chinesischen Medizin zur Behandlung von Erkrankungen der Atemwege, wie

z.B. Lungentuberkolose und Bronchitis,”*"

genutzt, fand aber auch Verwendung bei der
Bekimpfung von Schidlingsinsekten.*?"! Die biologische Wirksamkeit der Extrakte von .
parviflora wurde vor allem den darin enthaltenen Alkaloiden zugeschrieben.”””) Im Rahmen
eines Screening-Programs zur Gewinnung bioaktiver Sekundirstoffe wurden von unserem
Kooperationspartner Prof. Y. Ye (Shanghai Institute of Materia Medica, China) aus dieser
Pflanze vier neuartige Metabolite, die Parvistemine A-D (277-280, Abb. 47), isoliert und unter
Anwendung massen- und NMR-spektroskopischer Verfahren konstitutionell aufgeklirt.!*'!
Dabei zeigte sich, dass alle Parvistemine aus jeweils zwei Phenylethylbenzochinon-Einheiten
bestehen, die iiber eine zentrale Achse verbunden sind. Die Parvistemine A-C (277-279) sind
dabei dimere Verbindungen aus zwei identischen Molekiilhdlften, wéhrend die Biaryl-artige

Achse im Parvistemin D (280) zwei konstitutionell unterschiedliche Bausteine miteinander

verkniipft.
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277 X'=X’=H

278 X!'=X*=0H

279 X!'=X*=0OMe
280 X'=H; X*=OMe

Abb. 47. Strukturen der Parvistemine A-D (277-280).

Obwohl in allen Parvisteminen jeweils vier Substituenten in ortho-Position zur zentralen
Achse sitzen, diese daher rotationsgehindert — und damit ein stereogenes Element — sein sollte,
wurden 277-280 als optisch inaktive Substanzen isoliert.”'”! Die Parvistemine schienen also von
S. parviflora als racemische Gemische produziert worden zu sein. Das Vorkommen von chiralen
Metaboliten in skalemischer oder, wie im Falle der Parvistemine, sogar in racemischer Form, ist
vor allem im Bereich axial-chiraler Naturstoffe ein bekanntes Phanomen."****! Die fehlende
Stereoselektivitdt bei der Bildung solcher Sekundérstoffe ldsst sich durch eine nur schwache, oder
ginzlich fehlende enzymatische Beteiligung bei der Biosynthese erkliren. So wire die
Entstehung der Parvistemine A-D (277-280) etwa durch Oxygenierung der aus S. parviflora
bekannten Stilbostemine B-D (281-283) zu Verbindungen vom Typ 284, phenoloxidative
(Hetero-)Dimerisierung der daraus zuginglichen Radikale 285 und 286 und abschlieBende
oxidative Dearomatisierung des gebildeten Dimers 287 denkbar. Die mogliche Existenz eines
freien, nicht stark Enzym-gebundenen Radikals 285, welches seinen Reaktionspartner 286 nicht-
stereoselektiv von beiden Seiten angreifen wiirde, konnte somit fiir die Entstehung der
Naturstoffe in racemischer Form verantwortlich sein. Ebenfalls denkbar wére, dass die
Biosynthese der Parvistemine A-D (277-280) zunéchst stereoselektiv verlduft, intermedidr aber
dann Dimere entstehen, bei denen die Rotsationsbarriere um die Biaryl-Achse durch Ausbildung
einer Doppelbindung zwischen den Ringsystemen dramatisch reduziert und damit eine

Racemisierung ermoglicht wird.
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281 X=H
282 X=OH 277 X'=X*=H
283 X=0OMe 278 X'=xX?=0H

279 X!'=X2=0Me
280 X'=H;X®=0Me

Schema 52. Mogliche Biosynthese der Parvistemine A-D (277-280).

Zur stereochemischen Untersuchung dieser Verbindungen sollte eine Methode zur Trennung
der Atrop-Enantiomere an chiraler Phase entwickelt werden. Durch Online-CD-Spektroskopie in
Kombination mit quantenchemischen CD-Rechnungen von M. Reichert aus unserem Arbeitskreis
sollten die Metabolite schlieBlich stereochemisch charakterisiert werden. Die Optimierung der
Bedingungen zur Auftrennung der Enantiomere mittels HPLC an chiraler Phase fiihrte man
zunéchst fiir Parvistemin A (277) durch. Die besten Resultate erzielte man mit einer Chiralcel-
OD-H-Séule der Firma Daicel. Ungewdhnlich war dabei, dass durch eine Steigerung der
Temperatur des chromatographischen Systems auf 55 °C sowohl die Qualitit der Trennung
verbessert als auch die Elutions-Geschwindigkeit von 277 erhéht wurde. Als optimale
Laufmittelzusammensetzung erwies sich eine Mischung aus n-Hexan und Isopropanol im
Verhiltnis 97.5:2.5. Man erzielte so in nur ca. 18 min Laufzeit eine Bodentrennung der Atrop-
Enantiomere von 277 (Abb. 48a). Durch Online-CD-Analyse wurde verifiziert, dass die
beobachteten HPLC-UV-Signale tatsédchlich Enantiomeren von 277 zuzuordnen sind (zu sehen
am umgekehrten Vorzeichen der CD-Signale, Abb. 48b). Eine Integration der Flichen unter den
HPLC-UV-Peaks ergab ein Verhidltnis von 1:1 und bestétigte somit das Vorliegen einer

racemischen Mischung von 277.
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Abb. 48 Aufklarung der Absolutkonfiguration von Parvistemin A (277) durch HPLC-CD und
quantenchemische CD-Rechnungen (M. Reichert).
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Die Aufnahme der vollen CD-Spektren der beiden Stereoisomere erfolgte im Stopped-flow-
Modus. Ein Vergleich der experimentellen CD-Kurven mit den von M. Reichert mittels OM2-
CISD (Abb. 48c) und durch einen TDDFT-Ansatz (B3LYP/TZVP) errechneten Spektren (Abb.
48d), erlaubte schlieBlich die eindeutige Zuordnung der Axialkonfiguration des schnelleren

Enantiomers von 277 als P und des langsameren als M."!

Die fiir 277 entwickelte HPLC-Methode wurde nun zur stereochemischen Analyse der
Parvistemine B-D (278-280) individuell fiir jede Substanz optimiert. Die Trennung der Atrop-
Enantiomere von Parvistemin B (278) und C (279) verlief mit n-Hexan und Isopropanol im
Verhiltnis 95:5 optimal, wahrend fiir Parvistemin D (280) ein Verhiltnis von 90:10 die besten
Resultate lieferte. In allen Féllen wurde das chromatographische System auf 40 °C temperiert. So
gelang auch fiir die Verbindungen 278-280 eine Bodentrennung der jeweiligen Enantiomere. Wie
schon bei 277 ermittelte man den racemischen Charakter dieser Metabolite durch Integration der
HPLC-UV-Signale. Ein Vergleich der aufgenommenen HPLC-CD-Spektren der jeweils schneller
eluierenden Stereoisomere von 277-280 zeigte wie erwartet deren groe Ahnlichkeit zueinander

(Abb. 49) und erlaubte somit ihre stereochemische Zuordnung als P-konfiguriert.

40
20 . )
S 277 X'=X*=H
© 278 X'=X?=OH
g 0 1 2
5 X =X"=0Me
o X'=H; X*=0Me
-20
-40
200 250 300 350

Wellenlange [nm]

Abb. 49. Vergleich der CD-Spektren der schneller eluierenden Enantiomere der Parvistemine A-D (277-
280).

Somit gelang die vollstindige Online-Analyse und stereochemische Charakterisierung aller
bislang bekannter Vertreter der neuartigen Substanzklasse der Bisphenylethylbenzophenone 277-
280.0"]
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6.2 Stereochemische Untersuchung neuartiger axial-chiraler Quateraryle

Axial-chirale Strukturen spielen eine grofle Rolle als chirale Liganden und Auxilliare in der

326,327]

asymmetrischen Synthese,! als chirale Phasen in der Chromatographie,”**® als wichtige

[329,330]

Substrate in chiralen fliissig-kristallinen Materialien, als Reagenzien in der chiralen

[331] [325]

wie z.B. in den
[332]

Erkennung””" und als Elemente in einer Vielzahl interessanter Naturstoffe,

unter 6.1 gezeigten Parvisteminen (277-280),°'"! in Naphthylisochinolin-Alkaloiden,"***! aber
auch in strukturell hoch komplexen Wirkstoffen wie Vancomycin.”>*! Aufgrund der groBen
Bedeutung solcher axial-chiraler Verbindungen in verschiedensten Bereichen der Chemie wurden
in der Vergangenheit unterschiedliche Methoden zum stereoselektiven Aufbau von Biaryl-
Achsen etabliert.”*****! Das in unserer Arbeitsgruppe entwickelte Lacton-Konzept™****¢34

bietet durch das Konzept der dynamisch-kinetische Racematspaltung konfigurationslabiler

Biaryl-Lactone dabei als einziges dieser Verfahren die Moglichkeit einer spaten Stereodivergenz.

Unser Kooperationspartner Dr. A. Goel (Central Drug Research Institute, Lucknow, Indien)
entwickelte kiirzlich eine effiziente Methode zur Synthese sterisch anspruchsvoller Quateraryle,
bei der 5,6-Diaryl-2H-pyran-2-one 288 mit Phenylacetonen 289 unter basischen Bedingungen in
nur einer Stufe direkt zu den entsprechenden Biarylen 290 umgesetzt werden."'® Die dabei
entstehenden neuartigen Quateraryle wie 291 sollten in Wiirzburg durch die Entwicklung einer
Methode zur Trennung der entsprechenden Atrop-Enantiomere an chiraler Phase und HPLC-CD
in Kombination mit quantenchemischen CD-Rechnungen stereochemisch charakterisiert werden.

Diese Arbeiten wurden exemplarisch fiir Verbindung 291 durchgefiihrt.

R
O SMe
R1

AN X SMe SMe
288 | X CcN

- C

KOH

R2 _— Me z. B. Me
R’ O OMe

0
AMe DMF 5

R
R4
@[ 290 ; 291

R R OMe

Schema 53. Eintopf-Synthese chiraler Quateraryle vom Typ 290 nach Goel ez al.®'®
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Die Trennung der Enantiomere von 291 gestaltete sich sehr schwierig. Auf einer groflen
Anzahl unterschiedlicher chiraler Phasen (z.B. OD-RH, OD-J, OD) lieB sich zunéchst keinerlei
Trennung erreichen. Lediglich bei Verwendung einer Chiralcel-OD-H-Sdule der Fa. Daicel bei
niedrigen Temperaturen mit einem Laufmittel aus n-Hexan und Isopropanol im Verhéltnis
99.5:0.5 erreichte man ein schwaches Splitting des beobachteten LC-UV-Peaks. Fiir eine
Aufnahme von Online-CD-Spektren reichte diese Antrennung jedoch nicht aus. Eine weitere
Verminderung der Temperatur des chromatographischen Systems zur Verbesserung der
Trennleistung war aufgrund der damit verbundenen starken Erhéhung des Druckes am HPLC-
System wegen der hoheren Viskositit des kalten Laufmittels nicht moglich. Durch serielle
Kopplung zweier identischer OD-H-Séulen gelang schlielich eine ausreichende Aufspaltung der
Atrop-Enantiomere von 291 (Abb. 50a und b) und so die Aufnahme voller Online-CD-Kurven.
Ein Vergleich der experimentell gemessenen CD-Spektren mit den von M. Reichert durch
quantenchemische CD-Rechnungen ermittelten Kurven erlaubte schlieBlich die Zuordnung der

Achsenkonfiguration des schnelleren Enantiomers von 291 als M und des langsameren als P

(Abb. 50c und d).B'®

Die exemplarisch fiir 291 entwickelte Methode zur Trennung chiraler Quateraryle vom Typ
290 kann in zukiinftigen Arbeiten zur schnellen stereochemischen Charakterisierung von
Vertretern dieser Substanzklasse verwendet werden und trégt somit entscheidend zum Wert der

von Goel et al. entwickelten Synthese dieser Verbindungen bei.l*'®
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Abb. 50. Stereochemische Zuordnung der im Rahmen dieser Arbeit getrennten Atrop-Enantiomere des
Quateraryls 291 durch HPLC-CD-Kopplung (a,b) und quantenchemische CD-Rechnungen
durch M. Reichert unter Anwendung semiempirischer Methoden (c) und von TDDFT (d).
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6.3 Stereochemische Analyse neuartiger, intrinsisch axial-chiraler p,p-verkniipfter

Bisporphyrine

Porphyrin-Systeme spielen in der heutigen chemischen Forschung in verschiedensten

Bereichen eine groBe Rolle. Sie finden Verwendung als metallorganische Katalysatoren,**!~**

als wirksame Substrate in der Medizin, z.B. bei der Bor-Neutroneneinfangtherapie (BNCT =

boron neutron capture therapy)™*! und in der photodynamischen Therapie (PDT = photodynamic

[345-347]

therapy),’* im Bereich der Materialwissenschaften, oder bei der biomimetischen

[348

Gewinnung von Solarenergie.***! Chirale Porphyrine werden z.B. als Reportergruppen bei der

Aufklirung von Absolutkonfigurationen organischer Molekiile genutzt.*®*<* Die Chiralitit

literaturbekannter monomerer Porphyrine resultiert dabei meist aus stereogenen Zentren oder

[349-352]

rotationsgehinderten, axial-chiralen Substituenten. Auch eine Verkniipfung zweier

achiraler Porphyrin-Bausteine iiber einen chiralen Linker ist moglich.?>>=>"]

Obwohl direkt verkniipfte dimere Porphyrine eine fiir Untersuchungen von Elektronen- und

(3563571 oibt es nur eine geringe Anzahl

[358-360] |\ q

Energietransferprozessen interessante Struktur aufweisen,

an moglicherweise chiralen Vertretern dieser Substanzklasse: nur wenige meso-meso

3611 yerkniipfte Bisporphyrine wurden bislang dargestellt. Alle literaturbekannten f,4'-

[362-364]

meso-.
verkniipften Bisporphyrine weisen keinerlei meso-Substituenten auf und sind aus diesem
Grund wahrscheinlich konfigurativ labil. Bis heute gelang es lediglich der Gruppe um Osuka, die
optische Aktivitdt von drei direkt verkniipften Porphyrin-Dimeren zu beweisen. Zwei dieser
Substanzen waren axial-chiral,?®**) wihrend die dritte aufgrund zweifacher Verkniipfung
helikale Chiralitit aufwies.”*” Alle diese Derivate haben jedoch gemein, dass ihre Chiralitit nur
aufgrund eines unsymmetrischen Substitutionsmusters zustande kommt, da die zentrale
Bisporphyrin-Struktur selbst jeweils symmetrisch und damit achiral ist. Von besonderem
Interesse widre daher die Darstellung von dimeren Porphyrin-Derivaten mit direkter f,5'-
Verkniipfung und sperrigen meso-Substituenten, die aufgrund der dann zu erwartenden
Rotationsstabilitdt der Biaryl-Achse per se axial chiral wéren. Eine solche intrinsische Chiralitét
wiére daher nicht mehr abhidngig vom Substitutionsmuster der monomeren Einheiten. Die
Synthese solcher intrinsisch axial-chiraler Bisporphyrine gelang erst kiirzlich in unserer Gruppe
(Schema 54).P'"! Das erste Derivat dieser neuartigen Substanzklasse wurde durch S. Riidenauer

unter Verwendung einer Pd-katalysierten Kreuzkupplung eines in p-Position bromierten
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Porphyrins 293 mit einem an dieser Stelle borylierten Aquivalent 292 dargestellt.”'” D. Gotz
gelang schlieflich die Optimierung dieses synthetischen Zugangs zu unterschiedlich

substituierten octa-meso-Aryl-Bisporphyrinen und damit die Darstellung einer ganzen Reihe von

Derivaten.!731]
Ph
Ph
Ph Ph
M Br
Me
B\/OIMe
o~ e Ph Ph
292 Ph Me
Pd(PPhj),, Ph
Toluol/H,O, | 70% 293
Ba(OH),
Ph
Ph
Ph —"
Ph Ph
M Ph
Ph
ZnCl,
294 (M = 2H) 295 (M =Zn)

97%

Schema 54.  Synthese pS,f'-verkniipfter, intrinsisch axial-chiraler Bisporphyrine durch Pd-
katalysierte Kreuzkupplung.

Zur stereochemischen Charakterisierung dieser Substanzklasse sollte eine Methode zur
Trennung der Atrop-Enantiomere mittels HPLC an chiraler Phase etabliert werden, zunichst
exemplarisch fiir 294. Trotz intensiver Bemiithungen an einer Vielzahl chiraler Phasen war eine
Trennung des metallfreien Derivats 294 jedoch nicht moglich. Das Dimer 294 wurde daher von S.
Riidenauer durch Umsetzung mit ZnCl, in das vollstdndig metallierte Bisporphyrin 295 iiberfiihrt,
dessen Trennung an einer OD-H-Séule der Firma Daicel durch Herabsetzen von Temperatur des
chromatographischen Systems (7 °C) und Flussrate (0.3 mL/min) bei Verwendung von n-Hexan
und Isopropanol als Laufmittel im Verhéltnis 60:40 gliickte (Abb. 51a,b). Nach Aufnahme von
Online-CD-Spektren im Stopped-flow-Modus und Vergleich mit den von M. Reichert mittels
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semiempirischen Verfahren (Abb. 51c) und TDDFT-Methoden (Abb. 51c) errechneten Kurven
gelang die eindeutige Zuordnung der Konfiguration der Atrop-Enantiomere des Dimers 295. Das

chromatographisch schnellere Enantiomer wies P-Konfiguration auf, wahrend das langsamer

eluierende Stereoisomer M-konfiguriert war.”'”]
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Abb. 51. Stereochemische Analyse der Atrop-Enantiomere des metallierten Bisporphyrins 295 durch
HPLC-CD und quantenchemische CD-Rechnungen (M. Reichert).
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Eine weitere Optimierung der Trennung von 295 wurde durch Verwendung einer Chirex-
3010-Sdule erreicht (Losungsmittelsystem n-Hexan/CH,Cl,, 60:40, vgl. Abb. 52). So gelang

schon bei Raumtemperatur eine Bodentrennung von 295.

295 R!'=R?>=Ph,
M!=M?=Zn R

296 R'=R%=Tol,
M!=M?=Zn

297 R'=R%=Tol,
M!=Ni, M>=Zn

298 R' = R? = Chlorophenyl,

M'=M?=Zn
299 R' = R? = Methoxyphenyl,
M'=M’=Zn 5
300 R'=Tol, R*=Ph, Chirex 3010
1 _ w2 — LC-Uv LC-CD
M =M"=Zn 430 nm B |430nm
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R — —
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Abb. 52.  Trennung der chiralen Bisporphyrine 295-300 an einer Chirex-3010-Saule bei Raumtemperatur
und stereochemische Zuordnung der entsprechenden Atrop-Enatiomere mittels HPLC-CD.
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Durch geringfiigige Verdnderung der Zusammensetzung des Elutionsmittels bei der
Chromatographie gliickte mit dieser Sdule die Auflosung einer ganzen Reihe unterschiedlich
substituierter, axial-chiraler Bisporphyrine, nimlich 296-300."'2'"! Diese Arbeiten wurden in
enger Kooperation mit D. Go6tz durchgefiihrt, der die dimeren Porphyrine 296-300 auch
synthetisiert hatte. Die breite Anwendbarkeit der so entwickelten Trennmethode wurde
inzwischen in zusitzlichen Untersuchungen von D. Go6tz und T. Gehrke zur stereochemischen

Analyse unterschiedlich metallierter Bisporphyrine gezeigt.”'”!

Zur Bestimmung der Rotationsstabilitidt der metallierten dimeren Bisporphyrine wurde unter
Anwendung der fiir die stereochemische Analyse erarbeiteten Trennmethode in semi-
praparativem Mafstab jeweils eine enantiomerenreine Probe des P- und M-konfigurierten octa-
Tolyl-substituierten Derivats 296 isoliert. Die Charge des P-konfigurierten Stereoisomers wurde
bei Raumtemperatur gelagert und in regelmdBigen Abstinden mittels analytischer HPLC
untersucht. Selbst nach 48 Stunden beobachtete man keine Bildung des M-Enantiomers.
Basierend auf diesen Ergebnissen ist Verbindung 296 bei Raumtemperatur vollstindig

konfigurationsstabil.*'”!

Die exakte Rotationsbarriere der Racemisierung an der Achse von 296 sollte durch kinetische
Studien mittels HPLC-UV-Analytik ermittelt werden (Abb. 53). Dazu wurde eine
enantiomerenreine Probe des M-konfigurierten Enantiomers von 296 verwendet. Man
beobachtete die Atrop-Enantiomerisierung bei drei verschiedenen Temperaturen (90 °C, 100 °C,
110 °C) und errechnete aus den gewonnenen Daten die entsprechenden Geschwindigkeits-
konstanten. Durch Verwendung der Eyring-Gleichung gelang schlieflich die Berechnung der
freien Aktivierungsenergie der Rotation um die Achse von 296. Der Wert AG,,(296)°*" lag mit
1149 kJ/mol im Bereich von bei Raumtemperatur vollstindig konfigurationsstabilen
Verbindungen und war zudem im Einklang mit den von M. Reichert durch semi-empirische
Berechnungen erhaltenen Wert von AG(296)“" = 119 kJ/mol. Die geringfiigige Abweichung
der theoretischen Aktivierungsenergie zur experimentell bestimmten liegt wohl in der Tatsache
begriindet, dass die Berechnungen lediglich auf semi-empirischem Niveau und in der Gasphase

durchgefiihrt wurden.”"”!
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Abb. 53. Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten der Atrop-Enantiomerisierung von M-296 durch
thermische Equilibrierung in Toluol und HPLC-Analyse an chiraler Phase.

Zusammenfassend gelang somit durch die Entwicklung von Methoden zur Trennung einer
Vielzahl unterschiedlich octa-meso-substituierter Atrop-Enantiomere chiraler f,f-verkniipfter
Bisporphyrine 295-300 mittels HPLC-CD an chiraler Phase in enger Kooperation mit D. Gotz
deren vollstindige stereochemische Charakterisierung sowie der experimentelle Beweis ihrer
Rotationsstabilitdt bei Raumtemperatur und die exakte Bestimmung der Rotationsbarriere der

Atrop-Enantiomerisierung von 296.5'73!"]

6.4 Meso versus C;: Stereochemische Analyse von axial-chiralen, konfigurativ jedoch semi-

stabilen Bis[10]paracyclophanen

Unter meso-Verbindungen versteht man konstitutionell symmetrische Molekiile mit
paarweisen stereogenen Elementen zueinander gegensitzlicher Konfiguration, also mit zwei
zueinander enantiomorphen Hilften."®®! In den meisten Fillen besitzen diese Substanzen eine
Konformation mit einer Symmetrie-Ebene oder einem Symmetrie-Zentrum.*®! Aufgrund des

schnellen Wechsels zwischen zueinander enantiomeren Konformationen sind meso-

[369]

Verbindungen optisch inaktiv. So bevorzugt etwa meso-Weinsdure sowohl in Losung™" - als auch

4370

im kristallinen Zustan chirale Konformationen, die in Losung aber aufgrund der niedrigen

Rotationsbarriere um die zentrale C,C-Achse schnell ineinander iibergehen.
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In Kooperation mit Prof. W. Tochtermann (Institut fiir Organische Chemie, Universitdt Kiel)
wurde das Bis[10]paracyclophan (-)-301 (Abbildung 54) in enantiomerenreiner Form dargestellt
und stereochemisch charakterisiert.”’'*"* Diese konstitutionell symmetrische Verbindung besitzt
drei stereogene Elemente: zwei chirale Ebenen (p) sowie eine chirale Achse (a) und ist aufgrund
der vierfach ortho-substituierten — und damit rotationsgehinderten — Biaryl-Achse optisch aktiv.
Die Absolutkonfiguration der Substanz wurde mittels CD-Spektroskopie und quantenchemischen
CD-Rechnungen in unserer Arbeitsgruppe als pP,aP,pM zugeordnet.*’'*"? Das Paracyclophan (-
)-301 ist also chiral, konfigurativ stabil an der zentralen Achse, optisch aktiv und daher per
Definition keine meso-Verbindung. Basierend auf diesen Vorarbeiten schien es daher
lohnenswert, ein stereochemisch mobileres, weniger rotationsgehindertes Bis[10]paracyclophan
zu synthetisieren und dessen dynamisches chiroptisches Verhalten unter Anwendung von HPLC-
CD genauer zu charakterisieren. Zu diesem Zweck wurde in der AG Tochtermann das
Bis[10]paracyclophan 302 synthetisiert, in dem die in (-)-301 ortho zur Biaryl-Achse

positionierten Methoxygruppen durch Wasserstoffe ersetzt sind.”*'®!

Abb. 54. Strukturen der untersuchten Bis[10]paracyclophane (-)-301 und 302.

Eine Methode zur Trennung von Bis[10]paracyclophanen mittels HPLC an chiraler Phase
wurde zundchst mit einer racemischen Mischung von 301 erarbeitet. Da fiir diese Substanz
bereits bekannt war, dass die Biaryl-Achse konfigurativ stabil ist, konnte ein Scheitern der
Trennung der Atrop-Enantiomere aufgrund einer evtl. zu niedrigen Rotationsbarriere, wie sie fiir
302 durchaus vorliegen konnte, ausgeschlossen werden. Unter Verwendung einer Daicel-
Chiralcel-OD-RH-Séule bei leicht erhohten Temperaturen (30 °C) wund einem
Losungsmittelsystem aus Acetonitril und H,O im Verhéltnis 68:32 erzielte man eine zur
Aufnahme von CD-Spektren ausreichende Auflosung (Abb. 55a). Durch Vergleich der so
ermittelten CD-Kurven mit denen von reinem (-)-301 war es mdglich, dem schneller eluierenden
Stereoisomer die pP,aP,pM-Konfiguration und dem langsameren die pP,aM,pM-Konfiguration

zuzuordnen.B'®
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Abb. 55. Trennung racemischer Mischungen der Bis[10]paracyclophane 301 (a) und 302 (b) durch HPLC
an einer Chiralcel-OD-RH-Séule. Die Atrop-Enantiomere mit pP,aP,pM-Konfiguration sind in
blau, die mit pP,aM,pM-Konfiguration rot dargestellt.

Zur Trennung des an der Achse sterisch weniger anspruchsvoll substituierten Derivats 302
erwies sich die fiir 301 verwendete Temperatur von 30 °C als zu hoch. Grund hierfiir ist
wahrscheinlich ein schnelles Durchdrehen der Biaryl-Achse von 302 bei dieser Temperatur.
Durch Kiihlen des chromatographischen Systems auf 5 °C erreichte man schlielich eine gute
Trennung der Atrop-Enantiomere von 302 (Abb. 55b). Zur Aufnahme der CD-Spektren im
Stopped-flow-Modus war es aufgrund des relativ geringen CD-Effekts notig, sowohl die
Geschwindigkeit der CD-Messung zu erhéhen (1000 nm/min anstelle 500 nm/min), als auch das
Intervall zwischen zwei Messpunkten zu vergréern (2 nm anstelle 0.5 nm). Bei langsameren
Messungen nahm der CD-Effekt der reinen Atrop-Enantiomere in der Messzelle aufgrund der
durch die Rotation um die semi-stabile Biaryl-Achse eintretenden Racemisierung zu schnell ab.
Trotz der groBen strukturellen Ahnlichkeit von 301 und 302 waren basierend auf dem Vergleich

der CD-Kurven dieser beiden Substanzen die Elutionsreihenfolgen der Stereoisomere umgekehrt
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wie bei 301. Im Falle des Bis[10]paracyclophans 302 war also das chromatographisch schnellere

Atrop-Enantiomer pP,aM,pM-konfiguriert, wihrend das langsamer eluierende Stereoisomer

pP,aP,pM-Konfiguration aufwies.

Aufgrund dieses unerwarteten Wechsels in der Elutionsreihenfolge der Atrop-Enantiomere

von 302 im Vergleich zu 301 iiberpriifte man die Zuordnung der Absolutkonfigurationen durch

zusitzliche quantenchemische CD-Rechnungen, die in unserer Arbeitsgruppe von K.

Maksimenka durchgefiihrt wurden. Durch diesen zweiten, unabhingigen Ansatz wurde die durch

empirischen Vergleich ermittelte Konfigurationszuordnung eindeutig bestétigt (Abb. 56).

[316]
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Abb. 56. Zuordnung der Absolutkonfiguration der beiden Atrop-Enantiomere von 302 durch Vergleich
von quantenchemisch berechneten (AMI1) CD-Spektren (K. Maksimenka) mit den

experimentellen Kurven.
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Die Halbwertszeit der Atrop-Enantiomerisierung von 302 wurde ebenfalls durch Online-CD-
Spektroskopie bestimmt. Zu diesem Zweck wurde die fiir die Aufnahme eines CD-Spektrums
bendtigte Zeit durch Begrenzung des Messbereichs auf nur 30 nm (von 200 bis 230 nm) noch
einmal dramatisch reduziert. Durch schnelle Messung dieser Ausschnitte aus dem CD-Spektrum

war die Bestimmung von t;; bei Raumtemperatur zu ca. 70 s moglich.

Zusammenfassend gelang durch Anwendung der HPLC-CD-Analytik auf das konfigurativ
semi-stabile Bis[10]paracyclophan 302 die stereochemische Charakterisierung einer Substanz im
Grenzbereich zwischen meso und C;. Aufgrund der niedrigen Rotationsbarriere an der Biaryl-
Achse verhilt sich 302 makroskopisch bei Raumtemperatur wie eine meso-Verbindung, ist also
optisch inaktiv. Trotzdem ist es bei niedrigen Temperaturen moglich, die C;-symmetrischen und
damit chiralen Atrop-Enantiomere zu trennen und deren Absolutkonfiguration zu ermitteln.”*'®
Dieses Anwendungsbeispiel verdeutlicht somit eindrucksvoll den Wert der angewandten

Kopplung von HPLC mit CD-Spektroskopie, vor allem bei der Untersuchung konfigurativ semi-
stabiler Analyten.
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7 Zusammenfassung

Die Natur entwickelte im Laufe der Evolution eine unvorstellbare Vielfalt an
unterschiedlichsten Lebewesen. Viele diese Organismen besitzen die Fahigkeit, biologisch aktive
Sekundirstoffe zu produzieren, die ihnen im téiglichen Uberlebenskampf einen Vorteil gegeniiber
thren Konkurrenten bieten. Die Effizienz, mit der solche Naturstoffe in lebenden Organismen
biosynthetisch dargestellt werden, wurde von der organisch-chemischen Synthese bislang nicht
anndhernd erreicht. Die Untersuchung von Biosynthese-Routen verspricht daher nicht nur die
Entdeckung wissenschaftlich interessanter Phinomene, sondern bietet zudem die Chance, von der
Natur zu lernen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen dabei deutlich, dass sowohl die
genaue Analyse des Aufbaus bereits lange bekannter Metabolite, wie z.B. des
Furanonaphthochinons I (41, FNQ I) oder des Chrysophanols (53a), als auch die Untersuchung
der Biosynthese strukturell neuartiger Sekundirstofte, wie etwa des Sorbicillactons A (17), von
groflem Interesse sein konnen. Die gewonnenen Informationen kénnen dann zur optimierten
biotechnologischen oder synthetischen Produktion viel versprechender bioaktiver Substanzen

genutzt werden.

Auch die Gewinnung neuer Substanzen aus der Natur, z.B. als Leitstrukturen flir die Pharma-
Forschung, ist ein lohnendes Ziel. Eine stete Verbesserung der Methoden zur Charakterisierung
von Naturstoffen, z.B. unter Anwendung von Online-Analyse-Verfahren, hilft dabei, die gezielte
Entdeckung noch unbekannter Metabolite schneller und einfacher zu gestalten. Fiir die
Aufklarung der Konstitution von Substanzen niitzlich ist hier vor allem die Kopplung von HPLC
mit NMR und MS, wie beispielsweise im Rahmen der Identifizierung von Secohyperforin (40)
und neuer mariner Macrolactame vom Typ 275 gezeigt. Die Kombination von HPLC mit CD
bietet zudem die Chance zur effizienten Aufkldrung der absoluten Stereostruktur chiraler

Verbindungen direkt am Peak im Chromatogramm.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Isolierung, die biosynthetische und strukturelle
Charakterisierung sowie die Produktion bioaktiver Sekundirstoffe unter Anwendung und
Weiterentwicklung unterschiedlichster Konzepte und Methoden der Naturstoffchemie. Die
vielfdltigen Ergebnisse sind das Resultat von interdisziplindren Kooperationen innerhalb des SPP
1152 (DFG Schwerpunktprojekts 'Evolution metabolischer Diversitit') und des vom BMBF

geforderten Exzellenzzentrums B/OTECmarin ('"Nachhaltige Nutzung mariner Schwiamme').
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Im Einzelnen wurden folgende Ergebnisse erzielt:

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. L. Heide (Universitdt Tiibingen)
gelang die Aufklidrung des biosynthetischen Ursprungs der Prenylbausteine des
literaturbekannten bakteriellen Sekundirstoffs FNQ I (41). Durch Fiitterung von °C»-
Acetat und 2-">C-Glycerol an den Produzenten dieser Verbindungen, Streptomyces
cinnamonensis DSM 1042, war es erstmalig moglich, eine simultane Verwendung von
IPP aus dem Mevalonat- (ca. 80% Beitrag) und aus dem MEP-Weg (ca. 20%)
nachzuweisen und zu quantifizieren. Durch quantenchemische CD-Rechnungen und
Vergleich des berechneten mit dem experimentellen CD-Spektrum von 41 wurde
zudem die bislang unbekannte Absolutkonfiguration dieses Sekundérstoffes eindeutig

als S,S bestimmt.

Me
IPP aus dem
7*\/'—0* MEV-Weg
H,C
> 4
H OH

Ho_4__on

\ S —
Me

P o- IPP aus dem 41
H2c)\-/ ®® MEP-Weg

In Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen von Prof. M. Hilker (Freie Universitdt
Berlin) und Prof. H.-P. Fiedler (Universitdt Tiibingen) wurde die erste vergleichende
Biosynthesestudie eines aromatischen Polyketids, Chrysophanol (53a), in
unterschiedlichsten Organismen durchgefiihrt. So gelang der Beweis, dass 53a in
Eukaryoten (Pflanzen, Pilzen, Insekten) nach Modus F gefaltet wird, wéhrend in
Prokaryoten (Nocardia Acta 1057) ein Aufbau nach Modus S stattfindet. Erste
Hinweise im Rahmen der Fiitterungsexperimente an Nocardia Acta 1057 auf die
mogliche Existenz eines dritten, bislang génzlich unbekannten Faltungsmodus zu 53a
initilerten eine gezielte Suche nach weiteren potenziellen prokaryotischen
Chrysophanol-Bildnern. So gelang in Kooperation mit H.-P. Fiedler er al. die
Identifizierung von Streptomyces AK 671 als bakteriellem Produzenten von
Chrysophanol (53a), hier in Form des Glucuronids 53b. Die Biosynthese dieses neuen

Naturstoffs verlief nach dem von uns postulierten, jedoch bis dahin nicht
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experimentell bewiesenen Modus S'. Chrysophanol (53a) wurde somit als erstes
Beispiel fiir multiple biosynthetische Konvergenz im Bereich polyketidischer
Naturstoffe etabliert. Insgesamt fiihren sogar drei unterschiedliche Biosyntheserouten

zu ein und derselben Struktur!

RO (0] OH a R=H
0 PKS Ho. M
—_—
8x Me)I\SCoA O‘O b R= HQ 4 COOH
Me - H Z H
In o 53a/b HO
Ho ¥

In
Pflanzen, Pilzen und Insekten * Nocardia
dber In Streptomyces liber uber
|

Modus F Modus S’! Modus S SCoA

e Bei der Suche nach weiteren Chrysophanol-Produzenten gelang die strukturelle
Charakterisierung einer Reihe neuer aromatischer Polyketide aus Streptomyces
AK671, darunter Prichrysophanol- (68b) und Chrysophanol-Glucuronid (53b). Im
Laufe der Fiitterungsstudien zur Aufkldrung der Biosynthese von 53b wurde ein
neuartiges bicyclisches Diketon, das sog. Harris-Franck-Keton (61a), als direkte
biosynthetische Vorstufe von Chrysophanol in AK 671 nachgewiesen. Die
Verbindung ist somit die erste als Naturstoff identifizierte bicyclische Vorstufe der
Anthrachinon-Biosynthese. Bemerkenswert dabei ist, dass das Harris-Franck-Keton
(61a) in Form seines Glucuronids 61b trotz der fehlenden doppelten Aktivierung des
an der Ausbildung des dritten aromatischen Rings beteiligten Kohlenstoffes zu 68b
cyclisiert, und schlieBlich in 53b umgewandelt wird. Eine groBBe Rolle bei dieser
ungewohnlichen biosynthetischen Umsetzung spielt wohl der O-glycosidisch

gebundene Zucker-Rest.

RO OH O

RO OH O RO O OH Ho._ M
" HQ /\ cooH
AT - L= O A
wle EOI-’Iqe we HO
o} H™ @
61b 68b 53b
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Fiir das neue, in der Arbeitsgruppe von Prof. E. Fattorusso (Universita di Napoli,
Italien) aus Axinella damicornis isolierte Pyrrol-Alkaloid Daminin (18), das in der
Arbeitsgruppe von Prof. W.E.G. Miiller (Universitdit Mainz) als potenzieller
neuroprotektiver Wirkstoff erkannt wurde, wurde ein sehr kurzer synthetischer

Zugang erarbeitet.
HO~_ -~
I Br I o
N OH NF coMe ——, N O\/\N@/ CO;
18

Zur Darstellung potenziell Biofilm-hemmender Xanthon-Derivate wurden
verschiedene Methoden etabliert. Die direkte Synthese polyhydroxylierter Xanthon-
Derivate gelang mittels einer optimierten Grover-Shah-Shah-Reaktion. Durch
Anwendung einer auf der Kondensation eines Lithiumorganyls mit einem
Benzoesédureester basierenden Syntheseroute zur Darstellung von Benzophenonen
sowie deren selektive O-Demethylierung und Cyclisierung zu den entsprechenden
Polymethoxy-Xanthonen wurde ein alternativer Ansatz zur Gewinnung einer Vielzahl
von Xanthon-Derivaten entwickelt. Des Weiteren wurden unterschiedliche Methoden
zur selektiven O-Prenylierung, zur Umlagerung O-gebundener Prenylbausteine an
verschiedene Positionen im Xanthon-Grundkoérper und zur (stereoselektiven)

Oxygenierung dieser Reste erarbeitet.
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Die Biosynthese des neuartigen antileukdmischen Wirkstoffes Sorbicillacton A (17)
wurde in enger Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. J. F. Imhof (IFM
Geomar, Kiel) durch Applikation unterschiedlicher '*C-markierter Vorstufen (*C,-

Acetat, ?C-Methyl-Methionin, *Cs-Alanin), fiir die z.T. neue synthetische Zuginge
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erschlossen werden mussten (13C2-Sorbinséiure, 13C2-Sorbicillin), an Penicillium
chrysogenum aufgeklart. So gelang der eindeutige Beweis eines Einbaus von sechs
Acetat-Einheiten in den Sorbicillin-abgeleiteten Molekiilteil, eines intakten Alanin-
Restes in den Lacton-Ring und zweier aus S-Adenosyl-Methionin stammender
Methylgruppen. Bemerkenswert war hier vor allem der Nachweis eines diskreten
Markierungsmusters im Sechsring von 17. Diese Beobachtung schliefit die Existenz
einer im isocyclischen Ring symmetrischen Acetat-abgeleiteten Vorstufe in der
Biosynthese von Sorbicillacton A (17) aus, da sonst zwingend eine Randomisierung

der C,-Einheiten in diesem Molekiilteil erfolgen miisste.

o
Me
HO
NH, ™S
1) 1
—_— —_—
HO Me / —
o Penicillium o
MeS /\HJ\ OH chrysogenum 17
NH,

e Fiir eine vom biologischen System unabhidngige Gewinnung von Sorbicillacton A (17)
wurden unterschiedliche Routen zur synthetischen Darstellung der Verbindung
untersucht. Neben einer biomimetischen Variante {berpriifte man anhand von
Modellsystemen auch diverse andere totalsynthetische Ansidtze. So gelang etwa die
Darstellung eines fortgeschrittenen Intermediates 269, das bereits die wichtigsten
Funktionalitdten des spiteren Naturstoffs trigt. Die entwickelte Syntheseroute bietet
die Chance eines vollstindig stereoselektiven Aufbaus dieser Zwischenstufe. Die
ausgehend von 269 zur Fertigstellung des Naturstoffes geplanten Umsetzungen
wurden iiberwiegend bereits an Modellsystemen etabliert. Die im Laufe der
vorliegenden Arbeit geleisteten Untersuchungen tragen somit entscheidend zur ersten

stereoselektiven Totalsynthese von Sorbicillacton A (17) bei.
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In enger Kooperation mit der Arbeitsgruppe von PD Dr. U. Hentschel (Universitit
Wiirzburg) gelang die Isolierung und Charakterisierung strukturell neuartiger
Macrolactame wie 275 aus einem bislang nicht beschriebenen marinen Bakterium.
Das biologische Potenzial dieser Substanzklasse wird momentan in eingehenden
Bioaktivitdts-Untersuchungen in der Gruppe von U. Hentschel erschlossen. Auch in
Zusammenarbeit mit Prof. L. Beerhues (Universitdt Saarbriicken) gliickte die
Identifizierung eines bislang unbekannten, potentiellen Wirkstoffes: Durch
Anwendung von HPLC-MS/MS- und HPLC-NMR-Kopplung unter Verwendung
eines Cryo-NMR-Probenkopfes gelang erstmalig die Aufnahme von Online-HSQC-
und Online-HMBC-Spektren und so die Aufklarung der Konstitution des neuen,
chemisch labilen Sekundarstoffs Secohyperforin (40) aus Hypericum perforatum ohne

dessen Isolierung.

275

Zur effizienten stereochemischen Charakterisierung einer Reihe von Naturstoffen und
synthetischen Produkten wurden unterschiedliche Methoden fiir deren Trennung
mittels HPLC an chiraler Phase und deren Analyse durch Online-CD-Spektroskopie
entwickelt. So gelang, unterstiitzt durch quantenchemische CD-Rechnungen aus der
computerchemischen Abteilung unseres Arbeitskreises, die Aufklirung der
Absolutkonfiguration der strukturell neuartigen Parvistemine, wie z.B. 277 und axial

chiraler Quateraryle des Typs 290 sowie die stereochemische Charakterisierung der
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neuen Substanzklasse intrinsisch axial-chiraler Bisporphyrine wie 295. Ferner
durchgefiihrt wurden kinetische Untersuchungen zu deren Rotationsbarriere und die
Analyse des chiroptischen Verhaltens konstitutionell symmetrischer, konfigurativ

semi-stabiler Bis[ 10]paracyclophane wie 301.

pP,aP,pM-301 R = -CH,OH ﬁ

Ph

OMe

Zusammenfassend wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit wertvolle Beitrige zum
Verstandnis der Biosynthese von Naturstoffen in unterschiedlichen Organismen, zur organisch-
chemischen Wirkstoff-Synthese sowie zur Analytik neuartiger Verbindungen geleistet. Die
erzielten Ergebnisse bilden die Basis fiir eine Vielzahl zukiinftiger Forschungsarbeiten unserer
Arbeitsgruppe, wie etwa die Untersuchung von Struktur und Reaktivitdt der in der Chrysophanol-
Biosynthese beteiligten Polyektid-Synthasen oder die erste Totalsynthese des antileukdmischen

Alkaloids Sorbicillacton A (17).
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8 Summary

In the course of evolution nature has developed an unimaginable abundance of most diverse
creatures. Most of these organisms produce biologically active secondary metabolites, which give
them advantages over their competitors in their daily fight for survival. The efficiency of the
biosynthesis of such natural products in living organisms has by far not been reached by organic-
chemical synthesis. The investigation of biosynthetic routes therefore does not only promise to
discover academically interesting phenomena, but additionally provides the chance to learn from
nature. The results of the work presented here clearly show that both, the analysis of pathways to
long-known metabolites, like, e.g., furanonaphthoquinone I (41, FNQ I) or chrysophanol (53a),
as well as investigations on the biosynthesis of structurally unprecedented, novel secondary
metabolites, like, e.g., sorbicillactone A (17), can be of particular interest. The information thus
obtained can then be utilized for an optimized biotechnological or synthetic production of

promising biologically active compounds.

The extraction of novel substances from natural sources, e.g., as lead structures for
pharmaceutical research, is likewise a rewarding goal. The continuous improvement of methods
for the characterization of natural products, e.g., by application of online analytical methods,
helps to accelerate and to simplify the directed discovery of as yet unknown metabolites. To
elucidate the constitutions of compounds, the hyphenation of HPLC with NMR and MS is of
particular value, as it becomes obvious from the identification of secohyperforin (40) and of new
marine macrolactams like 275. The combination of HPLC and CD additionally offers the
possibility to elucidate full absolute stereostructures of chiral compounds directly from the peak

in the chromatogram.

The aim of the present work was the isolation, characterization, and production of secondary
metabolites by applying und further developing diverse concepts and methods of natural products
chemistry. The versatile findings are the result of interdisciplinary cooperations within the SPP
1152 (DFG priority programme 'Evolution of Metabolic Diversity') and the BMBF-funded center
of excellence BIOTECmarin ('Sustainable Use of Marine Sponges').
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In detail, the following results were obtained:

In cooperation with the group of Prof. L. Heide (Universitdt Tiibingen) the elucidation of
the biosynthetic origin of the prenyl building blocks of the bacterial secondary metabolite
FNQ I (41) was achieved. By feeding °C,-acetate and 2-">C-glycerol to the producing
organism of these compounds, Streptomyces cinnamonensis DSM 1042, the simultaneous
incorporation of IPP from the mevalonate (approx. 80% contribution) and from the MEP
pathway (approx. 20%) into a single bacterial natural product was proven and quantified
for the first time. By comparison of the experimental CD spectra of 41 with the CD
curves quantum chemically calculated, the as yet unknown absolute configuration of this

secondary metabolite was unambiguously elucidated.
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In collaboration with the groups of Prof. M. Hilker (Freie Universitit Berlin) and Prof.

H.-P. Fiedler (Universitit Tiibingen), the first comparative biosynthetic study of a single
aromatic polyketide, chrysophanol (53a), produced by diverse organisms was carried out.
It was unambiguously shown that 53a is mode-F folded in eukaryotes (plants, fungi,
insects), while in prokaryotes (Nocardia Acta 1057) it was built up following mode S.
First hints during the feeding experiment on Nocardia Acta 1057 towards the possible
existence of a third, as yet unprecedented folding mode to S3a initiated a directed search
for further prokaryotic chrysophanol producers. In cooperation with H.-P. Fiedler et al.
the identification of Streptomyces AK 671 as a bacterial producer of chrysophanol (53a),
in this case in form of its glucuronide 53b, was achieved. The biosynthesis of this new
natural product followed our postulated, but as yet not experimentally proven mode S'.
Chrysophanol (53a) was thus established as the first example of multiple convergence in
the field of polyketidic natural products. Overall, even three different acetogenic

biosynthetic routes lead to the same molecular structure!
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During the quest for additional chrysophanol producers the structural characterization of a
number of new aromatic polyketides from Streptomyces AK 671 succeeded, among them
prechrysophanol (68b) and chrysophanol glucuronide (53b). In the course of the feeding
experiments aiming at the elucidation of the biosynthesis of 53b, a novel bicyclic
diketone, the so-called 'Harris-Franck ketone' (61a), was proven to be a direct
biosynthetic precursor of chrysophanol derived from AK 671. This compound is thus the
first bicyclic precursor of anthraquinone biosynthesis that has been isolated as a natural
product. Remarkably, the Harris-Franck ketone (61a), in the form of its glucuronide 61b,
is cyclized to give 68b and finally 53b, despite the lacking two-fold activation of the
carbon atom involved in the formation of the third aromatic ring. The O-glucosidically
bound sugar moiety plays a crucial role during this exceptional biochemical

transformation.
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The new pyrrole alkaloid daminin (18), which was isolated from Axinella damicornis in
the group of Prof. E. Fattorusso (Universita di Napoli, Italy) and recognized as a potential
neuroprotective agent in the group of Prof. W.E.G. Miiller (Universitit Mainz), was

prepared by establishing an efficient and short synthetic approach.
Br
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Several methods for the preparation of potential biofilm inhibiting xanthone derivatives
were developed. The direct synthesis of polyhydroxy-substituted xanthone derivatives
was achieved following an optimized Grover-Shah-Shah reaction. By application of a
synthetic route based on the condensation of lithiumorganyls with benzoic acid esters to
give the respective benzophenons, folllowed by their regioselective O-demethylation and
cyclization to the respective polymethoxy xanthones, an alternative strategy for the
production of a broad variety of xanthone derivatives was established. Furthermore,
different protocols for the selective O-prenylation, rearrangement of the prenyl moiety
into distinct positions of the generated xanthone core, and the (stereoselective)

oxygenation of these residues were developed.
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The biosynthesis of the novel-type antileukemic agent sorbicillatone A (17) was
established in a close cooperation with the group of Prof. J.F. Imhoff (IFM Geomar, Kiel)
by application of different *C-labeled precursors (‘*Cs-acetate, *C-methyl methionine,
C;s-alanine) to Penicillium chrysogenum. For some of these precursors (*Cp-sorbic acid,
BC,-sorbicillin), new synthetic approaches had to be developed. Thus, the incorporation
of six acetate units into the sorbicillin-derived molecular part, of an intact alanine residue

into the lactone ring and of two S-adenosyl-methionine-derived methyl groups into 17
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was proven. Remarkably, a defined labeling pattern of the six-membered ring of 17 was
detected. This observation excludes the existence of a symmetric acetate-derived
precursor of the isocyclic ring in the biosynthesis of sorbicillactone A (17), as the feeding
experiments should otherwise have clearly led to a scrambling of the C, units in this

molecular portion.
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For the production of sorbicillactone A (17) independent from the biological system,
different routes for the synthetic preparation of this compound were investigated. Besides
a biomimetic alternative, diverse total synthetic approaches were validated using model
systems. Furthermore, the preparation of a late intermediate 269, which already carries the
most important functionalities of the natural product, was achieved. The synthetic route
developed to generate 269 can be applied for a full stereoselective construction of this
intermediate. The synthetic transformations still needed to finalize the synthesis of the
natural product starting from 269 have predominantly been established for model
compounds. The work presented here thus decisively contributes to the first, moreover

stereoselective total synthesis of sorbicillactone A (17).

In a close collaboration with the group of PD Dr. U. Hentschel (Universitdt Wiirzburg)
the isolation and characterization of structurally unprecedented macrolactams, like, e.g.,

275, derived from an as yet unknown marine bacterium was achieved. The biological
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potential of this class of compounds is currently investigated by in-depth bioactivity
studies in the Hentschel group. In cooperation with Prof. L. Beerhues (Universitit
Saarbriicken) the identification of a likewise unknown potentially bioactive agent was
achieved: by hyphenation of HPLC-MS/MS and HPLC-NMR using a NMR cryo probe it
was for the first time possible to generate online-HSQC and online-HMBC spectra and
thus to elucidate the full constitution of the new, chemically labile secondary metabolite

secohyperforin (40) from Hypericum perforatum without isolation.

275 CH, ©

e For an efficient stereochemical characterization of a plethora of natural and synthetic
products several methods for their separation by HPLC on a chiral phase and their
analysis by online CD spectroscopy were developed. Supported by quantum chemical CD
calculations carried out by the theoretical division of our research group, the absolute
configurations of the structurally unprecedented parvistemins, e.g., 277 and of axially
chiral quateraryls 290, the stereochemical characterization of the new class of intrinsially
axially chiral bisporphyrins, like, e.g., 295, and kinetic studies on their rotational stability,
and the analysis of the chiroptical behaviour of constitutionally symmetric,
configurationally semi-stable bis[10]paracyclophanes, like, e.g., 301, was successfully

accomplished.
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In conclusion valuable contributions to the understanding of the biosyntheses of natural
products in diverse organisms, to the organic-chemical synthesis of biologically active agents,
and to the analysis of novel compounds have been achieved in the work presented here. The
results obtained pave the way for a variety of future research projects of our group, like, e.g.,
investigations on the structure and reactivity of polyketide synthases involved in the biosynthesis

of chrysophanol or the first total synthesis of the antileukemic alkaloid sorbicillactone A (17).
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EXPERIMENTELLER TEIL

1 Allgemeine Methoden

1.1 Verwendete Apparaturen und Messgeriite

Gefriertrocknung: Zur Trocknung wissriger Proben wurde das Gerédt Alpha 1-4 der Fa. Christ,

mit einer Vacuubrand-RD-8-Pumpe der Fa. Brand verwendet.

Zentrifugation: Es wurden die DUPont-Gerite Microspin 12S und Sorvall® RC-5B (Kendro

Laboratory Products GmbH, Hanau) verwendet.

Homogenisator: Die Zerkleinerung von Biomaterial (z.B. Pilz- und Bakterienzellen) wurde mit
einem ULTRA-TURRAX T25 (Janke & Kunkel GmbH & Co. KG IKA-Labortechnik,
Deutschland) durchgefiihrt.

Schmelzpunkte (Schmp.): Die Schmelzpunkte wurden an einem Thermovar-Kofler-Heiztisch-
Mikroskop der Fa. Reichert-Jung/Leica-Microsystems AG bestimmt. Die angegebenen Werte

sind nicht korrigiert.

Ultraviolettspektren (UV): Die Messung der UV-Spektren wurde an einem CARY-50-Conc-UV-
vis-Spektrophotometer der Fa. Varian in dem angegebenen Losungsmittel bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Die Wellenldngen (A) und Intensititen (log &) der Absorptionsmaxima sind

angegeben.

Infrarotspektren (IR): Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte mit einem Jasco-FT-410-
Spektrometer. vV bezeichnet die Wellenzahl. Die Intensititen der Absorptionsbanden sind
gekennzeichnet durch: s = stark, m = mittel, w = schwach und br = breit. Die IR-Spektren wurden
bei Raumtemperatur und entweder mit Hilfe von Natriumchlorid-Platten, die mit einer
Dichlormethan-Losung des Analyten iiberzogen waren, oder mit einem KBr-Pressling, der die

entsprechende Substanz enthielt, vermessen.
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Kernresonanzspektren ('H-NMR, "“C-NMR): Die 'H-NMR-Spektren wurden an den
Spektrometern Avance 250 und 400 sowie an einem DMX 600 (250, 400 und 600 MHz), die "*C-
NMR-Spektren an den Spektrometern Avance 400 und DMX 600 (100 und 150 MHz) der Fa.
Bruker bei Raumtemperatur aufgenommen. Bei den Messungen an dem DMX-600-Spektrometer
wurde zum Teil ein "C-empfindlicher Cryo-Probenkopf der Fa. Bruker verwendet. Die
chemischen Verschiebungen sind in Einheiten der o-Skala angegeben und beziehen sich auf
Srms = 0. Zur Kalibrierung der 'H-NMR-Spektren dienten die Resonanzsignale der Restprotonen
der verwendeten deuterierten Losungsmittel als interner Standard [z.B. &CDCl;) = 7.23,
&AMeOD) = 3.31, &Aceton-dg = 2.05] und bei den *C-NMR-Spektren die entsprechenden *C-
Resonanzsignale [{CDCls) = 77.23, AMeOD) = 49.15, &~Aceton-dg = 29.8]. Die Messung und
Auswertung der Spektren erfolgte entweder mit der XWIN-NMR- oder der TopSpin-Software
(beide Fa. Bruker). Die Signalmultiplizitdten sind wie folgt abgekiirzt: Singulett = s, Dublett = d,
doppeltes Dublett = dd, Triplett = t, doppeltes Triplett = dt, Quartett = q, doppeltes Quartett = dq,
Quintett = qui, doppeltes Quintett = dqui, Septett = sep, Multiplett = m, zentriertes Multiplett =
m.. Die Angabe der Kopplungskonstanten J erfolgte in Hertz (Hz). Zur Aufnahme von HPLC-
NMR-Spektren wurde ein inverser ('H, "*C)-60-uL-Durchflussprobenkopf mit z-Gradientenspule
oder, bei gleichzeitiger Verwendung des oben genannten Cryo-Probenkopfes, ein Cryofit-

Durchflusseinsatz benutzt (beide Fa. Bruker).

Massenspektren (MS). Elektronenstof3-Massenspektren (EI) und hochauflésende Elektronenstof3-
Massenspektren (HREIMS) wurden mit dem Spektrometer Finnigan MAT-8200 bei einem
Ionisationspotenzial von 70 eV aufgenommen. Die in Klammern gesetzten Zahlen geben die
Intensitdt der entsprechenden Signale bezogen auf den Basispeak (I = 100%) an. Die Messung
der CI-, DCI- und FAB-Spektren erfolgte mit Hilfe des Gerdts Finnigan MAT-90, unter
Verwendung von iButan, Methan oder Ammoniak als lonisationsgas. Zur Aufnahme von
Elektrosprayionisations-Massenspektren (ESIMS) wurde, sowohl in Kopplung mit der HPLC
(HPLC-MS mit Agilent-1100-HPLC-System) als auch im stand-alone-Betrieb, entweder eine
Agilent lonenfalle 1100SL (Kapillarentemperatur: 350 °C; ESI-Spannung: 3.5 kV; N, als
Hilfsgas) oder ein Time-of-Flight-Massendetektor (micrOTOF, Bruker Daltonik) verwendet.
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Drehwerte: Zur Ermittlung der optischen Aktivititen diente ein Polarimeter P-1020 der Fa.
Jasco, wobei direkt bei der Natrium-D-Line (A =589 nm) gemessen wurde. Die Angabe der

ermittelten Drehwerte erfolgt in °.

Circulardichroismus (CD): Offline-CD-Spektren wurden an einem J-715-Spektropolarimeter (Fa.
Jasco) aufgenommen und mit der dazugehdrigen Jasco-Software verarbeitet. Die
Scangeschwindigkeit betrug (wenn nicht anders angegeben) 200 nm/min bei einer Bandbreite
von 1 nm. Die differentiellen Absorptionskoeffizienten Ae [cm?/mol] bei einer bestimmten
Wellenldnge A [nm] wurden im angegebenen Losungsmittel bestimmt. Von den gemessenen

Spektren wurde zur Korrektur jeweils das entsprechende Losungsmittelspektrum abgezogen.

1.2 Chromatographische Methoden

Diinnschichtchromatographie (DC): Fiir die Diinnschichtchromatographie wurden Kieselgel-
Aluminiumfolien-60-F,s4 mit einer Schichtdicke von 0.2 mm der Firma Merck verwendet. Die
Detektion erfolgte je nach Anforderung durch Fluoreszenzldschung bei 254 nm, durch Anregung
der Eigenfluoreszenz bei 366 nm sowie durch Bedampfung mit lod (reduzierende Verbindungen)
oder durch Farbung mit Anisaldehyd-Losung oder Dragendorff-Reagenz. Zum Anschérfen des

Startflecks wurde reines Methanol verwendet.

Sdulenchromatographie (SC): Als Séaulenfiillmaterialien wurden das Adsorberharz XAD-20,
Sephadex-LH20-Material (jeweils Fa. Amersham) sowie Kieselgel der Fa. Merck verwendet.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC): Die Analyse von Proben mittels HPLC
wurde auf einer computergesteuerten Anlage der Firma Jasco durchgefiihrt (Entgasungseinheit
DG-1580, Mischer LG-1580, Pumpe PU-1580, Sdulenofen CO-1560, Probenwechsler AS-1555,
Diodenarraydetektor MD-1510). Zusédtzlich waren ein Fluoreszenzdetektor RF-67 der Fa.
Shimadzu und ein Lichtstreudetektor (ELSD) Sedex 75 der Fa. Sedere in Serie geschaltet. Zur
Auswertung der Messergebnisse wurde das Borwin-Programmpaket der Fa. Jasco verwendet.
Die verwendeten Losungsmittelsysteme, Gradienten und Séulen sind in den entsprechenden

Kapiteln detailliert dargestellt.
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Priaparative HPLC-Trennungen wurden entweder an einer Anlage bestehend aus einer
Waters-600E-Pumpe, einem  Rheodyne-7125i-Injektor und einem Waters-996-
Diodenarraydetektor, oder an einem System der Fa. Jasco (zwei PU-2087Plus-Pumpen, Mischer,
Rheodyne-T7125i-Injektor, MD-2010Plus-DAD-Detektor) durchgefiihrt. Die Steuerung der Geréte
und Auswertung der Chromatogramme erfolgte mittels PC, entweder mit der Millenium-
(Waters) oder der Borwin-Software (Jasco). Die verwendeten Losungsmittelsysteme, Gradienten

und Saulen sind in den entsprechenden Kapiteln aufgefiihrt.

Die produkthaltigen Fraktionen aus der pridparativen HPLC wurden vereinigt und der
Acetonitrilanteil im Vakuum abgedampft. Zur Abtrennung der Trifluoressigsdure aus dem
HPLC-Eluens wurde die Losung anschlieBend durch eine mit Methanol und Wasser
vorkonditionierte RP-18-Kartusche (Merck, mit 500 mg RP-18-Material) gesaugt. Nach Waschen
mit etwas Wasser wurden die am Adsorbens gebundenen Substanzen mit Methanol eluiert.
Alternativ wurden die nach Abdampfen des Acetonitrils gewonnenen wéssrigen Phasen
erschopfend mit Dichlormethan extrahiert. Der so gewonnene organische Extrakt wurde mit

MgSO, getrocknet und im Vakuum vom Ldsungsmittel befreit.

HPLC-MS-Kopplung: Fir HPLC-MS-Untersuchungen wurden die Massendetektoren (Agilent-
1100-SL-Ionenfalle oder Bruker-Daltonik-mictOTOF) an ein Agilent-1100-HPLC-System
angeschlossen. Die Steuerung der Systeme erfolgte entweder mit ChemStation (Agilent) oder
HyStar (Bruker). Zur Vermessung der Proben wurden jeweils die entsprechenden Gradienten und
Sdulen aus der analytischen HPLC verwendet, allerdings, zur Vermeidung des storenden
Trifluoroessigsdure-Massenpeaks, unter Austausch des 0.05proz. TFA-Puffers gegen 0.2proz.

Ameisensédure (AS).

HPLC-NMR-Kopplung: Zur Kopplung eines der NMR-Durchflussprobenkdpfe mit der HPLC-
Anlage (Agilent-1100-Serie) wurde eine Bruker-Peak-Sampling-Unit mit 12 Speicherschleifen
(BPSU-12) verwendet. Die Steuerung des Systems per PC erfolgte mittels der HyStar-Software
(Bruker). Die NMR-Messungen wurden entweder mit der XWIN-NMR- oder der TopSpin-
Software (beide Fa. Bruker) unter Verwendung von Standard-Pulsprogrammen, zum Teil mit

[373]

WET-Losungsmittelunterdriickung, und Automationsroutinen der Fa. Bruker durchgefiihrt.
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Die verwendeten Losungsmittelsysteme, Gradienten und Séulen sind in den entsprechenden

Kapiteln detailliert dargestellt.

HPLC-CD-Kopplung: Das HPLC-System der Fa. Jasco bestand aus einer PU-1580-Pumpe,
einem DG-2080-53-Entgaser und einem LG-980-02S-Gradientenmischer LG-980-02S
ausgestattet mit einem Rheodyne-7725i-Injektionsventil, einem Jetstream-2-Plus-Saulenofen und
einem UV-Detektor 7215 der Fa. ERC. Als CD-Detektor wurde ein J-715-Spektropolarimeter
(Jasco) verwendet, das mit einer liber ein Motorventil 7010 (Fa. Besta) geschalteten 5-mm-
Standard-Flusszelle der Fa. Jasco betrieben wurde. Sédulen, Losungsmittelsysteme und UV-
Messbereich wurden den Analyten entsprechend angepasst und sind in den jeweiligen Kapiteln
detailliert beschrieben. Die Messung der Online-CD-Spektren erfolgte im Stopped-Flow-Modus
mit drei Wiederholungen im angegebenen Wellenldngenbereich, mit einer Scangeschwindigkeit
von 500 nm min™', einer Antwortzeit von 0.5 s und einer Bandbreite von 0.5 nm. Das aus diesen
Messungen gemittelte Spektrum wurde durch Subtraktion des CD-Spektrums des jeweiligen

Losungsmittels basislinienkorrigiert und geglattet (mit einem Smoothing-Faktor von 5-9).

Fast Centrifugal Partition Chromatographie (FCPC): Fiir die Fliissig-Fliissig-Chromatographie

wurde ein FCPC-System der Fa. Kromaton**"

eingesetzt, welches je nach Menge der
aufzureinigenden Substanz wahlweise mit einem 200-mL- oder einem 1-L-Rotor ausgestattet
war. Die Zufuhr der Losungsmittel erfolgte iiber eine P-400-Pumpe der Fa. Latek. Detektiert
wurde mit einem Pro-Star-320-UV-Detektro (Varian) mit einer SuperPrep-Dualflusszelle (0.15
mm oder 4 mm). Die Probe wurde {iber ein 3725i-Ventil (Rheodyne) ausgestattet mit einer 20-
mL-Stahlprobenschleife aufgegeben und die eluierten Fraktionen mit einem FC-I-

Fraktionssammler (Dynamax) gesammelt.

Mitteldruck-Fliissigchromatographie (MPLC): Das System bestand aus einem Rheodyne-5020-
Low-Pressure-Probenventil mit einer 10-mL-Probenschleife und einer Knauer-Pumpe-64. Die
Trennungen erfolgten an Lobar-Fertigsdulen (25 x 310 mm; LiChroprep RP-18, 40-63 um, GroB3e
B) der Fa. Merck und an einer 6 m langen Sephadex-LH-20-Saule.
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1.3 Chemikalien

Losungsmittel: Wasser (H,0) fiir die HPLC wurde tiber eine Milli-Q-Anlage der Fa. Millipore
gereinigt und entionisiert. Acetonitril fiir die HPLC (MeCN, HPLC gradient grade), Methanol
(MeOH, Uvasolv) und Ethanol (EtOH, Uvasolv) fiir UV, CD und Drehwertbestimmung sowie
Trifluoressigsdure (TFA) wurden gekauft (Fa. Sigma-Aldrich) und ohne weitere Reinigung
verwendet. Dichlormethan (CH,Cl,), Isopropanol (iso-PrOH), Diethylether (Et,O), Ethylacetat
(EtOAc) und n-Hexan wurden vor Verwendung destilliert. Die HPLC wurden die Laufmittel
entweder durch vorheriges 15-miniitiges Einleiten, durch permanenten Eintrag von Helium

wihrend der Messung, oder durch Verwendung von mechanischen Entgaser-Einheiten entgast.

Sonstige Chemikalien: Stabilisotopen-markierte Vorstufen wurden von den Firmen Eurisotop
(Saarbriicken, Deutschland) und Sigma-Aldrich bezogen. Die fiir die Synthesen verwendeten

Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, bei der Fa. Sigma-Aldrich gekauft.

2 Untersuchungen zur Struktur und Biosynthese isoprenoider Naturstoffe

2.1  Online-Strukturaufklirung von Secohyperforin (40) aus Hypericum perforatum

Spross-Kulturen von H. perforatum wurden in der AG Beerhues in Braunschweig nach einer
literaturbekannten Methode etabliert”’* und in einem modifizieren MS-Medium!'®” kultiviert.
Zur Strukturaufkldrung von Secohyperforin (40) wurde ein daraus hergestellter getrockneter
methanolischer Extrakt nach Wiirzburg verschickt. Zur weiteren Analyse 16ste man 50 mg dieser
Probe in 1 mL Methanol. Die so hergestellte Stammlosung wurde filtriert und online untersucht.
Die Aufnahme von HPLC-MS/MS an der Agilent-1100-SL-Ionenfalle erfolgte nach Injektion
von 10 pL der Stammldsung unter folgenden Bedingungen: Siule: Symmetry C;g 4.6 x 200 mm
(Waters); H,O + 0.2% AS (A), MeCN + 0.2% AS, Fluss 0.8 mL/min, 0 min 50% B, 15 min
100% B, 35 min 100% B. Fiir die HPLC-NMR-Experimente wurden 100 pL der Stammlosung
unter den gleichen Bedingungen, lediglich unter Verwendung vollstindig deuterierter Laufmittel

(D20 und CD3CN), chromatographisch getrennt. Die Retentionszeit von 40 betrug 19.6 min.

Secohyperforin (40)
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LC-UV: Apax (nm) 271.

LC-MS (ESI, positiv): m/z 469 [M+H]".

LC-MS/MS (ESI, positiv, Mutter-lon m/z 469): 413, 401, 345.
LC-MS (ESI, negativ): m/z 467 [M-H].

LS-MS/MS (ESI, negativ, Mutter-lon m/z 467): 398.

Tabelle 8. Online-NMR-Daten ('H: 600 MHz; ">C: 150 MHz) von Secohyperforin (40).

Position  'H (ppm) J (Hz) BC (ppm) HMBC NOESY

1 2
2 2
3 46.8
4 1.49 m 43.8 14,15
5 1.39 m 2 15

1.85'
6 2
7 2
8 2
9 2
10 210.6°
11 2.15 br 41.5° 12,13
12 0.94 d (6.7) 21.6 10,11, 13 11,13
13 1.03 d (6.5) 20.9 10,11, 12 11,12
14 1.16 s 23.6 3,4,15 4,15,21,25
15 0.93 s 16.0 3,4, 14 4,5,14,21,25
21 2.07" 27.5° 14,15
22 4.96 m 123.6 24
23 133.8°
24 1.64 s 25.7 22, 23,25 22
25 1.53 s 17.7 22,23,24 14,15
26 3.06 d (6.8) 222 32 27
27 5.04 m 121.8 27,29
28 133.9°
29 1.63 s 25.6 27,28, 30 27
30 1.67 s 17.9 27,28,29
31 2.40 dd (7.1, 14.9) 30.1

2.47 br 30.1
32 4.93 m 120.6 32
33 134.4°
34 1.61 s 25.8 32,33, 35 34
35 1.63 s 18.0 32,33, 34

! Die chemische Verschiebung wurde wegen Signal-Uberlappungen im 'H-Spektrum dem Online-
NOESY-Spektrum entnommen; > Signal nicht detektiert; > Chemische Verschiebung aus dem Online-
HMBC-Spektrum abgelesen.
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2.2 Aufklirung der Stereostruktur und der Biosynthese isoprenoider Metabolite aus

Streptomyces cinnamonensis DSM 1042

2.2.1 Ausarbeitung einer Methode zur Isolierung von FNQ I (41) und Endophenazine A
42)

S. cinnamonensis DSM 1042 wurde in der AG Heide in Tiibingen in 50 mL eines YMG-
Mediums bei 30 °C in einem Schiittelinkubator (190 rpm) fiir 48 Stunden angezogen. Jeweils 2.5
mL der Lésung dieser Vorkultur wurden zur Beimpfung von 20 x 50 mL Produktionsmedium
bestehend aus Soja-Mehl (0.3%), NaCl (0.25%), CaCOs (0.15%), FeSO4 x 7 H,O (0.015%) und
Glycerol (1%) in Leitungswasser bei pH 7 verwendet (Gesamtkulturvolumen 1 L). Die
Fermentation erfolgte in einem Schiittelinkubator (190 rpm) bei 30 °C fiir 5 Tage.["*"

Nach beendeter Kultivierung wurden die Zellen durch Zentrifugation (3500g, 10 min) vom
Medium abgetrennt und mit 200 mL MeOH im Ultraschallbad 5 min extrahiert. Der Rohextrakt
wurde mit 200 mL Acetat-Puffer (1 M, pH 4) verdiinnt und mit 2 x 125 mL CH)Cl,
ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden auf 100 mL Gesamtvolumen
eingeengt, mit jeweils 50 mL wissriger Essigsdure (0.1%) zweimal gewaschen, liber MgSO4
getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Die Gewinnung der Reinsubstanzen
erfolgte mittels priaparativer HPLC (Symmetry C;g 19 x 300 mm (Waters); H,O + 0.1% H3PO4
(A), MeCN + 0.1% H3POy; Fluss 12 mL/min; 0 min 80% B, 10 min 100% B, 20 min 100% B).
Man erhielt 5.1 mg 41 (R;= 8.3 min) und 1.1 mg 42 (R;= 10.2 min).

Furanonaphthochinon I (41) " oM e
e X Me
MeO Me
Oranger Feststoff (5.1 mg). ° 8 o Me 41

Schmp.: >200 °C (MeOH); Lit.''* 288-290 °C (MeOH).

[@]? =-126.8 ° (¢ =0.1; CHCly); Lit."" -129.6 ° (¢ = 0.1; CHCL,).

UV (MeOH): hmax (nm) 219, 263, 299, 411; Lit.["'1 222, 252, 266, 301, 414 (MeOH).

LC-MS (ESI, positiv): m/z 371.5 [M+H]", 763.4 [2M+Na]".
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'"H-NMR (400 MHz, CDCL3): 6 = 1.24 (s, 3 H, Me-3), 1.42 (d, J= 6.6 Hz, 3 H, Me-2), 1.50 (s, 3
H, H-14), 1.62 (s, 3 H, H-15), 1.74 (m, 1 H, H-10), 1.81 (m, | H, H-11), 1.92 (m, 1 H, H-11),
1.94 (m, 1 H, H-10), 2.03 (s, 3 H, CH3-6), 3.96 (s, 3 H, OCHs-7), 4.82 (q, J = 6.6 Hz, 1 H, H-2),
5.03 (m, 1H, H-12), 6.46 (bs, 1 H, OH-4), 7.10 (s, 1 H, H-9) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 9.6 (Me-6), 15.6 (Me-2), 17.8 (C-14), 19.9 (Me-3), 23.9 (C-
11), 25.9 (C-15), 38.0 (C-10), 41.1 (C-3), 60.9 (OCH;-7), 88.3 (C-2), 109.0 (C-9), 109.9 (C-4a),
124.0 (C-12), 128.1 (C-3a), 132.3 (C-13), 133.6 (C-8a), 134.1 (C-6), 156.9 (C-9a), 157.1 (C-7),
161.4 (C-4), 181.3 (C-8), 184.2 (C-5) ppm.

Die physikalischen Daten und das "H-NMR-Spektrum stimmten gut mit denen aus der Literatur
iiberein.!"' Auch die chemischen Verschiecbungen des '*C-NMR-Spektrums entsprachen den
Literatur-Daten; lediglich die Zuordnung der Kohlenstoff-Atome an C-4a und C-9 sowie von C-7
und C-9a schienen nach den Wechselwirkungen eigener HMQC- und HMBC-NMR-Spektren zu
urteilen in der Originalpublikation vertauscht worden zu sein.''* Dies konnte durch die *J-

Kopplungskonstanten aus den Fiitterungsexperimenten (siche 2.2.2) verifiziert werden.

Endophenazin A (42)

Gelber Feststoff (1.1 mg).

Schmp.: >200 °C (MeOH); Lit.!""*! 204 °C (keine Angabe).
UV (MeOH): Amax (nm) 207, 251, 371.

LC-MS (ESI, positiv): m/z 293.4 [M+H]", 607.2 [2M+Na]".
'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6 = 1.62 (s, 6 H, Me-4' und Me-5"), 4.02 (d, J= 7.0 Hz, 2 H, H-1"),
544 (t,J=7.0 Hz, 1 H, H-2"), 7.79 (dd, J= 7.0, 1.5 Hz, 1 H, H-8), 7,87 (dd, J=8.5, 7.0 Hz, | H,

H-7), 7.99 (dd, J= 8.5, 7.5 Hz, 1 H, H-3), 8.17 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1 H, H-6), 8.50 (dd, J = 8.5,
1.5 Hz, 1 H, H-4), 8.95 (dd, J=7.5, 1.5 Hz, 1 H, H-2), 15.60 (br, | H, COOH-1).
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3C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 18.3 (Me-5"), 26.0 (Me-4"), 30.1 (C-1"), 120.6 (C-2'), 125.2 (C-
1), 128.3 (C-6), 130.4 (C-3), 131.8 (C-8), 132.0 (C-7), 135.1 (C-4), 135.7 (C-3"), 137.3 (C-2),
139.39 (C-10a), 139.42 (C-9a), 139.49 (C-9), 143.3 (C-4a), 144.8 (C-5a), 166.3 (COOH-1).

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.!'"?!

2.2.2 Isolierung von FNQ 1 (41) und Endophenazin A (42) aus den Fiitterungs-

experimenten

Die Kultivierung von S. cinnamonensis erfolgte auch bei der Durchfiihrung der Fiitterungs-
experimente unter den bei Punkt 2.2.1 beschriebenen Bedingungen. In zwei voneinander
unabhingigen Fermentationen (jeweils 2 L Gesamtkulturvolumen) wurde den Kulturen "C,-
markiertes Acetat (1 g/L Endkonzentration) bzw. 2-"°C-markiertes Glycerol (1 g/L) zugesetzt.
Zur Isolierung der Reinstoffe mittels préparativer HPLC verwendete man die unter 2.2.1
genannte Methode. Aus der Fiitterung von *C,-Acetat wurden so 7.0 mg 41 und 1.0 mg 42
gewonnen. Nach Applikation von 2-">C-Glycerol erhielt man 6.0 mg 41 und 0.8 mg 42. Die
Menge an isoliertem Endophenazin A (42) aus der Fiitterung von 2-"C-Glycerol reichte zur

Bestimmung der °C-Anreicherung und des '*C-Einbaumusters nicht aus.

Zur Berechnung der *C-Anreicherung der Metaboliten 41 und 42 aus der Fiitterung von C,-
Acetat errechnete man den Quotienten aus der Fliche der *C-Sateliten (entspricht dem Anteil der
C- markierten Substanz) und dem Integral des jeweiligen Zentralsignales (Tabelle 10, links;
Tabelle 11). Der Markierungsgrad von 41 nach Applikation von 2-"*C-Glycerol wurde durch
Vergleich der *C-Integrale mit denen aus dem '*C-Spektrum eines unmarkierten Standards 41
wie folgt bestimmt: Das Integral eines weder iiber den Mevalonat-, noch iiber den MEP-Weg
markierten Kohlenstoff-Atomes, hier C-14, wurde sowohl im 13C-Spektrum der unmarkierten
Substanz, als auch in dem der *C-angereicherten Verbindung auf 1 gesetzt. Danach wurden die
Flachen aller anderen Signale im NMR-Spektrum gemessen, und jeweils der Quotient aus dem
Integral des Signals der markierten Verbindung (M) zu dem der unmarkierten Substanz (U)
errechnet (Tabelle 9, links). AnschlieBend wurde ein weiteres unmarkiertes C-Atom als Standard

gewihlt, namlich C-15, und die Prozedur fiir alle *C-Kerne wiederholt (Tabelle 9, Mitte). Aus
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den daraus fiir jedes Kohlenstoff-Atom erhalten beiden Verhiltniswerten Fldche(M) / Flache(U)
wurde jeweils ein Durchschnittswert = ([Fliche(M) + Fliache(U)] / 2) gebildet (Tabelle 2, rechts).
Die daraus errechnete relative '*C-Anreicherung wurde durch Multiplikation mit 1.1% (natiirliche
Haufigkeit von '*C-Kernen) fiir jede Position jeweils in den absoluten '*C-Markierungsgrad

umgerechnet (Tabelle 9, rechts).

Tabelle 9. Berechnung der relativen *C-Anreicherung in 41 aus der 2-"°C-Glycerol-Fiitterung.

Position  Fliche Fliche M/ U)cia Fliache Flache M /U)cis Durch-
U)cia M)cig U)cis M)cis schnitt
2 1.23 2.73 2.22 0.84 2.09 2.49 2.35
Me-2 1.39 9.68 6.96 0.95 7.42 7.81 7.39
3 0.93 6.95 7.47 0.63 5.32 8.44 7.96
Me-3 1.27 1.45 1.14 0.87 1.11 1.28 1.21
3a 0.58 0.36 0.62 0.39 0.28 0.72 0.67
4 0.24 2.73 11.38 0.16 1.86 11.63 11.50
4a 0.38 0.23 0.61 0.26 0.17 0.65 0.63
5 0.47 35 7.45 0.33 2.68 8.12 7.62b
6 0.53 0.43 0.81 0.37 0.33 0.89 0.85
Me-6 1.24 2.59 2.09 0.85 1.99 2.34 2.21
7 0.35 3.46 9.89 0.24 2.65 11.04 10.46
OMe-7 1.03 2.19 2.13 0.7 1.68 2.40 2.26
8 0.29 0.37 1.28 0.2 0.28 1.40 1.34
8a 0.51 3.55 6.96 0.35 2.72 7.77 7.37
9 1.20 1.15 0.96 0.82 0.88 1.07 1.02
Oa 0.68 6.15 9.04 0.46 4.71 10.24 9.64
10 1.31 1.16 0.89 0.9 0.89 0.99 0.94
11 1.55 9.33 6.02 1.06 7.14 6.74 6.38
12 1.21 2.67 2.21 0.82 2.05 2.50 2.35
13 0.47 4.49 9.55 0.32 3.44 10.75 10.15
14 1 1 1.00 0.68 0.77 1.13 1.07

15 1.46 1.31 0.90 1 1 1.00 0.95




EXPERIMENTELLER TEIL 156
Tabelle 10. Absoluter '*C-Markierungsgrad von 41 aus den Fiitterungsexperimenten.
1, Acetat-Fiitterung 2-C-Glycerol-Fiitterung
Position 0 (ppm) Anreicherung (%) ’J (zu C) o0 (ppm)  Anreicherung (%)
2 88.2 3.9°2 39.9 (Me-2) 88.3 1.5
Me-2 15.6 3.9° 39.9 (2) 15.6 7.0
3 471 427 35.3 (Me-3) 47.1 7.7
Me-3 19.9 427 353(3) 19.9 0.2
3a 128.1 ! 61.1 (4); 75.1 (9a) 128.1 -0.4
4 161.4 ! 61.1 (3a); 72.0 (4a) 161.4 11.6
4a 109.7 ! 59.1(5); 72.0 (4) 109.9 -0.4
5 184.1 ! 51.9 (6); 59.1 (4a) 184.1 7.5
6 133.9 ! 51.9(5); 74.3 (7) 134.1 -0.2
Me-6 9.6 - - 9.6 1.3
7 157.0 57.4 (8); 74.0 (6) 157.0 10.4
OMe-7 60.9 - - 60.9 1.4
8 181.1 ! 57.4 (7); 54.2 (8a) 181.3 0.4
8a 133.6 ! 54.2 (8); 66.0 (9) 133.6 7.0
9 108.7 ! 64.0 (9a); 65.4 (8a) 108.9 0.0
9a 156.7 ! 63.7 (9); 75.1 (3a) 156.8 9.5
10 38.0 4.0 - 38.0 -0.1
11 23.9 4.1° 43.9 23.9 5.9
12 124.0 4.1° 43.9 124.0 L5
13 132.3 3.8° 42.2 132.3 10.1
14 17.8 3.8° 422 17.8 0.1
15 259 4.1 - 259 -0.1

! Die durchschnittliche *C-Anreicherung der Kohlenstoffe des Polyketid-abgeleiteten Naphthochinon-
Molekulteils betrug 4.3%. Die aufgrund der starken Anreicherung hohe Signalmultiplizitit dieser
Kerne verhinderte die genaue Bestimmung des Wertes fiir jede Position. > Der durchschnittliche

Markierungsgrad der beiden *C-Kerne jeweils eines intakten '*C,-Bausteins ist gezeigt
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Tabelle 11. Absoluter *C-Markierungsgrad von 42 aus der *C,-Acetat-Fiitterung.

Fiitterung von *C,-Acetat

Position o (ppm) Anreicherung (%)
1 125.2 -
1-COOH 166.3 -
2 137.3 -
3 130.4 -
4 135.1 -
4a 143.3 -
Sa 144.8 -
6 128.3 -
7 132.0 -
8 131.8 -
9 139.49 -
9a 139.42 -
10a 139.39 -
I 30.1 !
2' 120.6 3.9
3 135.7 2.7
4 26.0 22
5' 18.3 3.2

' Die "C-Anreicherung an C-1' konnte aufgrund einer
Signaliiberlappung mit einer Verunreinigung nicht gemessen werden.

3 Aufklirung der Struktur und Biosynthese aromatischer Polyketide

3.1  Vergleichende Biosynthese-Studie zur Polyketid-Faltung von Chrysophanol (53a) in

Pro- und Eukaryonten

Die Fiitterung des *C,-markierten Natriumacetats an die verschiedenen biologischen Systeme
wurde in unserer Arbeitsgruppe durch T.F. Noll durchgefiihrt. Im Falle des bakteriellen
Produzenten in Kooperation mit Prof. H.-P. Fiedler (Universitdt Tiibingen), bei den Insekten in
Zusammenarbeit mit Prof. M. Hilker (TU Berlin).'* Chrysophanol (53a) wurde aus den
unterschiedlichen biologischen Materialien durch Kaltextraktion mit 95:5 Aceton/H,O gelost.
Der nach Entfernen des Losungsmittels erhaltene Rohextrakt wurde in MeOH gelost und durch
Filtration liber eine RP-18-Kartusche vorgereinigt. Die Isolierung der Reinsubstanz erfolgte

mittels praparativer HPLC (Symmetry Ci;s 19 x 300 mm (Waters); H,O + 0.05% TFA (A),



EXPERIMENTELLER TEIL 158

MeCN + 0.05% TFA; Fluss 11 mL/min; 0 min 20% B, 20 min 55% B, 25 min 100% B, 30 min
100% B). Man erhielt so folgende Mengen an Chrysophanol (53a) aus den verschiedenen
Versuchsansitzen: 3.6 mg aus Drechslera catenaria (0.45 g Rohextrakt), 3.9 mg aus Galeruca

tanaceti (1.9 g Rohextrakt) und 1.6 mg aus Nocardia Acta 1057.

HO (0] OH
Gelber Feststoff.

LI,
Schmp.: 187-191 °C (Ethylacetat); Lit.!">* 193 °C (Ethanol). O 53a

'H-NMR (600 MHz, Aceton-dg): 6 = 2.45 (s, 3 H, Me), 7.05 (d, J= 0.9 Hz, 1 H, Ar-H), 7.23 (dd,
J=173,1.0Hz, 1 H, Ar-H), 7.62 (d, J = 1.3 Hz, 1 H, Ar-H), 7.65 (t, J = 7.32 Hz, 1 H, Ar-H),
7.80 (dd, J=7.3, 1.0 Hz, 1 H, Ar-H), 11.97 (s, 1 H, OH), 12.08 (s, 1 H, OH) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein. >4

Die Positionen intakter '*C,-Bausteine zur Aufklirung der Faltungsmodi von 62 aus den
verschiedenen biologischen Systemen wurde mittels INADEQUATE- und SELINQUATE-NMR-
Spektroskopie ermittelt (siche Kapitel 4, Abb. 21-23).

3.2  Untersuchungen zur Struktur und Biosynthese aromatischer Polyketide in

Streptomyces AK 671

Der Streptomycetenstamm AK-671 wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. M. Goodfellow
(Institute of Biology, University of Newcastle) aus einer Bodenprobe eines Kiefernwaldes bei
Hamsterley Forest, Durham County, UK isoliert und Prof. H.-P. Fielder zur Fermentation zur
Verfiigung gestellt. Die im folgenden gezeigten Verbindungen wurden, wenn nicht anders
beschrieben, in der AG Fielder aus Kulturen des Actinomyceten-Stammes AK 671 mittels
verschiedener Reinigungsschritte isoliert (z.B. Adsorbtion der Metabolite an Amberlite XAD-16,
Verschiedene Fliissig-Fliissig-Extraktionen bei unterschiedlichen pH-Werten, Chromatographie
an Sephadex LH-20 oder Toyopearl HW-40F sowie priaparative HPLC an RP;g-Phasen). Die so

gewonnenen Reinsubstanzen wurden nach Wiirzburg zur Strukturaufklidrung geschickt.
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Bhimamycin B (AK-671-S; 64):

Braun-oranger, amorpher Feststoft.

Tabelle 12. NMR-Daten ('H: 400 MHz; "*C: 100 MHz) von 64 in MeOD.

Position "C (ppm) 'H (ppm) HMBC COSY (Jin Hz)

1 161.9 - - -
148.9 - - -
3a 118.6 - - -
4 186.1 - - -
4a 116.9 - - -
5 162.9 - - -

6 124.6 7.32 dd 4a, 8 78.2,14)

7 136.6 7.68d 5,8a 6,8 (8.1)

8 120.2 7.84dd  4a,6,9 7(7.8,1.3)
8a 135.8 - - -
9 162b.3 - - -
9a 123.2 - - -
10 187.4 - - -
Me-3 14.9 2.88s 1,3a -
Me-10 294 2.86s 1,10 10

MS (ESI positiv): m/z =293.2 [M+Na]", 271.4 [M+H]".

HRESI-MS: m/z 271.0634 [M+H]" (m/z 271.0601 [M+H]" berechnet fiir C;sH;,0s).

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein, >4

Bhimamycin A (AK-671-1; 65):

Brauner, amorpher Feststoff.

[@]? =+49.3 ° (¢ = 0.45; CHCly); Lit.""* +55.6 © (¢ = 0.45; CHCL,).
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Tabelle 13. NMR-Daten ('H: 400 MHz; "*C: 100 MHz) von 65 in MeOD.

Position "°C (ppm) 'H (ppm) HMBC COSY (Jin Hz)

1 163.0 - - -
160.3 - - -
3a 118.2 - - -
4 188.1 - - -
4a 119.2 - - -
5 164.5 - - -
6 125.2 7.25dd 4a, 8 78.2,14)
7 137.6 7.67d 5,8a 6,8 (8.1)
8 120.2 7.74dd  4a,6,9 7(7.8,1.3)
8a 137.6 - - -
9 181.2 - - -
9a 117.8 - - -
10 63.4 547¢q 10-Me 10-Me (6.7)
3-Me 13.9 275s 1,3a -
10-Me 21.4 1.55d 1,10 10 (6.7)

MS (ESI positiv): m/z =295.2 [M+Na]", 273.5 [M+H]", 255.2 [M-H,0+H]".

HRESI-MS: m/z 273.0782 [M+H]" (m/z 273.0758 [M+H]" ber. fiir C1sH30s).

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.!'>%

Juglomycin F (AK-671-P; 66):

Gelb-brauner, amorpher Feststoff.

Schmp.: 145 °C (EtOAc); Lit.!"*! 148 °C (CH,CL/PE).
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Tabelle 14. NMR-Daten (IH: 600 MHz; *C: 150 MHz) von 66 in Aceton-ds.

Position "°C (ppm) 'H(ppm) HMBC COSY (Jin Hz)

1 184.1 - - -
2 130.3 - - -
3 156.3 - - -
4 186.1 - - -
4a 114.6 - - -
5 161.9 - - -
6 123.9 7.25d 4a, 5, 8 7(8.1)
7 1384 7.74 ¢ 8a, 5, 4a 6,8(7.4)
8 120.4 757d 1,4a,5,6 7(6.8)
8a 133.5 - - -
9 38.6 3.69s 1,2,3,10 -
10 203.7 - - -
11 31.7 2225 9,10 -
3-OH 9.93
5-OH 11.32

MS (ESI negativ): m/z = 513.5 [M-2H+Na], 245.7 [M-H]J.

HRESI-MS: m/z 245.04566 [M-H] (m/z 245.04500 [M-H] ber. fiir C;3H9Os).

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.!'%!

Préichrysophanol-8-O--D-glucuronid (AK-671-O; 68b):

Oranger, amorpher Feststoff.

Schmp. 158 °C (MeOH).

[2]? =-19.3° (c = 0.04; MeOH).

UV (MeOH): Jinax = 208 (3.98), 210 (3.82), 221 (3.82), 259 (3.01), 289 (2.67), 404 (2.14) nm.

CD (MeOH): Ag = 315 (-0.4), 280 (+0.3), 255 (-3.1), 245(-0.3), 220 (-2.7), 200 (+0.2).
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Tabelle 15. NMR-Daten ('H: 400 MHz; "*C: 100 MHz) von 68b in MeOD.

Position "C (ppm) 'H (ppm) HMBC NOESY  COSY (Jin Hz)
1 205.9 - - - -
52.9 2.81d 1,3,3-Me, 4, 9a 3-Me, 4 (15.9)
2.88d 1,3,3-Me, 4, 9a 3-Me, 4 (16.1)
3 71.4 - - - -
4 44.2 3.14d  2,3,3-Me,4a,9a,10 2, 3-Me, 10 10 (17.2)
3.07d  2,3,3-Me, 4a,9a,10  2,3-Me, 10 10 (17.2)
4a 138.3 - - - -
5 123.5 7.40d 7,8, 8a,9, 10, 10a 6,10 6 (7.6)
6 132.2 7.51 ¢ 7,8, 8a, 10a 5,7 5,7 (8.0)
7 113.7 7.23d 5,8,8a,9 7,15 6 (7.8)
8 158.6 - - - -
8a 116.8 - - - -
9 165.1 - - - -
9a 112.8 - - - -
10 119.5 711s  1,4,5,8,8a,9, 9, 10a, 4,5 4
10a 141.6
I 104.7 5.02d 8,2,3' 7,3, 4,5 2'(7.6)
2' 75.1 372t 13,5 3 1',3'(9.1,7.9)
3 77.0 3.56 1 1,2, 4 2,5 2" 4'(9.1)
4 73.1 3.70 ¢t 3,5,6' 1,5 3',5'(9.9)
5 77.1 4.03d 1,2, 4,6 3,4 4'(9.7)
6' 172.5 - - - -
Me-3 22.1 1.40 s 2,3,4 -

IR (KBr): v = 3420 (br), 2105 (w), 1643 (m), 1122 (m), 479 (s), 421 (s) cm.

MS (ESI positiv): m/z = 435.2 [M+H]".

HRESI-MS: m/z 433.1159 [M-H] (m/z 433.1140 [M-HT ber. fiir C2;H2,010).

Enzymatische Hydrolyse von Prichrysophanol-8-O--D-glucuronid (68b)

1 mg der Verbindung 68b wurden in einem Eppendorf-Cap in 1 mL Wasser geldst und mit
einer katalytischen Menge einer B-Glucuronidase aus Mandeln versetzt. Die Losung wurde 24 h
bei 25 °C inkubiert und mit CH,Cl, extrahiert. Man erhielt so aus der wissrigen Phase D-

Glucuronsdure (69) und aus der organischen Phase das Aglycon 68a, das mittels préparativer
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HPLC (Symmetry Cig 19 x 300 mm (Waters); H,O + 0.05% TFA (A), MeCN + 0.05% TFA;
Fluss 11 mL/min; 0 min 20% B, 20 min 55% B, 25 min 100% B, 30 min 100% B) isoliert wurde.

(R)-Prdchrysophanol (68a):

OH OH O 68a
8 9

8a 9a
Gelbe Kristalle.
X 10a % 4a \'OH

Me

Schmp.: 200 °C (Ethylacetat); Lit.!"*”! 199-202 °C.

[a]? =-43.3° (c = 0.01; MeOH); Lit."®"1 -45.0° (¢ = 0.01; MeOH).

'"H-NMR (400 MHz, Aceton-dg): § = 1.32 (s, 3 H, Me-3), 2.75 (d, J= 17.3 Hz, 1 H, CH,-2), 2.82
(d, J=173 Hz, | H, CHy-4), 2.99 (d, J= 17.3 Hz, 1 H, CH,-4), 3.05 (d, /= 17.3 Hz, 1 H, CH>-
2), 6.75 (dd, J= 8.2, 1.9 Hz, 1 H, H-7), 6.91 (s, 1 H, H-10), 7.04 (dd, J= 8.2, 1.9 Hz, 1 H, H-5),
737 (t,J=8.1 Hz, 1 H, H-6), 9.60 (s, | H, OH-8), 15.99 (s, 1 H, OH-9) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.['®”]

Chrysophanol-8-O-f-D-glucuronid (AK 671-T; 53b):

Gelber, amorpher Feststoff.

Schmp.: 164 °C (MeOH).

[]? =+47.2° (c = 0.04; MeOH).

UV (MeOH): Zmax = 218 (3.83), 253 (3.73), 280 (3.43), 400 (3.20) nm.

CD (MeOH): Ag = 320 (+0.2), 250 (-0.5), 198 (-2.8).
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Tabelle 16. NMR-Daten ('H: 400 MHz; "*C: 100 MHz) von 53b in MeOD.

Position "C (ppm) 'H(ppm) HMBC  NOESY/ROESY COSY (Jin Hz)

1 163.9 - - - -
2 125.5 7.12s  3-Me, 4, 9a 3-Me -
3 149.7 - - - -
4 121.1 7.56 s 2,9a, 10 3-Me -
4a 134.1 - - - -
5 123.3 8.00d 6,7,8a,10 6 6 (7.7)
6 137.1 780dd 5,8, 10a 5,7 5(7.7), 7 (8.3)
7 125.2 773d  5,6,8,8a 6 6 (8.3)
8 159.7 - - - -
8a 123.3 - - - -
9 212.8 - - - -
9a 115.5 - - - -
10 183.8 - - - -
10a 136.8 - - - -
I 103.5 5.18d 8,3 7,3,4, 5 2'(7.6)
2' 74.7 3.75 dd 1,3 3 1'(7.6), 3' (9.1)
3 77.2 3.58 dd 2,4 2,5 2'(9.1),4'(8.9)
4 73.1 3.69 dd 5.6 1,5 3'(8.9), 5' (9.7)
5 76.9 405d 1,3.4,6 34 4'(9.7)
6' 172.9 - - - -
3-Me 222 244 s 2,3,4 2,4 -

IR (KBr): v = 3434 (br), 1642 (m), 1206 (w), 449 (s), 437 (s), 422 (s), 405 (s) cm.

HRESI-MS: m/z 451.0640 [M-2H+Na] (m/z 451.0641 [M-2H+Na] ber. fiir C>;H;¢01oNa).

Enzymatische Hydrolyse von Chrysophanol-8-O--D-glucuronid (53b)

Etwa 1 mg der Verbindung 53b wurden in einem Eppendorf-Cap in 1 mL Wasser gelost und
mit einer katalytischen Menge einer B-Glucuronidase aus Mandeln versetzt. Die Losung wurde
24 h bei 25 °C inkubiert und mit CH,Cl, extrahiert. Man erhielt so aus der wéssrigen Phase D-
Glucuronsdure (69) und aus der organischen Phase Chrysophanol 53a, das mittels préparativer
HPLC isoliert wurde. Die Identitdt der Substanz wurde durch Coelution mit einer authentischen

Probe Chrysophanol (53a) verifiziert.
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4 Gewinnung neuer Wirkstoffe aus marinen Organismen

4.1  Synthese des neuroprotektiven Pyrrol-Alkaloids Daminin (18)

1-(2-Hydroxyethyl)-3-methoxycarbonylpyridiniumbromid (77)

Eine Losung aus 1.00 g (7.29 mmol) Nicotinsdure-Methylester (75) und 5 mL (70.82 mmol)
2-Bromoethanol (76) in 7 mL Toluol wurde bei 120 °C fiir 2.5 h geriihrt. Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum und Waschen des Riickstandes mit EtOAc (3 x 15 mL) kristllisierte
man aus Acetonitril/Et,O (2:1) um und erhielt so 1.17g (6.41 mmol) des Salzes 77.

Farblose Kristalle. i
- OMe
@ | Bre
N
Ausbeute: 1.17g (6.41 mmol, 88%). H 77
OH

Schmp.: 108-109 °C (Acetonitril/Et,0).

IR (KBr): v = 3410 (br), 3255 (br), 3034 (w), 3002 (W), 2929 (w), 1734 (s), 1637 (m), 1498 (W),
1472 (w), 1439 (m), 1356 (w), 1306 (s), 1198 (m), 1169 (s), 1130 (w), 1079 (m), 1066 (m), 983
(W), 943 (w), 888 (w), 861 (W), 840 (W), 755 (m), 691 (m), 535 (w), 476 (w) cm™".

'H-NMR (400 MHz, MeOD): § = 4.07 (t, J = 5.0 Hz, 2 H, CH,), 4.09 (s, 3 H, Me), 4.89 (t, J =
5.0 Hz, 2 H, CH»), 8.31 (dd, J=8.2, 6.1 Hz, 1 H, Ar-H), 9.12 (ddd, /=8.2, 1.4, 1.4 Hz, 1 H, Ar-

H), 9.25 (ddd, J=6.1, 1.4,1.4 Hz, 1 H, Ar-H), 9.57 (bs, 1 H, Ar-H) ppm.

3C-NMR (100 MHz, MeOD): § = 57.0 (OMe), 64.3 (CH,), 68.2 (CH,), 132.1, 134.7, 149.6,
150.4, 152.2 (Ar-C), 166.1 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 182 (2) [M-Br]", 106 (3), 94 (100), 81 (4), 44 (14).
FABMS: m/z 182.1 [M-Br]", 445.1 [2M+HBx]".

HRESI-MS: m/z 182.0813 [M-Br]" (m/z 182.0812 [M-Br]" ber. fiir CoH,NO3).
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Daminin (18)

Eine Suspension aus 230 mg (2.07 mmol) Kalium-2-pyrrolcarboxylat 78 und 0.25 mL (2.98
mmol) Oxalylchlorid in 5 mL abs. CH,Cl, wurde unter Stickstoff bei RT geriihrt. Nach 4 h wurde
das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in 5 mL abs. CH,Cl, resuspensiert, mit
262 mg (1.43 mmol) von 1-(2-Hydroxyethyl)-3-methoxycarbonylpyridiniumbromid (77) sowie
einer katalytischen Menge DMAP versetzt und weitere 16 h bei RT geriihrt. Das Solvens wurde
im Vakuum entfernt, der Riickstand mit Et,O gewaschen und in 4 mL Pyridin geldst. Nach
Zugabe von 900 mg (6.72 mmol) Lil wurde die Losung 3 h auf 100 °C erhitzt, das
Losungsmittels im Hochvakuum entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch
(Kieselgel, EtOAc/MeOH, 2:8) aufgereinigt. Nach Kristallisation aus EtOH/Et,O (2:1) erhielt

man 177 mg (0.68 mmol) reines Daminin (18).

Graue Kristalle. R

(€]
O\/\N = CO,
@

=z

Ausbeute: 177 mg (0.68 mmol, 48%). 18

Schmp.: 193 °C (EtOH/Et,0, Zers.).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): § = 4.77 (t, J = 4.9 Hz, 2 H, CH,), 5.08 (t, /= 4.9 Hz, 2 H, CH,),
6.20 (dd, J=3.8,2.5 Hz, | H, Ar-H), 6.89 (dd, J=3.8, 1.5 Hz, 1 H, Ar-H), 7.00 (dd, J=2.5, 1.5
Hz, 1 H, Ar-H), 8.18 (dd, /= 8.0, 6.0, 1 H, Ar-H), 9.03 (dd, J=8.0, 1.3, 1 H, Ar-H), 9.12 (dd, J =
6.2, 1.1, 1 H, Ar-H), 9.54 (brs, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.*'!)
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4.2 Darstellung stark vereinfachter Derivate des Biofilm-Hemmstoffes Tajixanthonhydrat (16)

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Polyhydroxyxanthonen nach Grover, Shah und
Shah unter Verwendung von ZnCl/POCl; (GSS-Methode-A) am Beispiel des 1,3,6-
Trihydroxyxanthons (90)

Eine Losung aus 2.58 g (18.9 mmol) ZnCl, und 1.74 ml (18.9 mmol) POCI; wurde 30 min
bei 80 °C unter Argon geriihrt. Zu dieser Losung gab man 370 mg (2.90 mmol) 1,3,5-
Trihydroxybenzol (89) und 450 mg (2.90 mmol) 2,4-Dihydroxybenzoesdure (88) und erhitzte
weitere 2 h unter Riickfluss. Die Reaktionslosung wurde mit H,O versetzt und mit EtOAc
extrahiert. Die organische Phase wurde liber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 1:1)
erhielt man 313 mg (1.28 mmol, 44%) der Verbindung 90.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Polyhydroxyxanthonen nach Grover, Shah und
Shah unter Verwendung von P,;Os/Methansulfonsdure (GSS-Methode-B) am Beispiel des 1,3,6-
Trihydroxyxanthons (90)

Unter Argon wurden 540 mg (3.80 mmol) P,Os in 5.00 mL Methansulfonsdure geldst und 30
min refluxiert. Zu dieser Losung gab man 370 mg (2.90 mmol) 1,3,5-Trihydroxybenzol (89)
sowie 450 mg (2.90 mmol) 2,4-Dihydroxybenzoesdure (88) und erhitzte weitere 2 h unter
Riickfluss. Die Reaktionslosung wurde mit H,O versetzt und mit EtOAc extrahiert. Die
Aufarbeitung erfolgte analog zur GSS-Methode A. Man erhielt so 595 mg (2.44 mmol) des
Xanthons 90.

90 (e} OH
Gelbe Kristalle.
HO o) OH

Ausbeute: 595 mg (2.44 mmol, 84%).

Schmp.: 332 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.** 323-324 °C (H,O/EtOH ).



EXPERIMENTELLER TEIL 168

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 6 = 6.17 (d, J = 2.2 Hz, 1 H, Ar-H), 6.32 (d, J = 2.16 Hz, 1 H, Ar-
H), 6.78 (d,J=2.28 Hz, 1 H, Ar-H), 6.86 (dd, /= 8.84, 2.28 Hz, 1 H, Ar-H), 8.03 (d, J = 8.84 Hz,
1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

. . [224,226
{iberein.[224226]

1,3,5-Trihydroxyxanthon (96)

Verbindung 96 wurde nach GSS-Methode-B unter Verwendung von 661 mg (4.66 mmol)
P>Os, 410 mg (3.25 mmol) 1,3,5-Trihydroxybenzol (89) und 500 mg (3.25 mmol) 2,3-
Dihydroxybenzoesdure (91) in 5.6 mL Methansulfonsdure dargestellt. Man erhielt 444 mg (1.82

mmol) des gewiinschten Produkts 96.

Gelbe Kristalle. O OH
Ausbeute: 444 mg (1.82 mmol, 56%) I o O OH
: g (L. , 0). L o

Schmp.: 278 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.1**'1 274-276 °C (Aceton).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): ¢ = 6.50 (d, J=2.2 Hz, 1 H, Ar-H), 6.77 (d, J=2.2 Hz, | H, Ar-H),
7.50 (t, J=7.8 Hz, 1 H, Ar-H), 7.54 (d, J= 7.5 Hz, 1 H, Ar-H), 7.97 (dd, J= 7.5, 2.1 Hz, 1 H,
Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.[>*!!

1,3,7-Trihydroxyxanthon (97)

Verbindung 97 wurde nach GSS-Methode-B unter Verwendung von 661 mg (4.66 mmol)
P>Os, 410 mg (3.25 mmol) 1,3,5-Trihydroxybenzol (89) und 500 mg (3.25 mmol) 2,5-
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Dihydroxybenzoesdure (92) in 5.6 mL Methansulfonsdure dargestellt. Man erhielt so 188 mg
(0.77 mmol) des Xanthons 97.

Gelber Feststoff. O OH
HO
Ausbeute: 188 mg (0.77 mmol, 24%)). o OH
97

Schmp.: 318 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.’*! 318-319 °C (EtOAc/PE).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 0 = 6.18 (d, J=2.1 Hz, 1 H, Ar-H), 6.33 (d, /= 1.9 Hz, | H, Ar-H),
7.26 (dd, J=9.1,3.0 Hz, 1 H, Ar-H), 7.37 (d,J=9.1 Hz, 1 H, Ar-H), 7.49 (d, /=3.0 Hz, 1 H,
Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.”!

1,3,8-Trihydroxyxanthon (98)

Verbindung 98 wurde nach GSS-Methode-B unter Verwendung von 661 mg (4.66 mmol)
P,0s, 410 mg (3.25 mmol) 1,3,5-Trihydroxybenzol (89) und 500 mg (3.25 mmol) 2,6-
Dihydroxybenzoesdure (93) in 5.6 mL Methansulfonsdure dargestellt. Man erhielt so 214 mg
(0.88 mmol) des Xanthons 98.
Gelbe Kristalle.

Ausbeute: 214 mg (0.88 mmol, 27%). OH

Schmp.: 267 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.?"® 259 °C (Benzol).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): § = 6.21 (d, J=2.2 Hz, 1 H, Ar-H), 6.35 (d, /= 2.2 Hz, | H, Ar-H),
6.75 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, Ar-H), 6.91 (d, /= 8.4 Hz, 1 H, Ar-H), 7.61 (t, J = 8.4 Hz, 1 H, Ar-H)
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Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein. 12263761

1,3,5,6-Tetrahydroxyxanthon (99)

Verbindung 99 wurde nach GSS-Methode-B unter Verwendung von 590 mg (4.66 mmol)
P,0s, 370 mg (2.94 mmol) 1,3,5-Trihydroxybenzol (89) und 500 mg (2.94 mmol) 2,3,4-
Trihydroxybenzoesdure (94) in 5.0 mL Methansulfonsdure dargestellt. Man erhielt so 146 mg
(2.18 mmol) des Xanthons 99.

O OH
Gelber Feststoff.
HO 0 E OH
99

Ausbeute: 569 mg (2.18 mmol, 74%). OH

Schmp.: 352 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.®"7 352-354 °C (EtOH/H,0).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): § = 6.17 (d, J=2.1 Hz, 1 H, Ar-H), 6.44 (d, J=2.1 Hz, | H, Ar-H),
6.88 (d,/=8.7 Hz, 1 H, Ar-H), 7.58 (d, /= 8.7 Hz, | H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.7778

1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon (100)

Verbindung 100 wurde nach GSS-Methode-B unter Verwendung von 590 mg (4.66 mmol)
P,0s, 370 mg (2.94 mmol) 1,3,5-Trihydroxybenzol (89) und 500 mg (2.94 mmol) 2.4,5-
Trihydroxybenzoesdure (95) in 5.0 mL Methansulfonsdure dargestellt. Man erhielt so 146 mg
(2.00 mmol) des Xanthons 99.

O OH
HO
Gelber Feststoff. O O
HO o] OH
100
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Ausbeute: 523 mg (2.00 mmol, 68%).

Schmp.: 311 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.*"! 300 °C (keine Angabe).

"H-NMR (400 MHz, MeOD): 0 = 6.14 (d,J=2.2 Hz, 1 H, Ar-H), 6.31 (d, J=2.2 Hz, 1 H, Ar-H),
6.84 (s, 1 H, Ar-H), 7.41 (s, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

. . [379,380
iiberein.7%*80!

Basen-induzierte Synthese der Prenylxanthone 102-104 aus 1,3,5-Trihydroxyxanthon (96)

Zu einer Losung aus 300 mg (1.23 mmol) 1,3,5-Trihydroxyxanthon (96) in 15 mL einer
10proz. Kaliumhydroxid-Losung tropfte man 0.21 mL (1.85 mmol) frisch destilliertes
Prenylbromid (101) und riihrte iiber Nacht (16 h) bei RT. Die Reaktionslésung wurde mit 10proz.
HCI angeséuert, mit EtOAc extrahiert und die organische Phase iiber MgSO4 getrocknet. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum und chromatographischer Aufreinigung des
Riickstandes (Kieselgel, MeOH/CH,Cl,, 5:95) erhielt man 19 mg (62 pmol) 102, 19 mg (62 pmol)
103 und 14 mg (37 pmol) 104.

1,3,5-Trihydroxy-3-prenylxanthon (102)

/
Me
Gelber Feststoff. O O
o] OH

Ausbeute: 19 mg (62 pmol, 5%).

Schmp.: 156 °C (MeOH/CH,CL,); Lit.*"! 157-158 °C (keine Angabe).

'"H-NMR (250 MHz, CDCls): 6 = 1.66 (s, 3 H, Me), 1.82 (s, 3 H, Me) , 3.41 (d, J= 7.6 Hz, 2 H,
CH,), 532 (t,J=7.6 Hz, 1 H, CH), 6.61 (s, 1 H, Ar-H), 7.30 (t, /= 7.5 Hz, 1 H, Ar-H), 7.35 (dd,
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J=17.5,2.1Hz, 1 H, Ar-H), 7.71 (dd, J= 7.6, 2.2 Hz, 1 H, Ar-H), 9.55 (s, 1l H, OH) 13.50 (s, I H,
OH) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.!**!!

1,3,5-Trihydroxy-4-prenylxanthon (103) o OH

Gelber Feststoff. O o O OH
OH

Ausbeute: 19 mg (62 umol, 5%). 103 Me | Me

Schmp.: 186 °C (MeOH/CH,Cl,); Lit.*'1 188-190 °C (keine Angabe).

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): 6 = 1.66 (s, 3 H, Me), 1.86 (s, 3 H, Me), 3.60 (d, J=7.5 Hz, 2 H,
CH,), 5.42 (t,J=7.5Hz, 1 H, CH), 6.37 (s, 1 H, Ar-H), 7.27 (t, /= 8.1 Hz, 1 H, Ar-H), 7.37 (dd,
J=28.1,1.6 Hz, 1 H, Ar-H), 7.69 (dd, J=8.2, 1.6 Hz, 1 H, Ar-H), 9.50 (s, 1 H, OH), 13.01 (s, 1 H,
OH) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.!>*!

1,3,5-Trihydroxy-2,4-diprenylxanthon (104) O  OH /Me
QL™
Gelber Feststoff. o OH
OH
|
104
Ausbeute: 14 mg (37 umol, 3%). Me™ “Me

Schmp.: 162 °C (MeOH/CH,Cl,); Lit.*'1 161-162 °C (keine Angabe).



EXPERIMENTELLER TEIL 173

'H-NMR (250 MHz, CDCls): § = 1.68 (s, 3 H, Me), 1.81 (s, 3 H, Me), 1.87 (s, 6 H, Me), 3.59-
3.50 (m, 4 H, CH), 5.32-5.26 (m, 2 H, CH), 6.01 (s, 1 H, OH), 6.70 (s, 1 H, OH), 7.26 (t,J=7.5
Hz, 1 H, Ar-H), 7.35 (dd, J= 7.6, 1.5 Hz, 1 H, Ar-H), 7.81 (dd, /= 7.6, 1.6 Hz, 1 H, Ar-H), 13.23
(s, 1 H, OH) ppm

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.[>*!!

2,2',6-Trimethoxybenzophenon (108)

Unter Argon wurden 2.60 mL (20.0 mmol) 1,3-Dimethoxybenzol (105) und 3.01 (20.0 mmol)
TMEDA in 10 mL abs. THF bei 0 °C vorgelegt und unter Riihren langsam 13.1 mL (19.0 mmol)
n-BuLi zugetropft. Nach weiteren 30 min bei RT tropfte man das Reaktionsgemisch zu einer auf
0 °C gekiihlten Losung aus 3.02 mL (21.0 mmol) 2-Methoxybenzoesduremethylester (107) in 10
mL abs. THF. Nach 3 h Riihren bei RT wurde die Reaktionslosung mit 1 N HCI versetzt und mit
CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen trocknete man iiber MgSO,. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum kristallisierte man aus Benzol/CH,CIL,/PE (1:1:2) um

und erhielt 4.07 g (14.98 mmol) des Benzophenons 108.

Schwach rosa Feststoff. MeO 0
Ausbeute: 4.07 g (14.98 mmol, 75%).
108

Schmp.: 126 °C (Benzol/CH,Cl,/PE).

"H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 3.67 (s, 6 H, OMe), 3.71 (s, 3 H, OMe), 6.54 (d, J= 8.3 Hz, 2
H, Ar-H), 6.90-6.94 (m, 2 H, Ar-H), 7.25 (t, J = 8.3 Hz, 1 H, Ar-H), 7.44 (ddd, /=9.2, 7.3, 1.9
Hz, 1 H, Ar-H), 7.65 (dd, /= 8.1, 1.9 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.**%
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1-Hydroxyxanthon (109)

Eine Losung aus 1.46 g (5.36 mmol) 2,2',6-Trimethoxybenzophenonon (108) in 12.0 mL
Toluol wurde unter Argon mit 2.14 g (16.1 mmol) AlCI; versetzt und 5 h unter Riickfluss erhitzt.
Man kiihlte das Reaktionsgemisch im Eisbad ab, versetzte mit 1 N HCI und riihrte weitere 60 min
unter Riickfluss. Die Losung wurde nach Abkiihlen mit EtOAc extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Den
Riickstand reinigte man sdulenchromatographisch (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 2:1) auf. Nach
Umkristallisation der produkthaltigen Fraktionen aus 2-Propanol erhielt man 0.86 g (4.04 mmol)
des Xanthons 109.

Schwach gelbe Kristalle. o o
Ausbeute: 0.86 g (4.04 mmol, 75%).
109

Schmp.: 143 °C (2-Propanol); Lit.** 144-146 °C (2-Propanol).

'H-NMR (400 MHz, CDCl): 6 = 6.78 (dd, J = 8.2, 0.9 Hz, |1 H, Ar-H), 6.92 (dd, J= 8.5, 1.1 Hz,
1 H, Ar-H), 7.36 (t, J=7.1 Hz, 1 H, Ar-H), 7.46 (d, /= 8.6 Hz, 1 H, Ar-H), 7.57 (t, /=83 Hz, 1
H, Ar-H), 7.73 (ddd, /= 8.6, 7.1, 1.6 Hz, 1 H, Ar-H), 8.26 (dd, /= 8.0, 1.6 Hz, 1 H, Ar-H). 12.62
(s, 1H, OH) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.**%

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von Dimethoxybenzoesduremethylestern aus den

entsprechenden Carbonsduren am Beispiel von 2,3-Dimethoxybenzoesduremethylester (116)

Unter Stickstoff wurden 1.00 g (5.49 mmol) 2,3-Dimethoxybenzoesiure (110) in 15 mL abs.
MeOH geldst und mit 5 Tropfen konz. H,SO4 sowie 50.0 mg (0.13 mmol) Fe,(SO4); versetzt.
Man refluxierte die Reaktionslosung fiir 16 h, entfernte das Losungsmittel im Vakuum, nahm den

Riickstand in H,O auf und extrahierte mit Et,O. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
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NaHCOs; gewaschen, liber MgSO4 getrocknet und im Vakuum zur Trockne eingeengt. Man
erhielt so 1.03 g (5.27 mmol) des gewiinschten Produkts 116.

Blassgelbe Kristalle.
o)
Ausbeute: 1.03 g (5.27 mmol, 9&%). OMe
OMe
OMe
Schmp.: 48 °C (Et,0); Lit.”*" 49-50 °C (PE). 116

'H-NMR (400 MHz, CDCls): J = 3.85 (s, 3 H, OMe), 3.87 (s, 3 H, OMe), 3.88 (s, 3 H, OMe),
7.05 (d,J=9.4 Hz, 2 H, Ar-H), 7.29 (dd, J = 7.1, 2.3 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.*8!

2,4-Dimethoxybenzoesduremethylester (117)

Die Synthese erfolgte analog zur allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Dimethoxybenzoesduremethylestern aus 1.00 g (5.49 mmol) 2,4-Dimethoxybenzoesdure (119).

Man erhielt 1.00 g (5.10 mmol) des gewiinschten Produktes 117.

Gelbes Ol. o

117
Ausbeute: 1.00 g (5.10 mmol, 93%). MeO OMe

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 3.82 (s, 6 H, OMe), 3.86 (s, 3 H, OMe), 6.46 (m, 2 H, Ar-H),
7.82 (dd,J=7.8, 1.2 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.*%%
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2,5-Dimethoxybenzoesduremethylester (118)

Die Synthese erfolgte analog zur allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Dimethoxybenzoesduremethylestern aus 1.00 g (5.49 mmol) 2,5-Dimethoxybenzoesdure (120).

Man erhielt 1.02 g (5.22 mmol) der Verbindung 118.

O

Schwach gelbes Ol. Meod
OMe
118 OMe

Ausbeute: 1.02 g (5.22 mmol, 95%).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6 = 3.77 (s, 3 H, OMe), 3.83 (s, 3 H, OMe), 3.87 (s, 3 H, OMe),
6.89 (d, /=9.1 Hz, 1 H, Ar-H), 6.99 (dd, J=9.1, 3.2 Hz, 1 H, Ar-H), 7.31 (d,J=3.2 Hz, 1 H,
Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.*%

2,6-Dimethoxybenzoesduremethylester (119)

Die Synthese erfolgte analog zur allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Dimethoxybenzoesduremethylestern aus 1.00 g (5.49 mmol) 2,6-Dimethoxybenzoesdure (121).

Man erhielt 0.95 g (4.83 mmol) von Verbindung 119.

MeO O
Blassgelbe Kristalle. @fu\OMe
OMe
Ausbeute: 0.95 g (4.83 mmol, 88%). 119

Schmp.: 93 °C (Et,0); Lit.*** 93-93 °C (Et,0)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 3.79 (s, 6 H, OMe), 3.88 (s, 3 H, OMe), 6.53 (d, J= 8.5 Hz, 2
H, Ar-H), 7.26 (t,J=8.5 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.
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Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein. >34

2,3,4-Trimethoxybenzoesduremethylester (120)

Die Synthese erfolgte analog zur allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Dimethoxybenzoesduremethylestern aus 1.00 g (4.71 mmol) 2,3,4-Dimethoxybenzoesédure (114).

Man erhielt 1.05 g (4.64 mmol) des Methylesters 120.

) 12 0
Gelbes OL. 0 \
OMe

MeO OMe
Ausbeute: 1.05 g (4.64 mmol, 99%). OMe

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): J = 3.84 (s, 3 H, OMe), 3.85 (s, 3 H, OMe), 3.87 (s, 3 H, OMe),
3.90 (s, 3 H, OMe), 6.67 (d, J=8.9 Hz, 1 H, Ar-H), 7.57 (d, J= 9.0 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

Die spektroskopischen Daten stimmen gut mit denen aus der Literatur tiberein.**”!

2,4,5-Trimethoxybenzoesduremthylester (121)

Die Synthese erfolgte analog zur allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Dimethoxybenzoesduremethylestern aus 1.00 g (4.71 mmol) 2,4,5-Dimethoxybenzoesdure (115).
Man erhielt 1.00 g (4.42 mmol) von Verbindung 121.

)

Schwach oranger Feststoff. Meoﬁom
MeO OMe

Ausbeute: 1.00 g (4.42 mmol, 94%). 121

Schmp.: 92 °C (Et,0); Lit.”* 90-91 °C (MeOH).
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"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 3.84 (s, 6 H, OMe), 3.87 (s, 3 H, OMe), 3.91 (s, 3 H, OMe),
6.50 (s, 1 H, Ar-H), 7.38 (s, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.*%¢

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung Polymethoxy-substituierter Benzophenone 1:

Umsetzung von Benzoesduremethylestern mit lithiiertem 1,3-Dimethoxybenzol 106

Unter Stickstoff wurden 1.2 mL (8.44 mmol) TMEDA und 5.4 mL (8.44 mmol) n-BuLi (1.6
M in n-Hexan) in 20 mL trockenem THF bei 0 °C vorgelegt. Zu dieser Losung tropfte man 1.01 g
(7.34 mmol) 1,3-Dimethoxybenzol (105). Nach 2 h Riihren bei 0 °C war die Bildung des
metallierten Dimethoxybenzol-Derivates 106 abgeschlossen. Die so erhaltene Ldsung wurde
ohne weitere Aufarbeitung mit unterschiedlichen Benzoesduremethylestern zur Darstellung
Polymethoxy-substituierter Benzophenone verwendet. Hierzu legte man ein Aquivalent des
entsprechenden Benzoesédure-Bausteins unter Stickstoff bei 0 °C in THF vor und tropfte 1.1-1.3
Aquivalente 106 in THF zu. Die Reaktionen waren nach ca. 2 h Stunden Riihren bei RT
abgeschlossen. Man versetzte die Reaktionslosungen bei 0 °C vorsichtig mit Sproz. HCI,
extrahierte die wassrige Phase erschopfend mit CH,Cl,, wusch die so erhaltenen vereinigten
organischen Phasen mit NaHCOj3, trocknete diese mit MgSO,4 und entfernte das Losungsmittel im
Vakuum. Die gewiinschten Polymethoxy-Benzophenone wurden séulenchromatographisch

(Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 1:1) aus dem Riickstand isoliert.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung Polymethoxy-substituierter Benzophenone 2:

Umsetzung von Benzoesduremethylestern mit lithiiertem 1,3,5-Trimethoxybenzol 123

Unter Stickstoff wurden 0.6 mL (4.22 mmol) TMEDA und 2.7 mL (4.22 mmol) n-BuLi (1.6
M in n-Hexan) in 5 mL trockenem THF bei 0 °C vorgelegt. Zu dieser Losung tropfte man 616 mg
(3.67 mmol) 1,3,5-Trimethoxybenzol (122). Nach 2 h Riihren bei RT war die Bildung des
metallierten Trimethoxybenzol-Derivates 123 abgeschlossen. Die so erhaltene Losung wurde
ohne weitere Aufarbeitung mit unterschiedlichen Benzoesduremethylestern zur Darstellung
Polymethoxy-substituierter Benzophenone verwendet. Hierzu legte man ein Aquivalent des

entsprechenden Benzoesédure-Bausteins unter Stickstoff bei 0 °C in THF vor und tropfte 1.2-1.4
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Aquivalente 123 in THF zu. Die Reaktionen waren nach ca. 2 h Stunden Riihren bei RT
abgeschlossen. Man versetzte die Reaktionslosungen bei 0 °C vorsichtig mit Sproz. HCI,
extrahierte die wéssrige Phase erschopfend mit CH,Cl,, wusch die so erhaltenen vereinigten
organischen Phasen mit NaHCO3, trocknete diese mit MgSO, und entfernte das Lésungsmittel im
Vakuum. Die gewiinschten Polymethoxy-Benzophenone wurden sdulenchromatographisch

(Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 1:1) aus dem Riickstand isoliert.

2,2" 3" 6-Tetramethoxybenzophenon (124)

Die Synthese von 124 verlief analog der Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung
Polymethoxy-substituierter Benzophenone 1. Aus der Umsetzung von 600 mg (3.06 mmol) 2,3-
Dimethoxybenzoesduremethylester (116) erhielt man 700 mg (2.31 mmol) des gewiinschten

Produkts.

MeO 0]
Schwach gelber Feststoft.
L
Ausbeute: 700 mg (2.31 mmol, 76%). Me Me e
124

Schmp.: 110 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.**”! 107 °C (Et,0).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): = 3.53 (s, 3 H, OMe), 3.68 (s, 6 H, OMe), 3.83 (s, 3 H, OMe),
6.55 (d, J = 8.5 Hz, 2 H, Ar-H), 7.01-7.06 (m, 2 H, Ar-H), 7.24 (dd, J = 8.5, 8.3 Hz, | H, Ar-H),
7.30 (dd, J=17.1,2.4 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): J = 56.2 (OMe), 56.3 (OMe), 61.2 (OMe), 104.3, 116.3, 121.6,
122.6, 123.7, 130.5, 134.1, 149.6, 153.4, 157.7 (Ar-C), 194.4 (C=0) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.*7!



EXPERIMENTELLER TEIL 180

2,2"4,6"-Tetramethoxybenzophenon (125)

Die Synthese von 125 verlief analog der Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung
Polymethoxy-substituierter Benzophenone 1. Aus der Umsetzung von 600 mg (3.06 mmol) 2,4-
Dimethoxybenzoesduremethylester (117) erhielt man 617 mg (2.04 mmol) des gewiinschten

Produkts.

MeO (0] 125

Schwach orange Kristalle. i AL I
0 O E OMe

Ausbeute: 617 mg (2.04 mmol, 67%). Mo Me

Schmp.: 130 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.”** 125.5-126.5 °C (PE).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): J = 3.68 (s, 6 H, OMe), 3.71 (s, 3 H, OMe), 3.81 (s, 3 H, OMe),
6.41-6.44 (m, 2 H, Ar-H), 6.54 (d, J = 8.5 Hz, 2 H, Ar-H), 7.23 (dd, J = 8.3, 7.4 Hz, | H, Ar-H),
7.65 (dd, J = 8.5, 8.5 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 55.7 (OMe), 56.1 (OMe), 56.2 (OMe), 99.1, 104.3, 105.0,
121.4,121.8, 130.0, 135.3, 157.3, 162.2, 164.9 (Ar-C), 192.6 (C=0) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein. 8¢

2,2"5,6"-Tetramethoxybenzophenon (126)

Die Synthese von 126 verlief analog der Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung
Polymethoxy-substituierter Benzophenone 1. Aus der Umsetzung von 600 mg (3.06 mmol) 2,5-
Dimethoxybenzoesduremethylester (118) erhielt man 696 mg (2.30 mmol) des gewlinschten

Produkts.

Gelbe Kristalle. MeO o
0 0

Ausbeute: 696 mg (2.30 mmol, 75%). Me Me 126
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Schmp.: 97 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.***! 98 °C (EtOH).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 3.60 (s, 3 H, OMe), 3.75 (s, 6 H, OMe), 3.80 (s, 3 H, OMe),
6.4-7.4 (m, 6 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.l*%!

2,2'3,4,6'-Pentamethoxybenzophenon (127)

Die Synthese von 127 verlief analog der Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung
Polymethoxy-substituierter Benzophenone 1. Aus der Umsetzung von 600 mg (2.65 mmol) 2,3,4-
Trimethoxybenzoesdauremethylester (120) erhielt man 613 mg (1.89 mmol) des gewiinschten

Produkts.

MeO 0] 127
Brauner Feststoff. O O
M% ﬁe OMe
Ausbeute: 613 mg (1.89 mmol, 71%). OMe

Schmp.: 170 °C (n-Hexan/EtOAc).

IR (KBr): v = 3511 (br), 3034 (w), 2946 (w), 2843 (w), 1672 (s), 1590 (s), 1473 (s), 1435 (m),
1410 (m), 1290 (m), 1252 (s), 1111 (s), 1012 (w), 974 (m), 833 (w), 813 (w), 790 (W), 755 (W),
603 (w) cm’™.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 0 = 3.60 (s, 3 H, OMe), 3.67 (s, 6 H, OMe), 3.80 (s, 3 H, OMe),
3.85 (s, 3 H, OMe), 6.54 (d, J = 8.3 Hz, 2 H, Ar-H), 6.64 (d,/=9.0 Hz, 1 H, Ar-H), 7.23 (t, J =
8.4 Hz, 1 H, Ar-H), 7.47 (d, ] =9.0 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

3C-NMR (100 MHz, MeOD): § = 56.1 (OMe), 56.2 (OMe), 61.1 (OMe), 61.3 (Ar-C), 104.2,
106.7, 121.4, 126.4, 127.5, 130.2, 142.4, 155.0, 157.4, 158.7 (Ar-C), 192.9 (C=0) ppm.



EXPERIMENTELLER TEIL 182

EI (70 eV) m/z (%): 332 (78) [M]", 315 (30), 301 (62), 271 (16), 195 (70), 181 (43), 165 (100),
151 (59), 138 (22), 122 (14), 107 (18), 91 (10), 84 (24), 71 (14), 57 (23), 43 (15).

HRESI-MS: m/z 333.1331 [M+H]" (m/z 333.1333 [M+H]" ber. fiir C15H ).

CHNS C3H200¢ (322.35): ber. C 65.05, H 6.07; gef. C 64.43, H 6.21.

2,2'4,5,6'-Pentamethoxybenzophenon (128)

Die Synthese von 128 verlief analog der Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung
Polymethoxy-substituierter Benzophenone 1. Aus der Umsetzung von 280 mg (1.24 mmol) 2,3,5-
Trimethoxybenzoesduremethylester (121) erhielt man 207 mg (0.62 mmol) des gewiinschten

Produkts.

MeO ) 128

Schwach orange Kristalle. “ﬂ l OMe
0 0 OMe

Me Me
Ausbeute: 207 g (0.62 mmol, 50%).

Schmp.: 166-170 °C (n-Hexan/EtOAc).

IR (KBr): v = 3446 (br), 3115 (w), 3005 (w), 2935 (w), 2845 (w), 1638 (s), 1595 (s), 1515 (s),
1470 (s), 1435 (m), 1404 (m), 1360 (m), 1285 (s), 1272 (s), 1257 (s), 1216 (s), 1171 (w), 1109
(s), 1043 (m), 1025 (s), 1002 (w), 922 (w), 880 (), 822 (w), 803 (m), 791 (m), 760 (m), 731 (w),
683 (W), 639 (m), 586 (W), 556 (W), 519 (w) cm™.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 3.52 (s, 3 H, OMe), 3.68 (s, 6 H, OMe), 3.83 (s, 3 H, OMe),
3.89 (s, 3 H, OMe), 6.41 (s, 1 H, Ar-H), 6.54 (d, J= 8.3 Hz, 2 H, Ar-H), 7.21 (t,J= 8.3, 1 H, Ar-
H), 7.45 (s, 1 H, Ar-H) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 56.19 (OMe), 56.23 (OMe), 56.5 (OMe), 57.3 (OMe), 98.1,
104.3, 113.7, 120.3, 122.7, 129.7, 143.5, 154.5, 156.7, 157.2 (Ar-C), 192.1 (C=0) ppm.
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EI (70 eV) m/z (%): 332 (100) [M]’, 315 (26), 301 (15), 271 (6), 195 (35), 181 (15), 165 (47),
151 (17), 137 (5), 122 (7), 107 (10), 92 (3).

HRESI-MS: m/z 355.1155 [M+Na]" (m/z 355.1152 [M+Na]" ber. fiir C;sH,0Na O).

CHNS C5H200¢ (322.35): ber. C 65.05, H 6.07; gef. C 64.60, H 6.03.

2,2'3,4',6"-Pentamethoxybenzophenon (129)

Die Synthese von 129 verlief analog der Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung
Polymethoxy-substituierter Benzophenone 2. Aus der Umsetzung von 450 mg (2.29 mmol) 2,3-
Dimethoxybenzoesduremethylester (116) erhielt man 160 mg (0.48 mmol) des gewiinschten

Produkts.

MeO O 129

Braune Kristalle. O O
MeO (ON@)

Me Me
Ausbeute: 160 mg (0.48 mmol, 21%). OMe

Schmp.: 147 °C (n-Hexan/EtOAc).

IR (KBr): v = 3437 (br), 3098 (w), 3004 (w), 2941 (m), 2843 (w), 1672 (s), 1608 (s), 1583 (s),
1466 (s), 1417 (s), 1339 (w), 1309 (s), 1266 (s), 1226 (s), 1204 (s), 1181 (m), 1156 (s), 1124 (s),
1096 (m), 1075 (m), 1051 (w), 1033 (w), 997 (s), 971 (s), 948 (w), 922 (w), 909 (w), 834 (m),
804 (s), 785 (m), 770 (m), 670 (W), 646 (W), 621 (w), 581 (W), 561 (w), 513 (w), 478 (w) cm’".

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 3.60 (s, 3 H, OMe), 3.65 (s, 6 H, OMe), 3.80 (s, 3 H, OMe),
3.83 (s, 3 H, OMe), 6.01 (s, 2 H, Ar-H), 6.97-7.03 (m, 2 H, Ar-H), 7.19 (dd, J=7.3,2.3 Hz, | H,
Ar-H) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): § = 55.6 (OMe), 56.1 (OMe), 56.2 (OMe), 61.5 (OMe), 90.1,
114.5, 115.7,122.3, 123.6, 135.4, 149.1, 153.3, 159.2, 162.5 (Ar-C), 193.9 (C=0) ppm.
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EI (70 eV) m/z (%): 332 (51) [M]’, 315 (14), 301 (25), 271 (6), 195 (100), 181 (31), 165 (17),
152 (11), 137 (11), 122 (7), 107 (6), 77 (8), 69 (3), 51 (3), 39 (2).

HRESI-MS: m/z 333.1333 [M+H]" (m/z 333.1333 [M+H]" ber. fiir C15H/O¢).

CHNS C5H200¢ (322.35): ber. C 65.05, H 6.07; gef. C 64.49, H 6.28.

2,2"4,4',6"-Pentamethoxybenzophenon (130)

Die Synthese von 130 verlief analog der Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung
Polymethoxy-substituierter Benzophenone 2. Aus der Umsetzung von 600 mg (3.06 mmol) 2,4-
Dimethoxybenzoesduremethylester (117) erhielt man 799 mg (2.04 mmol) des gewiinschten

Produkts.

Beige Kristalle.
MeO 00 OMe

Me Me
Ausbeute: 799 mg (2.04 mmol, 79%).

Schmp.: 139 °C (Acetonitril/Et,0); Lit.**! 142 °C (MeOH).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 3.65 (s, 6 H, OMe), 3.72 (s, 3 H, OMe), 3.81 (s, 6 H, OMe),
6.10 (s, 2 H, Ar-H), 6.40-6.43 (m, 2 H, Ar-H), 7.62 (m, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.**"

2,2'4,5',6-Pentamethoxybenzophenon (131)

Die Synthese von 131 verlief analog der Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung

Polymethoxy-substituierter Benzophenone 2. Aus der Umsetzung von 450 mg (2.29 mmol) 2,5-
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Dimethoxybenzoesduremethylester (118) erhielt man 274 mg (0.82 mmol) des gewlinschten

Produkts.

Schwach rosa Kristalle. MeO 0
Ausbeute: 274 mg (0.82 mmol, 36%). MeO M2 Me a1

Schmp.: 130 °C (n-Hexan/EtOAc).

IR (KBr): v = 3446 (br), 2994 (m), 2971 (m), 2940 (m), 2839 (m), 1644 (s), 1603 (s), 1586 (s),
1492 (s), 1471 (s), 1459 (s), 1435 (m), 1409 (s), 1325 (s), 1278 (s), 1261 (m), 1244 (s), 1223 (s),
1207 (s), 1178 (m), 1161 (s), 1144 (s), 1128 (s), 1058 (m), 1045 (s), 981 (m), 946 (m), 871 (m),
846 (m), 826 (s), 806 (s), 785 (m), 755 (m), 730 (s), 682 (W), 637 (W), 625 (W), 609 (s), 558 (W),
502 (w) em™.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): J = 3.61 (s, 3 H, OMe), 3.65 (s, 6 H, OMe), 3.75 (s, 3 H, OMe),
3.81 (s, 3 H, OMe), 6.10 (s, 2 H, Ar-H), 6.83 (d, J= 9.0 Hz, 1 H, Ar-H), 6.96 (dd, J=9.0, 3.3 Hz,
1 H, Ar-H), 7.23 (d, J= 3.2 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): d = 55.6 (OMe), 56.0 (OMe), 56.2 (OMe), 57.3 (OMe), 91.0,
114.7,114.8, 115.8, 119.7, 130.3, 153.6, 154.1, 159.0, 162.3 (Ar-C), 193.3 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 332 (75) [M]", 315 (16), 301 (17), 271 (5), 195 (100), 181 (34), 168 (32),
152 (11), 137 (10), 135 (6), 107 (5), 77 (5), 63 (2), 53 (2), 39 (1).
HRESI-MS: m/z 333.1333 [M+H]" (m/z 333.1333 [M+H]" ber. fiir C sH,,0s).

CHNS C5H200¢ (276.32): ber. C 65.05, H 6.07; gef. C 65.12, H 6.39.

2,2'4,6,6'-Pentamethoxybenzophenon (132)

Die Synthese von 132 verlief analog der Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung

Polymethoxy-substituierter Benzophenone 2. Aus der Umsetzung von 578 mg (2.95 mmol) 2,6-
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Dimethoxybenzoesduremethylester (119) erhielt man 252 mg (0.76 mmol) des gewlinschten

Produkts.

MeO (0] OMe

Farblose Kristalle. i M i
MeO I (ON@) O

Ausbeute: 252 mg (0.76 mmol, 26%). Moo n

Schmp.: 147-149 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.**! 150 °C (Benzol).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): J = 3.61 (s, 6 H, OMe), 3.63 (s, 6 H, OMe), 3.78 (s, 3 H, OMe),
6.01 (s, 2 H, Ar-H), 6.45 (d,J=9.1 Hz, 2 H, Ar-H), 7.18 (t, /= 9.1 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.*%!

2,2"3,4,4' 6"-Hexamethoxybenzophenon (133)

Die Synthese von 133 verlief analog der Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung
Polymethoxy-substituierter Benzophenone 2. Aus der Umsetzung von 586 mg (2.59 mmol) 2,3,4-
Trimethoxybenzoesduremethylester (120) erhielt man 188 mg (0.52 mmol) des gewiinschten

Produkts.

Schwach brauner Feststoff. MeO © 133
MeO i (ON©) O OMe
Ausbeute: 188 mg (0.52 mmol, 20%). Me Me e

Schmp.: 136 °C (n-Hexan/EtOAc).

IR (KBr): v = 3447 (br), 3003 (m), 2973 (m), 2946 (m), 2843 (m), 1666 (s), 1588 (s), 1493 (m),
1460 (s), 1436 (m), 1412 (s), 1339 (m), 1286 (s), 1273 (s), 1232 (s), 1205 (s), 1189 (m), 1151 (s),
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1123 (s), 1099 (s), 1059 (w), 1028 (m), 969 (m), 906 (w), 822 (m), 791 (m), 749 (w), 702 (W),
674 (w), 601 (w), 570 (w), 491 (w) cm™.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 0 = 3.65 (s, 3 H, OMe), 3.66 (s, 6 H, OMe), 3.81 (s, 3 H, OMe),
3.82 (s, 3 H, OMe), 3.86 (s, 3 H, OMe), 6.10 (s, 2 H, Ar-H), 6.62 (d, J=8.8 Hz, 1 H, Ar-H), 7.41
(d, J=8.8 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 55.6 (OMe), 56.1 (OMe), 56.2 (OMe), 61.1 (OMe), 61.6
(OMe), 91.0, 106.7, 114.6, 127.2, 127.6, 142.5, 154.7, 157.3, 158.8, 162.2 (Ar-C), 192.3 (C=0)

EI (70 eV) m/z (%): 362 (65) [M]", 345 (47), 331 (50), 317 (6), 301 (9), 195 (100), 181 (43), 168
(39), 151 (18), 137 (11), 109 (4), 94 (2), 77 (3), 69 (2).

HRESI-MS: m/z 385.1257 [M+Na]" (m/z 385.1258 [M+Na]" ber. fiir C;90H»NaO-).

CHNS C9H»,07 (362.37): ber. C 62.97, H 6.12; gef. C 62.80, H 5.92.

2,2'4,4"5,6"-Hexamethoxybenzophenon (134)

Die Synthese von 134 verlief analog der Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung
Polymethoxy-substituierter Benzophenone 2. Aus der Umsetzung von 586 mg (2.59 mmol) 2,4,5-
Trimethoxybenzoesduremethylester (121) erhielt man 258 mg (0.71 mmol) des gewiinschten

Produkts.

Brauner Feststoff.

MeO O 134
Ausbeute: 258 mg (0.71 mmol, 27%). MeO O 00 O OMe

Me Me

Schmp.: 153 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.”*'1 120 °C (MeOH).
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"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 0 = 3.57 (s, 3 H, OMe), 3.66 (s, 6 H, OMe), 3.81 (s, 3 H, OMe),
3.82 (s, 3 H, OMe), 3.89 (s, 3 H,O Me), 6.10 (s, 2 H, Ar-H), 6.41 (s, 1 H, Ar-H), 7.39 (s, 1 H, Ar-
H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.**!)

2-Hydroxy-2',3,6'"-Trimethoxybenzophenon (135)

Unter Argon wurden 600 mg (1.99 mmol) 2,2',3',6-Tetramethoxybenzophenon (124) in 45
mL abs. CH,Cl, vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Dazu tropfte man 2.8 mL (2.78 mmol) einer
BCl;3-Losung (1 M in Hexan) und riihrte 3 h bei 0 °C. Die Reaktionslosung wurde mit Sproz. HCI
angesduert und erschopfend mit CH,Cl, extrahiert. Nach Waschen der vereinigten organischen
mit ges. NaHCO;-Losung, Trocknen tiber MgSO4 und Entfernen des Losungsmittels erhielt man

539 mg (1.87 mmol) des gewiinschten Produkts 135.

Schwach brauner Feststoff. MeO o)
Ausbeute: 539 mg (1.87 mmol, 94%). I Ve 9 I
135 OMe

Schmp.: 150 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit."** 146-148 °C (MeOH).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 0 = 3.71 (s, 6 H, OMe), 3.94 (s, 3 H, OMe), 6.62 (d, J = 8.5 Hz, 2
H, Ar-H), 6.72 (t, /= 8.1 Hz, 1 H, Ar-H), 6.94 (dd, J= 8.6, 1.5 Hz, 1 H, Ar-H), 7.05 (dd, J= 7.8,
1.2 Hz, 1 H, Ar-H), 7.94 (t, J=8.5 Hz, 1 H, Ar-H), 12.41 (s, 1 H, OH) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.>*?!
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung Polymethoxy-substituierter Xanthone durch

selektive O-Demethylierung und Cyclisierung der entsprechenden Benzophenon-Vorldufer:

Unter Stickstoff wurde ein Aquivalent der Benzophenon-Vorstufe in abs. CH,Cl, vorgelegt.
Man kiihlte die Losung auf 0 °C und tropfte 1.1 Aquivalente einer 1 M Ldsung aus BCl; in n-
Hexan zu. Nach beendeter Zugabe wurde bis zur Vollstandigkeit der Reaktion weitere 2 h bei RT
geriihrt. Die Reaktionslosung wurde mit Sproz. HCl angesduert und die wissriger Phase
erschopfend mit CH,Cl, extrahiert. Nach Waschen der vereinigten organischen Phasen mit
NaHCOs3 und deren Trocknung mit MgSO4 entfernte man das Losungsmittel im Vakuum. Der
Riickstand wiirde in ein Gemisch aus H,O/Pyridin (1:2) aufgenommen, mit einem grof3en
Uberschuss Tetramethylammoniumhydroxid (ca. 20 Aquivalente) versetzt und iiber Nacht unter
Riickfluss erhitzt. Nach Ansduern der Reaktionslésung mit Sproz. HCl und erneuter
erschopfender Extraktion mit CH,Cl, trocknete man die vereinigten organischen Phasen {iber
MgSO4 und entfernte das Losungsmittel im Vakuum. Man erhielt so die gewiinschten

Poylmethoxy-Xanthone in reiner Form.
1,5-Dimethoxyxanthon (136)

Die Synthese von 136 wurde analog zur Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Polymethoxy-Xanthonen durchgefiihrt. Aus der Umsetzung von 600 mg (1.99 mmol) des

Benzophenons 124 erhielt man so 479 mg (1.87 mmol) des gewiinschten Produkts.

Farblose Kristalle.

O OMe
Ausbeute: 479 mg (1.87 mmol, 94%). O o O
OMe 136

Schmp.: 189 °C (CH,Cl,); Lit.***! 190 °C (CHCl3/2-Methylpentan).

'H-NMR (400 MHz, CDCLy): § = 3.99 (s, 6 H, OMe), 6.78 (dd, J = 8.3, 0.6 Hz, 1 H, Ar-H), 7.15
(dd, J = 8.5, 1.0 Hz, 1 H, Ar-H), 7.16 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1 H, Ar-H), 7.23 (t, /= 8.0 Hz, 1 H,
Ar-H), 7.58 (t, J= 8.4 Hz, 1 H, Ar-H), 7.85 (dd, J= 8.0, 1.5 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.
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Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein,??3*%4

1,6-Dimethoxyxanthon (137)

Die Synthese von 137 wurde analog zur Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Polymethoxy-Xanthonen durchgefiihrt. Aus der Umsetzung von 300 mg (0.99 mmol) des

Benzophenons 125 erhielt man so 226 mg (0.88 mmol) des gewiinschten Produkts.

Farblose Kristalle.

137
Ausbeute: 226 mg (0.88 mmol, 89%). MeO‘

Schmp.: 184 °C (CH,Cly); Lit.?**! 178-179 °C (CHCl3/2-Methylpentan).

'"H-NMR (400 MHz, CDCL3): & = 3.89 (s, 3 H, OMe), 3.98 (s, 3 H, OMe), 6.76 (dd, J = 8.3, 0.6
Hz, 1 H, Ar-H), 6.79 (d, J= 2.4 Hz, 1 H, Ar-H), 6.87 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1 H, Ar-H), 6.99 (dd, J
=8.5, 1 Hz, 1 H, Ar-H), 7.54 (t, /= 8.3 Hz, 1 H, Ar-H), 8.18 (d, /= 8.8 Hz, | H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

. . [395,396
iiberein,??>*%¢

1,7-Dimethoxyxanthon (138)

Die Synthese von 138 wurde analog zur Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Polymethoxy-Xanthonen durchgefiihrt. Aus der Umsetzung von 600 mg (1.99 mmol) des
Benzophenons 126 erhielt man so 255 mg (0.99 mmol) des gewiinschten Produkts.

Schwach gelbe Nadeln.
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Ausbeute: 255 mg (0.99 mmol, 50%). 138 o0  OMe

MeO.
Schmp.: 148 °C (CH,Cl,); Lit.**"! 148-149 °C (EtOH).

'H-NMR (400 MHz, CDCL3): & = 3.87 (s, 3 H, OMe), 3.9 (s, 3 H, OMe), 6.75 (d, J= 7.7 Hz, 1
H, Ar-H), 7.02 (dd, J= 8.5, 0.9 Hz, 1 H, Ar-H), 7.24 (dd, J=9.1, 3.0 Hz, 1 H, Ar-H), 7.33 (d, J =
9.0 Hz, 1 H, Ar-H), 7.56 (t, J= 8.3 Hz, 1 H, Ar-H), 7.67 (d, J= 3.0 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.>”!

1,5,6-Trimethoxyxanthon (139)

Die Synthese von 139 wurde analog zur Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Polymethoxy-Xanthonen durchgefiihrt. Aus der Umsetzung von 500 mg (1.50 mmol) des

Benzophenons 127 erhielt man so 357 mg (1.25 mmol) des gewiinschten Produkts.

Schwach gelbe Nadeln.

139 (0] OMe

Ausbeute: 357 mg (1.25 mmol, 82%). O O
MeO o}

OMe

Schmp.: 149 °C (CH,Cly); Lit.***! 148-150 °C (EtOH).

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 3.88 (s, 3 H, OMe), 3.90 (s, 3 H, OMe), 3.98 (s, 3 H, OMe),
6.75 (d,J=7.7 Hz, 1 H, Ar-H), 6.78 (dd, J= 8.4, 1.0 Hz, 1 H, Ar-H), 6.87 (dd, J=8.4, 1.0 Hz, 1
H, Ar-H), 6.99 (d, /= 7.7 Hz, 1 H, Ar-H), 7.53 (t, /= 8.4 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.>*¥!
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1,6,7-Trimethoxyxanthon (140)

Die Synthese von 140 wurde analog zur Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Polymethoxy-Xanthonen durchgefiihrt. Aus der Umsetzung von 500 mg (1.50 mmol) des

Benzophenons 128 erhielt man so 392 mg (1.37 mmol) des gewiinschten Produkts.

Schwach gelbe Nadeln. 140 O OMe

Ausbeute: 392 mg (1.37 mmol, 91%).

Schmp.: 188 °C (CH,Cl,); Lit.**" 184-187 °C (EtOH).

'H-NMR (400 MHz, CDCL3): 6 = 3.95 (s, 3 H, OMe), 3.97 (s, 3 H, OMe), 3.99 (s, 3 H, OMe),
6.76 (d, J="7.8 Hz, 1 H, Ar-H), 6.82 (s, 1 H, Ar-H), 7.00 (dd, J=8.5, 0.9 Hz, 1 H, Ar-H), 7.53 (t,
J=8.3Hz, 1H, Ar-H), 7.63 (s, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.**”

1,3,5-Trimethoxyxanthon (141)

Die Synthese von 141 wurde analog zur Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Polymethoxy-Xanthonen durchgefiihrt. Aus der Umsetzung von 50 mg (0.15 mmol) des

Benzophenons 13/ erhielt man so 38 mg (0.13 mmol) des gewiinschten Produkts.

Schwach gelbe Nadeln. O OMe
Ausbeute: 38 mg (0.13 mmol, 89%). O o) O OMe
OMe 141

Schmp.: 227-228 °C (CH,Cly); Lit.!**'1220-221 °C (EtOAc).
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): J = 3.88 (s, 3 H, OMe), 3.95 (s, 3 H, OMe), 3.99 (s, 3 H, OMe),
6.33 (d, J=2.3 Hz, 1 H, Ar-H), 6.60 (d, /= 2.3 Hz, 1 H, Ar-H), 7.14 (dd, J= 8.0, 1.5 Hz, 1 H,
Ar-H), 7.21 (dd, J= 8.0, 1.5 Hz, 1 H, Ar-H), 7.84 (dd, J= 8.1, 1.5 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.[>*!

1,3,6-Trimethoxyxanthon (142)

Die Synthese von 142 wurde analog zur Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Polymethoxy-Xanthonen durchgefiihrt. Aus der Umsetzung von 50 mg (0.15 mmol) des

Benzophenons 130 erhielt man so 42 mg (0.15 mmol) des gewiinschten Produkts.

Schwach gelbe Nadeln.

142 (0] OMe
Ausbeute: 42 mg (0.15 mmol, 100%). Voo OM
e e

Schmp.: 150-158 °C (CH,Cl,); Lit.!*** 155-156 °C (EtOH).

'"H-NMR (400 MHz, CDCl5): = 3.83 (s, 3 H, OMe), 3.84 (s, 3 H, Me), 3.90 (s, 3 H, Me), 6.34
(d,J=2.3Hz, 1 H, Ar-H), 6.40 (d, J= 2.3 Hz, | H, Ar-H), 7.28 (dd, J=9.1, 3.2 Hz, 1 H, Ar-H),
7.35(d,J=8.8 Hz, 1 H, Ar-H), 7.60 (d, J= 3.2 Hz, | H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

{iberein.[2?43]
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1,3,7-Trimethoxyxanthon (143)

Die Synthese von 143 wurde analog zur Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Polymethoxy-Xanthonen durchgefiihrt. Aus der Umsetzung von 20 mg (0.06 mmol) des

Benzophenons 131 erhielt man so 17 mg (0.06 mmol) des gewiinschten Produkts.

Schwach gelbe Nadeln.

@) OMe
Ausbeute: 17 mg (0.06 mmol, 100%). 143 ° OMe

Schmp.: 170-174 °C (CH,Cl,); Lit.**" 171-173 °C (MeOH/H,0).

'H-NMR (400 MHz, CDCLy): § = 3.87 (s, 3 H, OMe), 3.88 (s, 3 H, OMe), 3.95 (s, 3 H, OMe),
6.31(d, J=2.3 Hz, | H, Ar-H), 6.46 (d, J= 2.4 Hz, 1 H, Ar-H), 6.75 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, Ar-H),
6.86 (dd, J=8.8,2.4 Hz, 1 H, Ar-H), 8.17 (dd, J= 8.8, 2.4 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

{iberein.[2?43]

1,3,8-Trimethoxyxanthon (144)

Die Synthese von 144 wurde analog zur Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Polymethoxy-Xanthonen durchgefiihrt. Aus der Umsetzung von 20 mg (0.06 mmol) des

Benzophenons 132 erhielt man so 17 mg (0.06 mmol) des gewiinschten Produkts.

Schwach braune Nadeln. OMe 144

MeO 0]
Ausbeute: 17 mg (0.06 mmol, 100%). OMe

Schmp.: 183-184 °C (CH,Cl,); Lit.*"*! 188-190 °C (Sublimation).
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): J = 3.86 (s, 3 H, OMe), 3.91 (s, 3 H, OMe), 3.94 (s, 3 H, OMe),
6.28 (d, J=2.3 Hz, 1 H, Ar-H), 6.40 (d, /= 2.3 Hz, 1 H, Ar-H), 6.72 (dd, J= 8.3, 0.6 Hz, 1 H,
Ar-H), 6.90 (dd, J=8.3, 0.9 Hz, 1 H, Ar-H), 7.47 (t, J = 8.3 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

. . [376,399
iiberein.[*763%%)

1,3,5,6-Tetramethoxyxanthon (145)

Die Synthese von 145 wurde analog zur Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Polymethoxy-Xanthonen durchgefiihrt. Aus der Umsetzung von 52 mg (0.14 mmol) des

Benzophenons 133 erhielt man so 44 mg (0.14 mmol) des gewiinschten Produkts.

Farblose Kristalle.

145 @) OMe
Ausbeute: 44 mg (0.14 mmol, 100%). MeO O 0 O OMe

MeO

Schmp.: 144-145 °C (CH,Cly); Lit.*"" 146-147 °C (Et,O/PE).

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 0 = 3.89 (s, 3 H, OMe), 3.94 (s, 3 H, OMe), 3.96 (s, 3 H, OMe),
3.98 (s, 3 H, OMe), 6.32 (d, /=2.4 Hz, 1 H, Ar-H), 6.57 (d,J=2.3 Hz, 1 H, Ar-H), 6.92 (d, J =
9.0 Hz, 1 H, Ar-H), 8.00 (d, /=9.0 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

{iberein.?77-¥¢]
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1,3,6,7-Tetramethoxyxanthon (146)

Die Synthese von 146 wurde analog zur Allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
Polymethoxy-Xanthonen durchgefiihrt. Aus der Umsetzung von 160 mg (0.44 mmol) des

Benzophenons 134 erhielt man so 94 mg (0.30 mmol) des gewiinschten Produkts.

Schwach gelbe Nadeln.

146 O OMe
MeQO
Ausbeute: 94 mg (0.30 mmol, 68%).
MeO o) OMe

Schmp.: 164-166 °C (CH,Cl,); Lit.**” 165-166 °C (EtOAc).

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 0 = 3.87 (s, 3 H, OMe), 3.94 (s, 9 H, OMe), 6.31 (d,J=2.3 Hz, 1
H, Ar-H), 6.43 (d,J=2.3 Hz, 1 H, Ar-H), 6.78 (s, 1 H, Ar-H), 7.62 (s, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.**”

1-(Prenyloxy)xanthon (147)

Eine Suspension aus 200 mg (0.94 mmol) 1-Hydroxyxanthon (109), 20 mg (0.12 mmol) KI,
560 mg (4.05 mmol) K,CO; und 170 mg (1.14 mmol) Prenylbromid in 3 mL DMF wurde iiber
Nacht bei RT geriihrt. Man versetzte die Reaktionslosung mit H,O und extrahierte die wéssrige
Phase mit Et,O und CH,Cl,. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgSO,4 getrocknet
und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Aus dem Riickstand isolierte man mittels
Saulenchromatographie (Kieselgel, n-Hexan/EtOAC, 1:1) 200 mg (0.71 mmol) des gewiinschten
Xanthons 147.

Schwach gelbe Kristalle.

Ausbeute: 200 mg (0.71 mmol, 72%).
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Schmp.: 103 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.1**) 102-104 °C (Heptan).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.75 (s, 3 H, Me), 1.78 (s, 3 H, Me), 4.70 (d, J = 6.4 Hz, 2 H,
CH,), 5.59-5.62 (m, 1 H, CH), 6.76 (dd, J = 8.2, 0.8 Hz, 1 H, Ar-H), 7.00 (dd, J = 8.3, 0.9 Hz, 1
H, Ar-H), 7.29 (dt, J= 8.1, 1.1 Hz, | H, Ar-H), 7.37 (dd, J= 8.4, 0.6 Hz, 1 H, Ar-H), 7.53 (t, J =
8.3 Hz, 1 H, Ar-H), 7.62 (dt, J= 8.1, 1.1 Hz, 1 H, Ar-H), 8.26 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1 H, Ar-H)
ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein, %!

1-Hydroxy-4-prenylxanthon (148)

Eine Suspension aus 500 mg (1.78 mmol) 1-(Prenyloxy)xanthon (149) und 500 mg Florisil-
Pulver in 5 mL Toluol wurde bei 50 °C fiir 14 h geriihrt. Nach Filtration der Reaktionslosung und
Einengen des Losungsmittels im Vakuum reinigte man den verbleibenden Riickstand
sdaulenchromatographisch (Kieselgel, Toluol/PE, 1:3) auf. Man erhielt so 320 mg (1.14 mmol)
des Prenylxanthons 148.

Gelbe Kristalle. O O
0

Ausbeute: 320 mg (1.14 mmol, 64%).

Schmp.: 128 °C (Toluol/PE).

IR (KBr): v = 3432 (br), 3003 (m), 2962 (w), 2943 (w), 2933 (w), 2864 (w), 1609 (s), 1473 (m),
1459 (m), 1376 (m), 1307 (m), 1279 (m), 1238 (m), 1201 (w), 1154 (w), 1058 (s), 812 (W), 779
(W), 755 (3), 666 (W), 606 (W), 450 (w) cm™.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 1.72 (s, 3 H, Me), 1.74 (d, J= 0.9 Hz, 3 H, Me), 3.37 (d, J =
72 Hz, 2 H, CH»), 5.29-5.34 (m, 1 H, CH), 6.86 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, Ar-H), 7.35 (dt, J= 8.1, 1
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Hz, 1 H, Ar-H), 7.45 (t, J= 8.5 Hz, 2 H, Ar-H), 7.71 (dt, J = 8.6, 1.8 Hz, 1 H, Ar-H), 8.26 (dd, J
= 8.0, 1.6 Hz, Ar-H), 12.88 (s, 1 H, OH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): 0 = 18.0 (Me), 26.0 (Me), 27.2 (CH,), 106.4, 108.8, 118.0, 120.8,
122.0, 123.2, 124.0, 126.3, 133.6, 135.6, 137.1, 154.8, 156.5, 159.3 (Ar-C oder C=C), 182.8
(C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 280 (42) [M]", 265 (42), 237 (26), 225 (100), 212 (6), 125 (8), 77 (9), 41 (5).

HRESI-MS: m/z 303.0993 [M+Na]" (m/z 303.0992 [M+Na]" ber. fiir C;sHsNaO5).

1-Hydroxy-2-prenylxanthon (149)

Eine Suspension aus 220 mg (0.78 mmol) 1-(Prenyloxy)xanthon (149) und 70 mg
Montmorillonit in 5 mL Toluol wurde bei RT fir 3 h geriihrt. Nach Filtration der
Reaktionslosung und Einengen des Losungsmittels im Vakuum reinigte man den verbleibenden
Riickstand sdulenchromatographisch (Kieselgel, Toluol/PE, 1:3) auf. Man erhielt so 72 mg (0.26

mmol) des Prenylxanthons 149.

Gelbe Kristalle.

e s
Ausbeute: 72 mg (0.26 mmol, 33%). o

Schmp.: 130 °C (Toluol/PE).

IR (KBr): v = 3422 (br), 2962 (w), 2945 (w), 2932 (W), 2864 (w), 1642 (s), 1609 (s), 1473 (s),
1459 (s), 1376 (m), 1307 (m), 1279 (m), 1238 (s), 1201 (w), 1154 (w), 1058 (s), 998 (w), 877
(w), 852 (w), 811 (m), 779 (m), 755 (s), 666 (W), 635 (W), 606 (m), 575 (W), 524 (W), 455 (W)

-1
cm .
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.72 (s, 3 H, Me), 1.74 (d, J = 1 Hz, 3 H, Me), 3.37 (d, /= 7.3
Hz, 2 H, CH,), 5.29-5.34 (m, 1 H, CH), 6.86 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, Ar-H), 7.35 (dt, J = 8.1, 1.0 Hz,
1 H, Ar-H), 7.45 (t, J=8.5 Hz, 2 H, Ar-H), 7.71 (dt, J= 8.6, 1.8 Hz, 1 H, Ar-H), 8.26 (dd, ] = 8.0,
1.6 Hz, 1 H, Ar-H), 12.88 (s, 1 H, OH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): ¢ = 18.0 (Me), 26.0 (Me), 27.2 (CH,), 106.4, 108.8, 118.0, 120.8,
121.9, 123.2, 124.0, 126.3, 133.6, 135.6, 137.1, 154.8, 156.5, 159.3 (Ar-C oder C=C), 182.8
(C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 280 (46) [M]", 265 (48) [M-Me]", 237 (40), 225 (100), 212 (8), 125 (8), 77
(13), 41 (6).

HRESI-MS: m/z 303.0991 [M+Na]" (m/z 303.0992 [M+Na]" ber. fiir C1sH;sNaO3).

1-Hydroxy-4-((3,3-dimethyloxiran-2-yl)methyl)xanthon (151)

Zu einer Losung aus 60 mg (0.21 mmol) 1-Hydroxy-4-prenylxanthon (148) in Aceton tropfte
man bei RT eine Losung aus Dimethyldioxiran in Aceton (hergestellt durch Umsetzung von
Aceton mit Oxon)**" bis zum vollstindigen Umsatz von 148. Nach weiteren 15 min Riihren
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und 60 mg (0.20 mmol) des gewiinschten Produkts

151 mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel, Toluol/PE, 1:3) isoliert.

Gelbe Kristalle. HO O
Ausbeute: 60 mg (0.20 mmol, 95%). 0

© 151
Schmp.: 105-109 °C (Toluol/PE). Me™ Me

IR (KBr): v = 3448 (br), 2991 (w), 2982 (W), 2945 (w), 1650 (s), 1607 (s), 1481 (), 1378 (m),
1282 (m), 1236 (s), 1119 (w), 1059 (w), 820 (w), 763 (W), 670 (W), 634 (w), 420 (w) cm’".
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.32 (s, 3 H, Me), 1.45 (s, 3 H, Me), 3.00-3.12 (m, 3 H, CH),
6.77 (d, J= 8.5 Hz, | H, Ar-H), 7.39 (dt, J= 8.1, 1.0 Hz, | H, Ar-H), 7.48-7.52 (m, 2 H, Ar-H),
775 (dt, J = 8.7, 1.8 Hz, 1 H, Ar-H), 8.27 (dd, J = 8.1, 1.3 Hz, 1 H, Ar-H), 12.59 (s, 1H, OH)

BC-NMR (100 MHz, MeOD): § = 19.3 (Me), 25.0 (Me), 28.9 (CHa), 59.1 (C-0), 63.7 (C-O),
109.2, 110.6, 115.9, 118.1, 120.8, 124.5, 126.3, 135.8, 137.8, 154.0, 156.3, 161.0 (Ar-C oder
C=C), 182.7 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 296 (6) [M]’, 253 (87), 238 (24), 225 (100), 181 (5), 105 (5), 77 (13), 57 (9),
43 (9).

HRESI-MS: m/z 319.0939 [M+Na]" (m/z 319.0941 [M+Na]" ber. fiir C1sH;sNaOy).

1-Hydroxy-4-(2,3-dihydroxy-3-methylbutyl)xanthon (152)

Eine Losung aus 30 mg (0.10 mmol) 1-Hydroxy-4-((3,3-dimethyloxiran-2-yl)methyl)xanthon
(151) in 5 mL Dioxan wurde mit 5 Tropfen 2 M H,SOy4 versetzt und 30 min bei RT geriihrt. Man
versetzte die Reaktionslosung mit ges. NaHCOs-Losung und extrahiert erschépfend mit CH,Cl,.
Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO4 getrocknet, vom Losungsmittel befreit
und der verbleibende Riickstand sdulenchromatographisch (Kieselgel, MeOH/CH,Cl,, 1:20)
aufgetrennt. Man isolierte so 19 mg (61 umol) des gewiinschten Diols 152.

Gelbe Kristalle. "0
Ausbeute: 19 mg (61 umol, 60%). Ho ©
’ 152
Me Me
Schmp.: 146-153 °C (MeOH/CH,Cl,). OH

IR (KBr): v = 3431 (br), 2976 (w), 2943 (w), 2998 (w), 1645 (s), 1606 (s), 1482 (s), 1379 (m),
1281 (m), 1238 (s), 1082 (m), 769 (m), 630 (m) cm’".
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'"H-NMR (400 MHz, CDCL3): 6 = 1.34 (s, 3 H, Me), 1.39 (s, 3 H, Me), 2.67 (dd, J= 14.0, 10.4 Hz,
1 H, CH), 3.22 (dd, J = 14.0, 2.1 Hz, 1 H, CH), 3.73 (dd, J = 10.5, 2.3 Hz, 1 H, CH), 6.77 (d, J =
8.5 Hz, 1 H, Ar-H), 7.37-7.44 (m, 2 H, Ar-H), 7.53 (d, J = 8.3 Hz, 1 H, Ar-H), 7.74 (dt, J = 8.6,
1.8 Hz, 1 H, Ar-H), 8.27 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H, Ar-H), 12.55 (s, 1H, OH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): § = 23.7 (Me), 26.9 (Me), 32.3 (CHa), 73.1 (C-0), 78.1 (C-O),
109.3, 110.5, 116.9, 117.9, 120.8, 124.5, 126.4, 135.8, 138.9, 154.1, 156.2, 161.0 (Ar-C oder
C=C), 182.7 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 314 (15) [M]", 255 (10), 225 (100), 213 (29), 77 (6), 59 (13).

HRESI-MS: m/z 337.1053 [M+Na]" (m/z 337.1052 [M+Na]" ber. fiir C;sH;sNaOs).

1-Hydroxy-2-(2,3-dihydroxy-3-methylbutyl)xanthon (153)

Eine Losung aus 31 mg (0.11 mmol) 1-Hydroxy-2-prenylxanthon (149), 15 mg (95 pumol)
KMnO, und 15 mg (0.12 mmol) MgSO, in 2 mL CH,Cl,, 2mL H,O und 1 mL MeOH wurde bis
zum Verschwinden der Farbung von KMnQO, geriihrt. Man filtrierte die Reaktionslésung und
extrahierte das Filtrat erschopfend mit CH,Cl,. Sédulenchromatographische Aufreinigung

(Kieselgel, MeOH/CH,Cl,, 1:20) lieferte 9 mg (29 pmol) des gewiinschten Diols 153.

Gelbe Kristalle.
Me HO ©
HO
Me v
Ausbeute: 9 mg (29 pmol, 26%). HO
153 °

Schmp.: 189-192 °C (MeOH/CH,Cl,).

IR (KBr): v = 3313 (br), 2981 (w), 2975 (W), 2945 (w), 1643 (s), 1609 (s), 1588 (m), 1473 (),
1447 (s), 1380 (m), 1310 (m), 1282 (m), 1241 (s), 1205 (m), 1149 (w), 1061 (s), 950 (w), 876
(w), 819 (m), 786 (m), 765 (m), 669 (W), 632 (W), 612 (w) cm™.



EXPERIMENTELLER TEIL 202

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6 = 1.28 (s, 3 H, Me), 1.31 (s, 3 H, Me), 2.71 (dd, J = 14.0, 10.4 Hz,
1 H, CH), 2.96 (dd, J=14.0, 2.2 Hz, 1 H, CH), 3.67 (d,J=9.2 Hz, 1 H, CH), 6.92 (d, J = 8.5 Hz,
1 H, Ar-H), 7.38 (dt, /= 8.0, 1.0 Hz, 1 H, Ar-H), 7.46 (dd, /= 8.5, 0.6 Hz, 1 H, Ar-H), 7.53 (d, J
=8.5Hz, 1 H, Ar-H), 7.77 (dt, J=8.7, 1.7 Hz, 1 H, Ar-H), 8.26 (dd, /= 8.0, 1.6 Hz, 1 H, Ar-H),
13.10 (s, 1H, OH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): § = 23.9 (Me), 26.5 (Me), 32.1 (CHa), 73.1 (C-0), 78.7 (C-O),
107.1, 108.8, 118.1, 120.7, 120.8, 124.3, 126.2, 135.9, 138.8, 155.3, 156.5, 159.5 (Ar-C oder
C=C), 182.8 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 314 (3) [M]", 255 (84), 225 (100), 209 (5), 77 (8), 59 (9).

HRESI-MS: m/z 337.1045 [M+Na]" (m/z 337.1052 [M+Na]" ber. fiir C;sH;sNaOs).

4.3 Untersuchungen zu Struktur, Biosynthese und Synthese des antileukimischen Wirkstoffes
Sorbicillacton A (17)

Isolierung von Sorbicillacton A (17) aus den Fiitterunsexperimenten

Sorbicillacton A (17) wurde aus allen Extrakten der Fiitterungsexperimente mit '“C-
markierten Vorstufen nach folgender Vorschrift isoliert: Der aus Kiel angelieferte wissrige
Extrakt wurde mit EtOAc bei pH 7 extrahiert und die so gewonnene organische Phase verworfen.
Man sduerte die wiassrige Phase mit konc. H;PO,4 auf pH 3 an und extrahierte erschopfend mit
EtOAc. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit H,O gewaschen, iiber MgSO, getrocknet
und vom Losungsmittel befreit. Nach Aufnahme der Rohextrakte in MeOH und Filtration der
entstehenden Losungen isolierte man 17 mittels praparativer HPLC (Symmetry C;g 19 x 300 mm
(Waters); H,O + 0.05% TFA (A), MeCN + 0.05% TFA; Fluss 12 mL/min; 0 min 30% B, 30 min
70% B). Die Retentionszeit von Sorbicillacton A (17) betrug 17 min. Die vereinigten,
Sorbicillacton A (17) enthaltenden Fraktionen wurden im Vakuum vom Acetonitril befreit und
die verbleibende wissrige Losung iiber eine RP-18-SPE-Kartusche filtriert. Sorbicillacton A (17)
band dabei quantitativ am SPE-Material. Zur Entfernung von TFA-Resten aus der HPLC-
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Chromatographie wusch man das gebundene 17 mit H,O und eluierte mit MeOH. Man erhielt so
nach Entfernen des LoOsungsmittels folgende Mengen 17 als gelben Feststoff aus den

verschiedenen Fiitterungen:

13C2—Acetat—Fﬁtterung: 2.73 mg
C;-Alanin-Fiitterung: 4.81 mg
Me-Methionin-Fiitterung: 6.82 mg
BC,-Sorbicillin-Fiitterung: <<lmg
C,-Sorbinsiure-Fiitterung: 8.22 mg

NMR-Referenzdaten von Sorbicillacton A (17):

"H-NMR (600 MHz, MeOD): 6 = 1.50 (s, 3 H, Me-11), 1.55 (s, 3 H, Me-8), 1.62 (s, 3 H, Me-7),
1.85(dd, J=6.2, 1.2 Hz, 3 H, Me-6'), 3.66 (s, 1 H, H-1), 6.12 (m, 1 H, H-5"), 6.34 (ddd, J = 14.5,
11.0, 1.3 Hz, 1 H, H-4"), 6.46 (d, /= 14.7 Hz, 1 H, H-2"), 6.53 (d,J=15.4 Hz, 1 H, H-3"), 6.79 (d,
J=154Hz, 1H, H-2"),7.24 (dd, J=14.7, 11.0 Hz, 1 H, H-3") ppm.

3C-NMR (150 MHz, THF-d): 6 = 7.3 (C-8), 18.5 (C-6"), 25.0 (C-7), 26.0 (C-11), 53.0 (C-1),
60.0 (C-9), 81.0 (C-2), 99.6 (C-6), 110.9 (C-4), 121.7 (C-2"), 131.2 (C-3"), 132.0 (C-4"), 136.0
(C-2"), 136.9 (C-5"), 139.1 (C-3'), 162.5 (C-1"), 166.3 (C-4"), 166.5 (C-3), 169.7 (C-1"), 173.0 (C-
10), 192.1 (C-5).

Die physikalischen und spektroskopischen Daten von Sorbicillacton A (17) aus den
Fiitterungsexperimenten stimmten mit denen einer authentischen Referenzsubstanz gut iiberein.
Die Positionen des Einbaus der *C-Markierung wurden durch >C- und INADEQUATE-NMR-
Spektroskopie ermittelt (siche Kapitel 5.3, Abb. 36-38).

Sorbinsdure (174)

Unter Argon wurden 1.5 g (6.63 mmol) Triethylphosphonoacetat (176) in 36 mL abs. Et,O
vorgelegt und auf -78 °C gekiihlt. Zu diesem Gemisch gab man 4.5 mL (7.29 mmol) einer n-
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BuLi-Losung (1.6 M in n-Hexan) und riihrte 30 min bei -78 °C. Nach Zugabe von 0.6 mL (7.29
mmol) Crotonaldehyd (171) entfernte man das Kaéltebad und riihrte iiber Nacht. Die
Reaktionslosung wurde mit ges. NH4Cl-Losung versetzt und erschopfend mit Et;O extrahiert.
Nach Waschen und Trocknen (MgSQO4) der vereinigten organischen Phasen entfernte man das
Losungsmittel im Vakuum. Der Riickstand wurde in 6 mL EtOH aufgenommen, mit 65 mL H,O
sowie 8.8 mL einer 2 M KOH-Losung versetzt und 1 h unter Riickfluss erhitzt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit HCI angesduert, mit Et,O erschopfend extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen liber MgSO, getrocknet und im Vakuum vom Ldsungsmittel befreit. Man
erhielt so 676 mg (6.03 mmol) der gewiinschten Siure 174. Die Synthese von 1,2-"°C»-174

verlief unter Verwendung von 1,2-"C,-markiertem Triethylphosphonoacetats analog.

Weiller Feststoff.

0 174
Ausbeute: 676 mg (6.03 mmol, 91%). HOWMe

Schmp.: 134 °C (Et,0); Lit.**"1 131.5-133 °C (keine Angabe).

'"H-NMR (400 MHz, CDCly): 6 = 1.85 (d, J = 5.1 Hz, 3 H, Me), 5.75 (d, J = 15.4 Hz, 1 H, CH),
6.13-6.24 (m, 2 H, CH), 7.26-7.35 (m, 1 H, CH) ppm.

NMR-Daten der 1,2-"*C,-markierten Substanz 174:

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.85 (d, J = 5.1 Hz, 3 H, Me), 5.74 (ddd, J = 163.1, 15.4, 3.1
Hz, 1 H, CH), 6.13-6.24 (m, 2 H, CH), 7.26-7.35 (m, 1 H, CH) ppm.

3C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 18.9 (C-6), 118.0 (d, J = 73.9 Hz, C-2), 129.9 (C-4), 140.9 (C-
5), 147.1 (C-3), 171.7 (d, J= 73.5 Hz, C-1) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein, !
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2,4-Dihydroxy-3-methylbenzaldehyd (230)

Unter Argon wurden 10.1 mL (131.5 mmol) DMF in 30 mL abs. Acetonitril vorgelegt und
dazu eine Losung aus 10.1 mL (110.2 mmol) POCl; in 10 mL abs. Acetonitril zugetropft. Nach
30 min Riihren bei RT kiihlte man das Reaktionsgemisch auf 0 °C ab und tropfte innerhalb 1 h
12.0 g (96.7 mmol) 2-Methylresorcinol (177) geldst in 30 mL abs. Acetonitril zu. Die Reaktion
war nach 1 h Riihren bei RT beendet. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert und aus H,O
umkristallisiert. Man erhielt so 8.83 g (58.0 mmol) des gewlinschten Aldehyds 230.

Weille Kristalle.
OH
Me
Ausbeute: 8.83 g (58.0 mmol, 60%).
HO
230  CHO

Schmp.: 147 °C (H,0); Lit.** 150-153 °C (H,0).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 2.14 (s, 3 H, Me), 5.51 (s, 1 H, OH), 6.47 (d, J = 8.5 Hz, 1 H,
Ar-H), 6.29 (d, J= 8.5 Hz, 1 H, Ar-H), 9.69 (s, | H, CHO), 11.67 (s, 1 H, OH) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.[4*?!

2,4-Dimethylresorcinol (175)

Unter Argon wurden 1.0 g (6.6 mmol) 2,4-Dihydroxy-3-methylbenzaldehyd (230) in 60 mL abs.
THF vorgelegt, auf 0 °C gekiihlt und spatelweise mit 2.2 g (16.5 mmol) AICl;und 625 mg (16.5
mmol) LiAlH4 versetzt. Man erhitzte die Reaktionslosung 3 h unter Riickfluss und lie§ auf RT
abkiihlen. Nach Ansduern mit 1 N HCI extrahierte man das Reaktionsgemisch erschopfend mit
Et,0, Trocknete die vereinigten organischen Phasen {iber MgSO4 und entfernte das
Losungsmittel im Vakuum. Sidulenchromatographische Aufreinigung des Riickstands lieferte 710

mg (5.1 mmol) des gewlinschten Resorcinols 175.
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Weille Kristalle.
OH
Me
Ausbeute: 710 mg (5.1 mmol, 78%).
HO
175 Me

Schmp.: 108-110 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.?** 110 °C (Toluol/ButylOAc).

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 06 =2.08 (s, 3 H, Me), 2.10 (s, 3 H, Me), 4.54 (s, 1 H, OH), 4.59 (s,
1 H, OH), 6.25 (d,J=8.1 Hz, 1 H, Ar-H), 6.74 (d, /= 8.1 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.*®*

Sorbicillin (155)

1.0 g (7.24 mmol) 2,4-Dimethylresorcinol (175) wurden unter Stickstoff in 40 mL abs.
CH,Cl, vorgelegt, auf 0 °C gekiihlt und mit 0.84 mL (7.96 mmol) Sorbinsdurechlorid (194),
dargestellt aus Sorbinsdure (174) durch Umsetzung mit SOCI,, sowie 1.1 g (7.96 mmol) AICl;
versetzt. Nach 1 h Riihren bei RT versetzte man die Reaktionslésung mit Sproz. HCI und
extrahierte erschopfend mit CH,Cl,. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit MgSO4
getrocknet und vom Lodsungsmittel befreit. Den verbleibenden Riickstand reinigte man
sdulenchromatographisch (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 3:1) auf und erhielt so 1.24 g (5.31 mmol)
des gewiinschten Produkts 155. Die Synthese von 1,2-">C,-155 wurde unter Verwendung von

1,2-°C,-markierter Sorbinsiure analog durchgefiihrt.

Gelbe Kristalle. OH O

Ausbeute: 1.24 g (5.31 mmol, 73 %). HO 155

Schmp.: 123 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.**¥ 123-125 °C (Benzol).
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"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.89 (d, J = 6.2 Hz, 3 H, Me), 2.16 (s, 3 H, Me), 2.20 (s, 3 H,
Me), 5.22 (s, 1 H, OH), 6.20-6.40 (m, 2 H, CH), 6.92 (d, J = 14.9 Hz, 1 H, CH), 7.40-7.50 (m, 2
H, Ar-H und CH), 13.55 (s, 1 H, OH) ppm.

NMR-Daten der 1',2'—13C2—markierten Substanz 155:

'H-NMR (400 MHz, CDCLy): 6 = 1.89 (d, J = 6.2 Hz, 3 H, Me), 2.16 (s, 3 H, Me), 2.20 (s, 3 H,
Me), 5.22 (s, 1 H, OH), 6.20-6.40 (m, 2 H, CH), 6.88 (ddd, J = 157.1, 15.0, 5.7 Hz, 1 H, CH),
7.40-7.50 (m, 2 H, Ar-H und CH), 13.55 (s, 1 H, OH) ppm.

PC-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 7.7 (Me), 15.8 (Me), 19.1 (Me), 110.6, 114.6, 117.7 (Ar-C),
122.1 (d, J = 57.5 Hz, C-2"), 129.0, 130.8, 141.3, 144.8, 158.8, 162.8 (Ar-C oder C=C), 192.7 (d,
J=157.5Hz, C-1") ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.!?%4

O-Acetylsorbicillinol (180)

20 mg (86 umol) Sorbicillin (155) wurden ca. 1 h im Hochvakuum getrocknet und in 2 mL
abs. Essigsdure und 2 mL abs. CH,Cl, aufgenommen. Diese Losung entgaste man bei 0 °C fiir ca.
30 min durch Einleiten von Argon. Nach Zugabe von 38 mg (85 pumol) Pb(OAc)4, das vorher
ebenfalls ca. 1 h im Hochvakuum getrocknet wurde, rithrte man 30-45 min bei 0 °C. Die
Reaktionslosung wurde mit H,O versetzt und mit EtOAc erschopfend extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wusch man mit H,O, ges. NaHCO;-Losung und nochmals mit H,O,
trocknete iiber MgSO4 und engte im Vakuum ein. Den verbleibenden Riickstand reinigte man

flashchromatographisch (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 1:1) auf und erhielt so 11.5 mg (40 pmol)

des gewiinschten Produkts 180.

o o
Me N Me
Gelbe Kristalle. HO™ 7 Me 180
Me O—<o
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Ausbeute: 11.5 mg (40 umol, 46%).
Schmp.: 149 °C (n-Hexan/EtOAc); Lit.!***! 149-150 °C (n-Hexan/Et,0).

'H-NMR (400 MHz, CDCLs): 5 = 1.46 (s, 3 H, Me), 1.83 (s, 3 H, Me), 1.90 (d, /= 6.3 Hz, 3 H,
Me), 2.11 (s, 3 H, Me), 6.24-6.39 (m, 1 H, CH), 6.62 (d, /= 14.8 Hz, | H, CH), 7.22 (s, | H, CH),
7.43 (dd, J=14.8,10.8 Hz, 2 H, CH), 11.79 (s, 1 H, OH) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.!*’!

(2E,4E)-1-(2,4-dihydroxy-3,6-dimethylphenyl) hexa-2,4-dien-1-on (195)

500 mg (3.62 mmol) 2,5-Dimethylresorcinol (193) wurden unter Stickstoff in 20 mL abs.
CH,Cl, vorgelegt, auf 0 °C gekiihlt und mit 0.42 mL (3.98 mmol) Sorbinséurechlorid (194)
sowie 531 mg (3.98 mmol) AICl; versetzt. Nach 1 h Riihren bei RT versetzte man die
Reaktionslosung mit Sproz. HCl und extrahierte erschopfend mit CH,Cl,. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit MgSO4 getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Den
verbleibenden Riickstand reinigte man sdulenchromatographisch (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 3:1)

aufund erhielt so 610 mg (2.61 mmol) des gewliinschten Produkts 195.

Gelbe Kristalle.

MeWMe
Ausbeute: 610 mg (2.61 mmol, 72%). HO Me 195

Schmp.: 145-155 °C (n-Hexan/EtOAc).

IR (KBr): v = 3352 (br), 2980 (w), 2943 (w), 2882 (w), 1701 (w), 1603 (s), 1556 (m), 1409 (m),
1345 (m), 1312 (m), 1262 (s), 1209 (m), 1125 (s), 1091 (m), 1001 (s), 824 (m), 615 (m), 580 (m),
508 (w), 473 (w) cm’.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): d = 1.87 (d, J = 5.3 Hz, 3 H, Me), 2.07 (s, 3 H, Me), 2.43 (s, 3 H,
Me), 5.00 (s, 1 H, OH), 6.18 (s, 1 H, Ar-H), 6.21-6.27 (m, 2 H, CH), 6.59 (d, J= 14.9 Hz, 1 H,
CH), 7.30 (dd, J = 13.8,9.2 Hz, 1 H, CH), 12.59 (s, 1 H, OH) ppm.

PC-NMR (100 MHz, MeOD): § = 7.7 (Me), 19.1 (Me), 24.0 (Me), 108.0, 110.7, 116.6, 128.7,
130.7, 138.0, 141.2, 143.6, 158.4, 163.0 (Ar-C oder C=C), 196.0 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 232 (26) [M]", 217 (8) [M-Me]", 136 (5), 95 (100), 67 (26), 41 (14).

HRESI-MS: m/z 255.0988 [M+Na]" (m/z 255.0992 [M+Na]" ber. fiir C;4HsNaO5).

CHNS C4H605 (232.27): ber. C 72.39, H 6.94; gef. C 72.40, H 7.09.

Sorrentanon (192)

15 mg (65 pmol) (2E,4E)-1-(2,4-dihydroxy-3,6-dimethylphenyl)hexa-2,4-dien-1-on (195)
wurden in 2 mL Aceton vorgelegt und mit einer Losung aus 63 mg (0.22 mmol) ) (KSO3),NO
(Fremy's Salz) in 3 mL eines wassrigen KH,PO4-Puffers (hergestellt durch Lésen von 2.31 g
KH,PO4 in 300 mL H,O) versetzt. Man riihrte die Reaktionslosung 2 h bei RT, extrahierte
erschopfend mit CH,Cl,, wusch die vereinigten organischen Phasen mit ges. NaCl-Losung und
Trocknete sie iiber MgSOj. Flashchromatographische Aufreinigung (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc,
1:1) des nach Entfernen des Losungsmittels verbleibenden Riickstands lieferte 8.1 mg (33 pmol)
des gewiinschten Produkts 192.

Gelbes Ol. Me o~
Me

HO Me 192
Ausbeute: 8.1 mg (33 pmol, 51%). o}

'"H-NMR (400 MHz, CDCLy): 6 = 1.86 (d, J = 5.3 Hz, 3 H, Me), 1.92 (s, 3 H, Me), 1.93 (s, 3 H,
Me), 6.16-6.28 (m, 3 H, CH), 6.89-6.92 (m, 1 H, CH) ppm.
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Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein. 267!

1"-Demethyl-1"-Desamidofumarylsorbicillacton A (196)

Zu einer Losung aus 10 mg (34 pmol) O-Acetylsorbicillinol (180) in 1 mL abs. THF tropfte
man bei -78 °C 221 pL (0.10 mmol) einer KHMDS-Losung (0.5 M in Toluol). Die
Reaktionslosung wurde 30 min geriihrt, mit Sproz. HCI angesduert und auf RT erwédrmt. Man
extrahierte das Reaktionsgemisch mit CH,Cl, erschopfend, wusch die vereinigten organischen
Phasen mit ges. NaCl-Losung und trocknete sie iiber MgSO,4. Flashchromatographische
Aufreinigung (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH, 20:1) des Riickstands ergab 5.7 mg (0.02 mmol) des

gewiinschten Lactons 196.

OH O
. Me = = Me
Gelbes OL H
MO Me o 196
Ausbeute: 5.7 mg (0.02 mmol, 58%). o

'H-NMR (400 MHz, CDCLy): § = 1.12 (s, 3 H, Me), 1.55 (d, J= 7.0 Hz, 3 H, Me), 1.92 (dd, J =
17.5, 12.2 Hz, 1 H, CH), 2.07 (s, 3 H, Me), 2.10 (dd, J = 17.5, 8.2 Hz, 1 H, CH), 2.79 (dd, J =
12.0, 8.2 Hz, 1 H, CH), 5.67 (m, 1 H, CH), 5.76 (d, J = 14.2 Hz, 1 H, CH), 6.21 (m, 1 H, CH),
7.51 (dd, J=14.3, 10.8 Hz, 1 H, CH), 17.02 (s, 1 H, OH) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.**”

4-O-Methylsorbicillin (197)

Unter Argon wurden 250 mg (1.08 mmol) Sorbicillin (155) in 75 mL abs. Aceton vorgelegt
und mit 386 mg (1.18 mmol) Cs;COs3 und 114 pL (1.83 mmol) Mel versetzt. Nach Riihren tiber

Nacht bei RT filtrierte man den Niederschlag ab, befreite das Filtrat vom Losungsmittel und
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isolierte aus dem Riickstand sédulenchromatographisch (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 5:1) 190 mg
(0.77 mmol) des gewiinschten Produkts 197.

Gelbe Kristalle. OH O
Me = =

Ausbeute: 190 mg (0.77 mmol, 71%). MeO

Schmp.: 76-84 °C (n-Hexan/EtOAc).

IR (KBr): v = 3427 (br), 2983 (w), 2945 (w), 2921 (w), 1644 (s), 1568 (s), 1359 (s), 1279 (m),
1231 (m), 1188 (m), 1137 (s), 999 (s), 848 (m), 524 (w) cm™.

'"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 0 = 1.89 (d, J = 5.8 Hz, 3H, Me), 2.16 (5, 3H, Me), 2.22 (d, J = 0.5
Hz, 3H, Me), 3.73 (s, 1H, OMe), 6.24-6.37 (m, 2H, CH), 6.93 (d, J = 14.9 Hz, 1H, CH), 7.42-

7.48 (m, 2H, CH), 13.22 (s, 1H, OH) ppm.

3C-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 11.4 (Me), 18.7 (Me), 21.6 (Me), 62.6 (OMe), 118.7, 122.3,
124.0, 124.6, 131.3, 133.2, 144.3, 147.8, 165.0, 165.9 (Ar-C oder C=C), 196.0 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 246 (99) [M]", 231 (100) [M-Me]", 205 (32), 189 (8), 179 (35), 150 (39),
136 (7), 115 (6), 108 (13), 95 (10), 91 (8).

HRESI-MS: m/z 247.1326 [M+H]" (m/z 247.1329 [M+H]" ber. fiir C;sH;503).

CHNS C5H5305 (246.30): ber. C 73.15, H 7.37; gef. C 72.41, H 7.36.

4-O-Benzylsorbicillin (198)

Unter Argon wurden 200 mg (0.86 mmol) Sorbicillin (155) in 60 mL abs. Aceton vorgelegt
und mit 307 mg (0.94 mmol) CsyCO3 und 0.15 mL (1.29 mmol) BnBr versetzt. Nach Riihren

iiber Nacht bei RT filtrierte man den Niederschlag ab, befreite das Filtrat vom Losungsmittel und
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isolierte aus dem Riickstand sédulenchromatographisch (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 5:1) 135 mg
(0.42 mmol) des gewiinschten Produkts 198.

Gelbe Kristalle.

Me

Ausbeute: 135 mg (0.42 mmol, 49%).
198

Schmp.: 76-84 °C (n-Hexan/EtOAc).

IR (KBr): v = 3421 (br), 2971 (m), 2924 (s), 2834 (w), 1731 (m), 1643 (s), 1455 (m), 1374 (m),
1229 (m), 1123 (s), 1072 (s), 1026 (s), 699 (m) cm’".

'H-NMR (400 MHz, CDCl): 6 = 1.88 (d, J = 5.8 Hz, 3H, Me), 2.18 (s, 3H, Me), 2.22 (s, 3H,
Me), 4.83 (s, 2H, OCH,Bn), 6.25-6.38 (m, 2H, CH), 6.94 (d, J = 14.9 Hz, 1H, CH), 7.33-7.47 (m,
7H, CH), 13.24 (s, 1H, OH) ppm.

PC-NMR (100 MHz, MeOD): § = 9.3 (Me), 16.5 (Me), 19.2 (Me), 74.6 (CH,), 116.4, 120.2,
121.8, 122.1, 128.1, 128.4, 128.8, 128.9, 130.8, 137.2, 141.9, 145.3, 162.2, 162.5 (Ar-C), 193.5
(C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 322 (28) [M]", 231 (5) [M-H-Benzyl]", 165 (3), 91 (100).

HRESI-MS: m/z 323.1642 [M+H]" (m/z 323.1642 [M+H]" ber. fiir C;H»:03).

CHNS C,1H»,05 (322.40): ber. C 78.23, H 6.88; gef. C 78.02, H 7.03.

4-O-MOM-Sorbicillin (199)

Unter Argon wurden 1.0 g (4.28 mmol) Sorbicillin (155) in 40 mL abs. Aceton vorgelegt und
mit 2.36 mg (17.12 mmol) K,CO3 und 1.3 mL (17.12 mmol) MOMCI versetzt. Nach Riihren tiber

Nacht bei RT filtrierte man den Niederschlag ab, befreite das Filtrat vom Losungsmittel und
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isolierte aus dem Riickstand sédulenchromatographisch (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 5:1) 887 mg
(3.21 mmol) des gewiinschten Produkts 197.

Gelbe Kristalle. OH O
Me

Ausbeute: 887 mg (3.21 mmol, 75%). MOMO 199

Schmp.: 56-59 °C (n-Hexan/EtOAc).

IR (KBr): v = 3433 (br), 2993 (w), 2945 (w), 2841 (w), 1641 (s), 1565 (s), 1419 (m), 1359 (s),
1280 (m), 1229 (m), 1137 (s), 1055 (s), 1002 (s), 965 (s), 826 (W) cm’".

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.89 (d, J = 5.8 Hz, 3H, Me), 2.17 (s, 3H, Me), 2.24 (d, J= 0.5
Hz, 3H, Me), 3.58 (s, 1H, OMe), 4.99 (s, 1H, OCH,0), 6.25-6.37 (m, 2H, CH), 6.93 (d, J = 14.9
Hz, 1H, CH), 7.42-7.48 (m, 2H, CH), 13.22 (s, 1H, OH) ppm.

PC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 9.7 (Me), 17.0 (Me), 19.2 (Me), 57.9 (OMe), 99.4 (OCH,0),
116.4, 120.0, 121.7, 122.0, 128.8, 130.8, 141.9, 145.4, 161.3, 162.3 (Ar-C oder C=C), 193.5

(C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 276 (100) [M]", 261 (23) [M-Me]", 231 (24) [M-CH;0CH,]", 203 (5), 177
(6), 165 (10), 136 (9), 95 (97), 91 (8).

HRESI-MS: m/z 299.1252 [M+Na]" (m/z 299.1254 [M+Na]" ber. fiir C;sHNaOs).

CHNS C6H2004 (276.32): ber. C 69.54, H 7.30; gef. C 69.03, H 7.29.

Oxidation von 4-O-Methylsorbicillin (197) mit Pb(OAc)4zu 200

20 mg (81 pmol) 4-O-Methylsorbicillin (197) wurden ca. 1 h im Hochvakuum getrocknet und

in 2 mL abs. Essigsdure und 2 mL abs. CH,Cl, aufgenommen. Diese Losung entgaste man bei 0
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°C fiir ca. 30 min durch Einleiten von Argon. Nach Zugabe von 38 mg (85 pmol) Pb(OAc)s, das
vorher ebenfalls ca. 1 h im Hochvakuum getrocknet wurde, rithrte man {iber Nacht bei 10 °C. Die
Reaktionslosung wurde mit H,O versetzt und mit CH,Cl, erschopfend extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wusch man mit H,O, ges. NaHCO;-Losung und nochmals mit H,O,
trocknete iiber MgSO4 und engte im Vakuum ein. Den verbleibenden Riickstand reinigte man
sdaulenchromatographisch (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 3:1) auf und erhielt so 16.6 mg (54 pmol)
des gewiinschten Produkts 200.

) o o
Gelbe Kristalle. e P
Me
MeO Me
Ausbeute: 16.6 mg (54 umol, 67%). Me "o—\< 200
o

Schmp.: 135-140 °C (n-Hexan/EtOAc).

IR (KBr): v = 3458 (br), 2993 (w), 2999 (w), 2942 (w), 2908 (w), 1741 (s), 1678 (s), 1652 (s),
1575 (s), 1516 (s), 1375 (m), 1339 (m), 1270 (s), 1136 (m), 1071 (m), 1014 (m), 982 (m), 683
(w), 516 (w) cm™.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.49 (s, 1 H, Me), 1.82 (d, J = 6.1 Hz, 3 H, Me), 2.00 (s, 3 H,
Me), 2.13 (s, 3 H, Me), 3.88 (s, 3 H, OMe), 6.13-6.27 (m, 2 H, CH), 6.96 (d, J= 15.2 Hz, 1 H,
CH), 7.28 (dd, J = 15.0, 10.4 Hz, 1 H, CH), 7.86 (s, 1 H, Ar-H) ppm.

3C-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 16.3 (Me), 19.1 (Me), 20.5 (Me), 24.0 (Me), 61.1 (OMe), 82.0
(C-0), 111.1, 127.1, 128.6, 131.2, 140.8, 144.1, 156.9, 168.4, 170.0 (Ar-C oder C=C), 188.0,

194.9 (C=0O) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 304 (19) [M]", 262 (23) [M-Ac]", 245 (17), 230 (12), 219 (42), 205 (23), 187
(18), 165 (40), 151 (40), 135 (12), 95 (59), 77 (12), 67 (23), 43 (100).

HRESI-MS: m/z 327.1195 [M+Na]" (m/z 327.1203 [M+Na]" ber. fiir C17H2NaOs).

CHNS C7H200s5 (304.34): ber. C 67.09, H 6.62; gef. C 66.55, H 6.73.
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Oxidation von 4-O-Benzylsorbicillin (198) mit Pb(OAc),zu 201

55 mg (0.17 mmol) 4-O-Benzylsorbicillin (198) wurden ca. 1 h im Hochvakuum getrocknet
und in 5 mL abs. Essigsdure und 5 mL abs. CH,Cl, aufgenommen. Diese Losung entgaste man
bei 0 °C fiir ca. 30 min durch Einleiten von Argon. Nach Zugabe von 134 mg (0.30 mmol)
Pb(OAc)4, das vorher ebenfalls ca. 1 h im Hochvakuum getrocknet wurde, rithrte man 1.5 h bei
10 °C. Die Reaktionslosung wurde mit H,O versetzt und mit CH,Cl, erschopfend extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wusch man mit H,O, ges. NaHCOs-Losung und nochmals mit
H,O0, trocknete iiber MgSO4 und engte im Vakuum ein. Den verbleibenden Riickstand reinigte
man sdulenchromatographisch (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 1:1) auf und erhielt so 50 mg (0.13

mmol) des gewiinschten Produkts 201.

Gelbes OL. o 0
Me AN
Me
. 0 BnO 5 Me
Ausbeute: 50 mg (0.13 mmol, 77%). e 'o—< 201
o)

IR (KBr): v = 3443 (br), 3083 (w), 3047 (w), 2999 (w), 2983 (W), 2945 (w), 2863 (w), 1736 (s),
1682 (s), 1653 (s), 1575 (s), 15515 (s), 1478 (w), 1368 (m), 1345 (m), 1284 (s), 1248 (s), 1139
(s), 1078 (m), 1018 (m), 986 (m), 748 (m), 696 (m), 520 (W) cm’.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.52 (s, 1 H, Me), 1.82 (d, J = 6.1 Hz, 3 H, Me), 1.85 (s, 3 H,
Me), 2.06 (s, 3 H, Me), 4.88 (d, /=114 Hz, 1 H, CH), 5.25 (d,J=11.4 Hz, 1 H, CH), 6.12-6.27
(m, 2 H, CH), 6.96 (d, J=15.0 Hz, 1 H, CH), 7.26-7.39 (m, 6 H, Ar-H und CH), 7.88 (s, 1 H, Ar-
H) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 16.7 (Me), 19.0 (Me), 20.3 (Me), 24.1 (Me), 75.4 (CH>), 82.0
(C-0), 111.4, 127.1, 127.5, 128.6, 128.8, 128.9, 131.2, 136.4, 140.7, 144.1, 156.6, 168.2, 170.1
(Ar-C oder C=C), 187.9, 195.0 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 289 (11) [M-Bn]’, 248 (5), 181 (9), 108 (18), 95 (100), 79 (20), 67 (32), 57
(17), 43 (88).
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HRESI-MS: m/z 403.1517 [M+Na]" (m/z 403.1516 [M+Na]" ber. fiir C,3H24NaOs).

Oxidation von 4-O-MOM-Sorbicillin (199) mit Pb(OAc), zu 202

50 mg (0.18 mmol) 4-O-MOM-Sorbicillin (199) wurden ca. 1 h im Hochvakuum getrocknet
und in 5 mL abs. Essigsdure und 5 mL abs. CH,Cl, aufgenommen. Diese Losung entgaste man
bei 0 °C fiir ca. 30 min durch Einleiten von Argon. Nach Zugabe von 115 mg (0.26 mmol)
Pb(OAc)4, das vorher ebenfalls ca. 1 h im Hochvakuum getrocknet wurde, rithrte man 2 h bei 10
°C. Die Reaktionslosung wurde mit H,O versetzt und mit CH,Cl, erschopfend extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wusch man mit H,O, ges. NaHCOs-Losung und nochmals mit
H,0, trocknete tiber MgSO,4 und engte im Vakuum ein. Den verbleibenden Riickstand reinigte
man sdulenchromatographisch (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 1:1) auf und erhielt so ca. 1 mg (3

umol) des gewiinschten Produkts 202.

o o
Gelbes Ol. Me NP e
MOMO 1 Me
Ausbeute: ca. 1 mg (0.003 mmol, 2%). Me ,O_<o 202

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.57 (s, 3 H, Me), 1.82 (d, /= 5.3 Hz, 3 H, Me), 1.85 (s, 3 H,
Me), 2.02 (s, 3 H, Me), 3.51 (s, 3 H, OMe), 4.92 (d, J= 5.7 Hz, 1 H, OCH;0), 5.16 (d, /= 5.8 Hz,
1 H, OCH;0), 6.15-6.26 (m, 2 H, CH), 5.51 (d, J=15.9 Hz, 1 H, CH), 6.92 (s, | H, CH), 7.16-
7.23 (m, 1 H, CH) ppm.

Verbindung 202 konnte aufgrund seiner Instabilitét nicht vollstédndig charakterisiert werden.

4-O-Methyl-6-Cyanosorbicillin (207)

Eine Losung aus 5 mg (16.4 pmol) 4-O-Methylsorbicillinolacetat (200) in 1 mL EtOH wurde mit
1.2 mg (24.6 pmol) NaCN versetzt und 8 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum

entfernt, der verbleibende Riickstand in Et,O aufgenommen und mit H,O und einer ges. NaCl-
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Losung gewaschen. Man trocknete die organische Phase iiber MgSO,4 und engte sie im Vakuum
ein. Sdulenchromatographische Aufreinigung (Kieselgel, n-Hexan/EtOAC, 1:1) lieferte 3.1 mg
des Produkts 207.

OH O

Me N
Me

Gelbes Ol.
MeO CN
Vo 207

Ausbeute: 3.1 mg (11.4 umol, 69%).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d = 1.89 (d, J= 5.9 Hz, 3H, Me), 2.21 (s, 3H, Me), 2.44(s, 3H, Me),
3.73(s, 3H, OMe), 6.28-6.44 (m, 2H, CH), 7.27 (m, 1H, CH), 7.44-7.50 (m, 1H, CH), 12.77 (s,
1H, OH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): § = 9.8 (Me), 14.8 (Me), 19.3 (Me), 60.6 (OMe), 109.7, 117.6,
117.8, 125.1, 126.8, 130.0, 130.9, 143.5, 147.2, 161.7, 161.7 (Ar-C, C=C oder CN), 193.6 (C=0)

HRESI-MS: m/z 272.1285 [M+H]" (m/z 272.1281 [M+H]" ber. fiir C;sH;sNO3).

2,4-Dimethoxy-3-methylbenzaldehyd (219)

Unter Stickstoff legte man 3.4 mL (44.68 mmol) DMF in 10 mL abs. Acetonitril vor und
tropfte langsam eine Losung aus 3.4 mL (37.45 mmol) POCl; in 3 mL Acetonitril zu. Nach ca. 1
h trat eine Gelbfarbung des Reaktionsgemisches auf, das dann auf 0 °C gekiihlt und mit 5.0 g
(32.85 mmol) 2,6-Dimethoxytoluol (218) versetzt wurde. Nach Riihren {iber Nacht bei 60 °C gof3
man die Reaktionslosung auf 250 mL Eiswasser und lie iiber Nacht im Kiihlschrank
kristallisieren. Durch Filtration und Trocknung der verbleibenden Kristalle im Hochvakuum

erhielt man 3.25 g (18.04 mmol) des gewiinschten Produkts 219.

OMe
Farblose Nadeln. Me

MeO
Ausbeute: 3.25 g (18.04 mmol, 55%). 219 CHO
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Schmp.: 50 °C (H,0); Lit.*"*! 47-49 °C (Et,0).

"H-NMR (400 MHz, CDCL3): § = 2.13 (s, 3 H, Me), 3.82 (s, 3 H, OMe), 3.87 (s, 3 H, OMe), 6.70
(d,J=8.7 Hz, 1 H, Ar-H), 7.70 (d, J= 8.7 Hz, 1 H, Ar-H), 10.19 (s, 1 H, CHO) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

. . [403,404
{iberein,[403404]

2,4-Dimethoxy-3-methylphenylformiat (220)

4.0 g (22.21 mmol) 2,4-Dimethoxy-3-methylbenzaldehyd (219) wurden in 100 mL abs.
CH,Cl, vorgelegt, auf 0 °C gekiihlt, mit 5.75 g (33.31 mmol) mCPBA versetzt und iiber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Waschen der Reaktionslosung mit ges. K,COs-Losung
trocknete man die organische Phase iiber MgSO4 und entfernte das Losungsmittel. Man isolierte

50 4.10 g (20.90 mmol) des gewiinschten Formiats 220.

OMe
Brauner, amorpher Feststoff. Me
MeO
Ausbeute: 4.10 g (20.90 mmol, 94%). 220 ©OCHO

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 2.14 (s, 3 H, Me), 3.71 (s, 3 H, OMe), 3.79 (s, 3 H, OMe), 6.58
(d,J=9.0 Hz, 1 H, Ar-H), 6.89 (d, J= 8.8 Hz, 1 H, Ar-H), 8.24 (s, | H, CHO) ppm.

Die Verbindung wurde aufgrund ihrer Instabilitit nicht ndher charakterisiert, sondern direkt zur

Darstellung von 2,4-Dimethoxy-3-methylphenol (221) verwendet.

2,4-Dimethoxy-3-methylphenol (221)

1.5 g (7.65 mmol) 2,4-Dimethoxy-3-methylphenylformiat (220) 16ste man in 50 mL MeOH
und gab bei 0 °C 644 mg (11.47 mmol) KOH zu. Die Reaktionslosung wurde 1 h bei 0 °C gertihrt,
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im Vakuum vom MeOH beftreit, in Et,O aufgenommen und mit HCI angesduert. Man wusch die
organische Phase mit H,O und ges. NaCl-Losung, trocknete iiber MgSO4, und entfernte das
Losungsmittel. Man erhielt so 1.20 g (7.14 mmol) des gewlinschten Alkohols 221.

OMe
Gelbes OL. Me
MeO
Ausbeute: 1.20 g (7.14 mmol, 93%). 221  OH

'"H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 3.08 (s, 3 H, Me), 3.74 (s, 3 H, OMe), 3.75 (s, 3 H, OMe), 5.23
(s, 1 H, OH), 6.50 (d, /= 8.8 Hz, 1 H, Ar-H), 6.72 (d, J= 8.8 Hz, | H, Ar-H), 10.19 (s, 1 H, CHO)

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein, %4

2-Methoxy-3-methyl-1,4-benzochinon (222)

Man legte 100 mg (0.59 mmol) 2,4-Dimethoxy-3-methylphenol (221) in 7 mL Acetonitril vor
und tropfte bei 0 °C langsam eine Losung aus 489 mg (0.89 mmol) CAN in 7 mL H,O zu. Nach
1.5 h Riihren bei 0 °C erfolgte Zugabe von H,O und erschopfende Extraktion mit CH,Cl,. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit H,O, ges. NaHCO;-Losung, H,O und ges. NaCl-
Losung gewaschen, iiber MgSO,4 getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Man erhielt so 90

mg (0.59 mmol) des gewiinschten Benzochinons 222.

(0]
Gelbes Ol. Me
MeO

Ausbeute: 90 mg (0.59 mmol, 100%). m  °

"H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 1.91 (s, 3 H, Me), 3.98 (s, 3 H, OMe), 6.51 (d, J=9.9 Hz, | H,
CH), 6.64 (d,J=10 Hz, 1 H, CH) ppm.
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Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.?’!!

4-Hydroxy-3-methoxy-2,4-dimethylcyclohexa-2,5-dienon (224)

Unter Argon legte man 300 mg (1.97 mmol) 2-Methoxy-3-methyl-1,4-benzochinon (222) in 15
mL abs. n-Hexan vor und kiihlte auf -95 °C. Nach Versetzten der Reaktionslosung mit 1.3 mL
(2.10 mmol) einer MeLi-Losung (1.6 M in Et;0) wurde 60 min bei -95 °C geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde mit Sproz. HCI angesduert, erschopfend mit CH,Cl, extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen iiber MgSO4 getrocknet und vom Losungsmittel befreit.
Flashchromatographische Reinigung (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 1:1) des Riickstands lieferte 99
mg (0.59 mmol) des gewiinschten Produkts 224.

o}
Braunes Ol. Me
MeO 2
Ausbeute: 99 mg (0.59 mmol, 30%). 224 Me on

IR (Film): v = 3400 (br), 2980 (m), 2933 (m), 2855 (w), 1725 (w), 1663 (s), 1637 (s), 1609 (s),
1447 (m), 1376 (m), 1323 (m), 1297 (m), 1211 (m), 1154 (m), 1091 (m), 1024 (w), 986 (w), 911
(w), 828 (m), 732 (w), 665 (w) cm™.

'"H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 1.49 (s, 3 H, Me), 1.87 (s, 3 H, Me), 3.99 (s, 3 H, OMe), 6.10
(d,J=9.8 Hz, 1 H, CH), 6.64 (d,J=9.8 Hz, 1 H, CH) ppm.

3C-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 9.3 (Me), 26.7 (Me), 61.8 (OMe), 69.9 (C-0), 117.7, 126.7,
147.7, 171.4 (C=C), 188.4 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 168 (60) [M]", 153 (64) [M-Me]", 136 (100) [M-CH;OH]", 125 (69), 108
(54), 93 (28), 79 (31), 65 (28), 55 (27), 43 (98).

HRESI-MS: m/z 191.0682 [M+Na]" (m/z 191.0679 [M+Na]" ber. fiir CoH;,NaO3).
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2-Methoxy-1,3-dimethyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienylacetat (228)

Unter Argon legte man 312 mg (2.05 mmol) 2-Methoxy-3-methyl-1,4-benzochinon (222) in
15 mL abs. n-Hexan vor und kiihlte auf -95 °C. Nach Versetzten der Reaktionslosung mit 1.31
mL (2.12 mmol) einer MeLi-Losung (1.6 M in Et,O) 60 min bei -95 °C geriihrt, 0.36 mL (6.36
mmol) Acetylchlorid (226) zugegeben und weitere 8 h bei RT geriihrt. Nach Filtration des
Reaktionsgemisches wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und sdulenchromatographisch

(Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 3:1) 151 mg (0.72 mmol) des gewiinschten Produkts 229 isoliert.

o)
Braunes Ol. Me
MeO 5
Ausbeute: 151 mg (0.72 mmol, 35%). Me O\H/'V'e
228 ]

IR (KBr): v = 3434 (br), 2939 (w), 1764 (s), 1640 (w), 1482 (m), 1420 (w), 1370 (m), 1276 (w),
1194 (s), 1078 (m), 1026 (w), 916 (w), 892 (w), 817 (), 473 (s) em™".

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 1.51 (s, 3 H, Me), 1.89 (s, 3 H, Me), 2.04 (s, 3 H, Me), 3.87 (s,
3 H, OMe), 6.18 (d, /= 10 Hz, 1 H, CH), 6.57 (d, J= 10 Hz, 1 H, CH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): d = 9.7 (Me), 21.3 (Me), 25.7 (Me), 61.3 (OMe), 75.8 (C-O),
112.9, 127.7, 145.3 (C=C), 169.6, 170.5 (C=C oder C=0), 187.9 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 210 (6) [M]", 168 (100) [M-Ac]’, 153 (11) [M-Ac-Me]", 136 (25), 125 (42),
108 (31), 91 (17), 77 (18), 65 (11), 53 (12), 43 (74), 39 (15).

HRESI-MS: m/z 211.0966 [M+H]" (m/z 211.0965 [M+H]" ber. fiir C;1H504).

2-Methoxy-1,3-dimethyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienylisobutyrat (229)

Unter Argon legte man 322 mg (2.12 mmol) 2-Methoxy-3-methyl-1,4-benzochinon (222) in
15 mL abs. n-Hexan vor und kiihlte auf -95 °C. Nach Versetzten der Reaktionslosung mit 1.31



EXPERIMENTELLER TEIL 222

mL (2.12 mmol) einer MeLi-Losung (1.6 M in Et;0) 60 min bei -95 °C geriihrt, 0.66 mL (6.36
mmol) Isobuttersdurechlorid (227) zugegeben und weitere 8 h bei RT geriihrt. Nach Filtration des
Reaktionsgemisches wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und sdulenchromatographisch

(Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 3:1) 186 mg (0.78 mmol) des gewiinschten Produkts 229 isoliert.

Braunes Ol.
Me

Ausbeute: 186 mg (0.78 mmol, 37%). MeO wdo e
Me

229 o}

IR (Film): v = 2976 (m), 2937 (m), 2890 (w), 1741 (s), 1664 (s), 1612 (m), 1469 (w), 1387 (w),
1321 (w), 1262 (w), 1214 (m), 1153 (m), 1094 (m), 1057 (m), 989 (w), 890 (w), 825 (w), 728
(W), 665 (w) cm™.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 1.14 (d, J = 6.1 Hz, 3 H, Me), 1.16 (d, J = 6.1 Hz, 3 H, Me),
1.51 (s, 3 H, Me), 1.89 (s, 3 H, Me), 3.85 (s, 3 H, OMe), 6.18 (d, /= 10 Hz, 1 H, CH), 6.53 (d, J

=10 Hz, 1 H, CH) ppm.

BCNMR (100 MHz, MeOD): d = 9.8 (Me), 19.1 (Me), 19.2 (Me), 25.7 (Me), 34.2 (CH), 61.3
(OMe), 75.5 (C-0), 117.8, 127.8, 145.4 (C=C), 170.9, 175.8 (C=C oder C=0), 187.9 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 238 (6) [M]", 168 (95) [M-C4HO]", 151 (28) [M-Butyrat]’, 138 (18), 123
(39), 107 (24), 91 (36), 71 (53), 91 (8), 53 (11), 43 (100).

HRESI-MS: m/z 261.1098 [M+Na]" (m/z 261.1097 [M+Na]" ber. fiir C;3H;sNaOs).

CHNS C3H 504 (238.30): ber. C 65.53, H 7.61; gef. C 65.01, H 7.91.
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2,4-Bis(methoxymethoxy)-3-methylbenzaldehyd (231)

Unter Argon legte man 1.0 g (6.58 mmol) 2,4-Dihydroxy-3-methylbenzaldehyd (230), 4.5 g
(32.89 mmol) K,CO3 und 0.88 g (3.29 mmol) 18-Krone-6 in 24 mL abs. Acetonitril vor und
tropfte eine Losung aus 2.5 mL (32.89 mmol) MOMCI in 10 mL Acetonitril bei RT iiber 30 min
zu. Direkt nach beendeter Zugabe wurde der entstehende Niederschlag abfiltriert, die
Reaktionslosung vom Losungsmittel befreit, der verbleibende Riickstand in Et,O aufgenommen
und mit 1 N NaOH-Losung gewaschen. Man trocknete die organische Phase iiber MgSQy,
entfernte im Vakuum vom Losungsmittel und gewann so 1.49 g (6.20 mmol) des gewiinschten

Produkts 231.

231 OMOM
. Me
Farbloses Ol.
MOMO

CHO

Ausbeute: 1.49 g (6.20 mmol, 94%).

IR (Film): v = 2955 (m), 2912 (m), 2830 (m), 2841 (w), 1744 (m), 1679 (s), 1594 (s), 1484 (s),
1452 (m), 1386 (m), 1311 (w), 1258 (s), 1157 (s), 1104 (s), 1054 (s), 993 (s), 945 (s), 861 (m),
816 (m), 781 (m), 761 (w), 700 (w), 665 (w) cm’".

'"H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 2.18 (s, 3 H, Me), 3.46 (s, 3 H, OMe), 3.57 (s, 3 H, OMe), 5.04
(s, 2 H, OCH,0), 5.24 (s, 2 H, OCH,0), 6.95 (d, J= 8.7 Hz, 1 H, Ar-H), 7.67 (d, J= 8.7 Hz, | H,

Ar-H), 10.16 (s, 1 H, CHO) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): d = 9.7 (Me), 56.6 (OMe), 58.1 (OMe), 94.5 (OCH,0), 101.3
(OCH,0), 110.1, 121.3, 124.3, 128.3, 160.1, 161.6 (Ar-C), 189.9 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 240 (6) [M]", 45 (100).

HRESI-MS: m/z 263.0895 [M+Na]" (m/z 263.0990 [M+Na]" ber. fiir C1,H;¢NaOs).

CHNS Ci2H 605 (240.25): ber. C 59.99, H 6.71; gef. C 59.47, H 6.70.
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2,4-Bis(methoxymethoxy)-3-methylphenylformiat (232)

1.0 g (4.16 mmol) 2,4-Bis(methoxymethoxy)-3-methylbenzaldehyd (231) wurden in 25 mL
abs. CH,Cl, vorgelegt, auf 0 °C gekiihlt, mit 5.75 g (8.5 mmol) mCPBA versetzt und {iber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Waschen der Reaktionslosung mit ges. K,COj;-Losung
trocknete man die organische Phase liber MgSO4 und entfernte das Losungsmittel. Man isolierte

s0 995 mg (3.88 mmol) des gewiinschten Formiats 232.

232 OMOM
Brauner, amorpher Feststoff. Me

MOMO
Ausbeute: 995 mg (3.88 mmol, 93%). OCHO

'"H-NMR (400 MHz, CDCLy): 6 = 2.19 (s, 3 H, Me), 3.45 (s, 3 H, OMe), 3.54 (s, 3 H, OMe), 4.97
(s, 2 H, OCH,0), 5.15 (s, 2 H, OCH,0), 6.84 (d, J = 9.0 Hz, 1 H, Ar-H), 6.87 (d, /=9 Hz, 1 H,
Ar-H), 8.22 (s, 1 H, CHO) ppm.

Die Verbindung wurde aufgrund ihrer Instabilitit nicht ndher charakterisiert, sondern direkt zur

Darstellung von 2,4-Bis(methoxymethoxy)-3-methylphenol (233) verwendet.

2,4-Bis(methoxymethoxy)-3-methylphenol (233)

1.65 g (6.44 mmol) 2,4-Bis(methoxymethoxy)-3-methylphenylformiat (232) 16ste man in 50
mL MeOH und gab bei 0 °C 542 mg (9.66 mmol) KOH zu. Die Reaktionslosung wurde iiber
Nacht bei 0 °C geriihrt, im Vakuum vom MeOH befreit, in Et,0O aufgenommen und mit HCI
angesduert. Man wusch die organische Phase mit H;O und ges. NaCl-Losung, trocknete {iber
MgSOs, und entfernte das Losungsmittel. Man erhielt so 1.47 g (6.44 mmol) des gewiinschten
Alkohols 233.

233 OMOM
Farbloses Ol. Me

MOMO
Ausbeute: 1.47 g (6.44 mmol, 100%). oH
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IR (Film): v = 3374 (br), 2952 (s), 2899 (s), 2828 (m), 2789 (W), 1727 (w), 1606 (w), 1488 (s),
1440 (s), 1403 (s), 1346 (m), 1287 (s), 1244 (s), 1208 (s), 1154 (s), 1050 (s), 1017 (s), 979 (5),
923 (s), 858 (W), 808 (m), 752 (W), 733 (m), 665 (W) cm’.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 2.12 (s, 3 H, Me), 3.46 (s, 3 H, OMe), 3.59 (s, 3 H, OMe), 4.98
(s, 2 H, OCH;0), 5.07 (s, 2 H, OCH,0), 6.72 (d, /= 8.7 Hz, 1 H, CH), 7.76 (d, J=9.0 Hz, 1 H,
CH), 6.80 (s, 1 H, OH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): ¢ = 10.0 (Me), 56.2 (OMe), 57.5 (OMe), 95.9 (OCH,0), 100.0
(OCH,0), 112.4, 113.6, 121.7, 144.2, 145.0, 149.3 (Ar-C) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 228 (12) [M]", 170 (35) [M-Me]", 139 (100), 111 (34), 87 (16), 74 (39), 45
(98), 40 (24).

HRESI-MS: m/z 251.0894 [M+Na]" (m/z 251.0990 [M+Na]" ber. fiir C;;H;sNaOs).

CHNS C;1H605 (246.10): ber. C 57.88, H 7.07; gef. C 57.87, H 6.72.

2-(Methoxymethoxy)-3-methyl-1,4-benzochinon (234)

Man legte 1.3 g (5.70 mmol) 2,4-Bis(methoxymethoxy)-3-methylphenol (233) in 65 mL
Acetonitril vor und tropfte bei 0 °C langsam eine Losung aus 6.3 g (11.40 mmol) CAN in 65 mL
H,0 zu. Nach 1 h Riihren bei 0 °C erfolgte erschopfende Extraktion mit EtOAc. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit H,O gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und vom Losungsmittel

befreit. Man erhielt so 964 mg (5.29 mmol) des gewliinschten Benzochinons 234.

234 o

Braunes Ol. Me

MOMO

Ausbeute: 964 mg (5.29 mmol, 93%).
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IR (Film): v = 2973 (w), 2926 (w), 2845 (w), 1654 (s), 1599 (m), 1481 (w), 1441 (w), 1406 (w),
1378 (w), 1312 (m), 1261 (w), 1217 (w), 1198 (w), 1161 (m), 1077 (m), 1013 (m), 928 (m), 835
(m), 749 (w), 665 (w) cm’.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.99 (s, 3 H, Me), 3.50 (s, 3 H, OMe), 5.29 (s, 2 H, OCH,0),
6.60 (d, J=10.1 Hz, 1 H, CH), 7.68 (d, /= 10.0 Hz, 1 H, CH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): § = 9.1 (Me), 57.8 (OMe), 98.2 (OCH,0), 131.0, 135.0, 136.7,
153.5 (Ar-C), 183.4, 188.3 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 182 (1) [M]", 138 (8), 122 (9), 45 (100).
HRESI-MS: m/z 205.0473 [M+Na]" (m/z 205.0471 [M+Na]" ber. fiir CoHoNaOy).

CHNS CoH 004 (246.10): ber. C 59.34, H 5.53; gef. C 59.30, H 5.67.

(2E,4E) 1-(2,4-Dimethoxy-3-methylphenyl)hexa-2,4-dien-1-on (245)

Unter Argon legte man 50 mg (0.33 mmol) 2,6-Dimethoxytoluol (218) in 2 mL abs. CH,Cl,
vor und kiihlte auf 0 °C. Die Reaktionslosung wurde mit 48 mg (0.36 mmol) AlICIl; und 38 pL
(0.36 mmol) Sorbinsdurechlorid (194) versetzt und 60 min bei 0 °C geriihrt. Nach Zugabe von
5proz. HCI extrahierte man erschopfend mit CH,Cl,, trocknete die vereinigten organischen
Phasen tiber MgSO,4 und entfernte das Losungsmittel im Vakuum. Sdulenchromatographische
Aufreinigung (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 1:1) lieferte 70 mg (0.28 mmol) des gewiinschten
Produkts 245.

OMe O

Gelbe Kristalle. Me I~
Me

MeO 245

Ausbeute: 70 mg (0.28 mmol, 86%).

Schmp.: 49-56 °C (n-Hexan/EtOAc).
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IR (KBr): v = 3433 (br), 3001 (w), 2932 (w), 2848 (w), 1650 (m), 1592 (s), 1456 (m), 1405 (m),
1336 (m), 1265 (s), 1219 (m), 1181 (w), 1109 (s), 1055 (m), 1001 (m), 795 (m), 692 (W), 583
(w), 508 (m) cm’.

'H-NMR (400 MHz, CDCL3): 5 = 1.84 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, Me), 2.13 (s, 3 H, Me), 3.65 (s, 3 H,
OMe), 3.84 (s, 3 H, OMe), 6.10-6.30 (m, 2 H, CH), 6.65 (d, /= 8.7 Hz, 1 H, Ar-H), 6.79 (dd, J =
15.3, 0.5 Hz, 1 H, CH), 7.25 (dd, J = 15.3, 10.6 Hz, 1 H, CH), 7.47 (d, J = 8.7 Hz, | H, Ar-H)
ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 9.1 (Me), 19.2 (Me), 56.1 (OMe), 62.6 (OMe), 106.3, 120.4,
126.6, 128.2, 129.2, 131.1, 140.4, 144.2, 159.1, 161.9 (Ar-C oder C=C), 192.6 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 246 (100) [M]", 231 (68) [M-Me]", 217 (11), 203 (27), 191 (23), 179 (56),
164 (44), 152 (10), 136 (33), 121 (9), 108 (12), 91 (21), 77 (17), 67 (24), 55 (8), 41 (25).

HRESI-MS: m/z 269.1149 [M+Na]" (m/z 269.1148 [M+Na]" ber. fiir C;sH;sNaO5).

CHNS C5H;305 (246.30): ber. C 73.15, H 7.37; gef. C 72.50, H 7.42.

1-(2,4-Dimethoxy-3-methylphenyl) hexan-1-on (248)

Unter Argon legte man 1.0 g (6.57 mmol) 2,6-Dimethoxytoluol (218) in 40 mL abs. CH,Cl,
vor und kiihlte auf 0 °C. Die Reaktionslosung wurde mit 964 mg (7.23 mmol) AICl; und 1.0 mL
(7.23 mmol) Capronséurechlorid (247) versetzt und 30 min bei RT geriihrt. Nach Zugabe von
Sproz. HCI extrahierte man erschopfend mit CH,Cl,, trocknete die vereinigten organischen
Phasen iiber MgSO4 und entfernte das Losungsmittel im Vakuum. Man erhielt so 1.6 g (6.39

mmol) des gewiinschten Produkts 248.

Farbloses Ol. OMe O

Me

Ausbeute: 1.6 g (6.39 mmol, 97%). MeO 248
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IR (Film): v = 2955 (s), 2934 (s), 2870 (m), 1672 (s), 1591 (s), 1484 (m), 1458 (m), 1405 (m),
1359 (w), 1277 (s), 1252 (m), 1221 (m), 1194 (w), 1171 (w), 1111 (s), 1048 (w), 1022 (w), 1001
(W), 855 (W), 665 (W), 456 (w) cm .

'"H-NMR (400 MHz, CDCL3): 6 = 0.83-0.87 (m, 3 H, Me), 1.26-1.31 (m, 4 H, CH,), 1.61-1.65 (m,
2 H, CHy), 2.12 (s, 3 H, Me), 2.90 (t, J= 7.5 Hz, 2 H, CH,), 3.69 (s, 3 H, OMe), 3.81 (s, 3 H,
OMe), 6.62 (d, J=8.7 Hz, 1 H, Ar-H), 7.46 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 9.0 (Me), 14.1 (Me), 22.7 (CH,), 24.6 (CH,), 31.7 (CH,), 42.5
(CHa), 55.9 (OMe), 62.1 (OMe), 106.0, 120.4, 126.3, 128.6, 158.8, 161.8 (Ar-C), 202.6 (C=0)

EI (70 eV) m/z (%): 250 (5) [M]", 194 (15) [M-C4Hs]", 179 (100) [M-CsHuT", 136 (7), 91 (9), 77
4).

HRESI-MS: m/z 273.1463 [M+Na]" (m/z 273.1461 [M+Na]" ber. fiir C;sH»NaO5).

CHNS C5H»,05 (250.33): ber. C 71.97, H 8.86; gef. C 72.04, H 9.07.

1-(2,4-Dimethoxy-3-methylphenyl) hexan-1-ol (249)

Unter Argon legte man 500 mg (2.00 mmol) 1-(2,4-Dimethoxy-3-methylphenyl)hexan-1-on
(248) in 30 mL abs. Et;O vor und kiihlte auf 0 °C. Die Reaktionslosung wurde mit 151 mg (3.97
mmol) LiAlHy versetzt und 30 min bei RT geriihrt. Nach Zugabe von 5proz. HCI extrahierte man
erschopfend mit CH,Cl,, trocknete die vereinigten organischen Phasen iiber MgSO,4 und entfernte

das Losungsmittel im Vakuum. Man erhielt so 287 mg (1.14 mmol) des gewlinschten Produkts

249.

Farblose Kristalle. OMe OH

Me
Me

Ausbeute: 287 mg (1.14 mmol, 57%). MeO 249
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Schmp.: 39 °C (Et,0).

IR (Film): v = 3444 (br), 3052 (w), 2935 (s), 2859 (m), 1600 (s), 1488 (s), 1465 (s), 1416 (m),
1266 (s), 1212 (w), 1193 (w), 1166 (w), 1108 (s), 1025 (m), 1004 (m), 897 (w), 862 (w), 810 (m),
739 (s), 705 (s), 665 (w) cm’.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 0.86 (m, 3 H, Me), 1.28-1.29 (m, 5 H, CH), 1.41-1.54 (m, 1 H,
CH), 1.65-1.83 (m, 2 H, CH), 2.03 (bs, 1 H, OH), 3.73 (s, 3 H, OMe), 3.79 (s, 3 H, OMe), 4.85-
4.89 (m, 1 H, CH), 6.62 (d,/J=8.6 Hz, 1 H, Ar-H), 7.15 (d, /= 8.5 Hz, 1 H, Ar-H) ppm.

3C-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 9.4 (Me), 14.3 (Me), 22.8 (CH,), 26.2 (CH), 32.0 (CH,), 38.3
(CHy), 55.8 (OMe), 61.5 (OMe), 69.6 (CH), 106.4, 119.7, 124.3, 130.0, 157.0, 158.3 (Ar-C) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 252 (4) [M]’, 181 (100) [M-CsH,,]", 151 (23) [M-2Me-CsH,,]", 91 (4), 77
(3), 43 (3).

HRESI-MS: m/z 275.1615 [M+Na]" (m/z 275.1618 [M+Na]" ber. fiir C;5sH»4NaO5).

CHNS C5H»405 (252.35): ber. C 71.39, H 9.59; gef. C 71.49, H 9.68.

2,4-Dimethoxy-3-methylacetophenon (255)

Unter Argon legte man 3.0 g (19.71 mmol) 2,6-Dimethoxytoluol (218) in 90 mL abs. CH,Cl,
vor und versetzte diese Losung bei 0 °C mit 2.89 g (21.68 mmol) AICI; und 1.6 mL (21.68 mmol)
Acetylchlorid. Nach 2 h Riihren bei 0 °C wurde mit Sproz. HCl angesduert, mit CH,Cl,
erschopfend extrahiert, iiber MgSQOy4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Man

erhielt so 3.6 g (18.56 mmol) des gewiinschten Acetophenons 255.

OMe O

Farbloses Ol. Me
Me

MeO 255

Ausbeute: 3.6 g (18.56 mmol, 94%).
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"H-NMR (250 MHz, CDCl3): 6 =2.13 (s, 3 H, Me), 2.59 (s, 3 H, Me), 3.72 (s, 3 H, OMe), 3.84 (s,
3 H, OMe), 6.65 (d, J =8.9 Hz, 1 H, Ar-H), 7.59 (d, J=8.9 Hz, 1 H, CH) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.*’!

2-Hydroxy-4-methoxy-3-methylacetophenon (256)

Unter Argon wurden 10.0 g (51.55 mmol) 2,4-Dimethoxy-3-methylacetophenon (255) in 60
mL abs. CH,Cl, vorgelegt, bei 0 °C mit 7.60 g (56.70 mmol) AICl; versetzt und 2.5 h bei RT
geriihrt. Man sduerte die Reaktionslésung mit Sproz. HCI an, extrahierte erschdpfend mit CH,Cl,,
trocknete die vereinigten organischen Phasen iiber MgSO,4 und entfernte das Losungsmittel im

Vakuum. Man erhielt so 8.0 g (44.44 mmol) des gewiinschten Produkts 256.

Farblose Nadeln.

OH O

Ausbeute: 8.0 g (44.44 mmol, 86%). Meb}km
MeO

256
Schmp.: 84 °C (CH,Cl,); Lit.[**1 83-84 °C (PE).

"H-NMR (250 MHz, CDCly): § = 2.06 (s, 3 H, Me), 2.54 (s, 3 H, Me), 3.86 (s, 3 H, OMe), 6.42
(d,J=8.8 Hz, | H, Ar-H), 7.58 (d, /= 8.8 Hz, 1 H, Ar-H), 12.73 (s, 1 H, OH) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein.[*%°

6-(1"-Hydroxyethyl)-3-methoxy-2-methylphenol (257)

Unter Argon wurden 1.0 g (5.55 mmol) 2-Hydroxy-4-methoxy-3-methylacetophenon (256) in
12 mL abs. Et,O vorgelegt und 422 mg (11.10 mmol) LiAlH4 bei 0 °C zugegeben. Nach 15 min
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Riihren bei RT versetzte man das Reaktionsgemisch mit Sproz. HCI, extrahierte erschopfend mit
EtOAc und wusch die vereinigten organischen Phasen mit H,O und ges. NaCl-Losung. Die
organische Phase wurde iiber MgSO4 getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Man isolierte so

985 mg (5.41 mmol) des gewiinschten Produkts 257.

OH OH

Farbloses Ol. Me
Me

MeO 257

Ausbeute: 985 mg (5.41 mmol, 97%).

IR (Film): v = 3367 (br), 3054 (s), 2977 (s), 2839 (m), 1732 (s), 1622 (s), 1594 (s), 1500 (s), 1467
(s), 1376 (s), 1265 (s), 1167 (s), 1113 (s), 1026 (m), 951 (w), 896 (w), 863 (W), 795 (s), 737 (s),
613 (w) cm™.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.51 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Me), 2.08 (s, 3H, Me), 2.79 (bs, 1H,
OH), 3.77 (s, 3H, OMe), 4.93 (q, J = 6.6 Hz, 1H, CH), 6.33 (d, /= 8.3 Hz, 1H, Ar-H), 6.73 (d, J
= 8.3 Hz, 1H, Ar-H), 8.07 (bs, 1H, OH) ppm.

3C-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 8.1 (Me), 23.4 (Me), 55.8 (OMe), 71.6 (C-0), 101.9, 114.1,
121.3, 123.6, 154.4, 158.3 (Ar-C) ppm.

EIL (70 eV) m/z (%): 182 (51) [M]", 164 (100) [M-H,0]", 146 (21), 134 (37), 121 (19), 107 (13),
91 (20), 77 (20), 43 (22).

HRESI-MS: m/z 205.0838 [M+Na]" (m/z 205.0835[M+Na]" ber. fiir C;oH;4NaO3).

5-(1"-Hydroxyethyl)-2-methoxy-3-methylbenzochinon (258)

1.0 g (5.49 mmol) 6-(1'-Hydroxyethyl)-3-methoxy-2-methylphenol (257) wurden in 150 mL
Acetonitril vorgelegt und mit einer Losung aus 5.1 g (19.03 mmol) (KSO;),NO (Fremy's Salz) in
300 mL H,O versetzt. Nach 2 h Riihren bei RT sduerte man das Reaktionsgemisch mit Sproz.

HCI an, extrahierte erschopfend mit EtOAc und wusch die vereinigten organischen Phasen mit
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H,O und ges. NaCl-Losung. Die organische Phase wurde iiber MgSO,4 getrocknet und vom
Losungsmittel befreit. Flashchromatographische Aufreinigung (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 1:1)
lieferte 725 mg (3.70 mmol) des gewiinschten Benzochinons 258.

Braunes Ol. Me
Me

MeO
Ausbeute: 725 mg (3.70 mmol, 67%). o} 258

IR (Film): v = 3055 (s), 2986 (m), 1651 (s), 1608 (m), 1421 (m), 1377 (w), 1320 (m), 1265 (5),
1211 (m), 1145 (m), 1018 (W), 986 (W), 938 (w), 897 (m), 874 (w), 738 (s) cm’".

'"H-NMR (400 MHz, CDCL3): § = 1.39 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, Me), 1.91 (s, 3 H, Me), 4.00 (s, 3 H,
OMe), 4.89 (dq, J= 6.5, 1.1 Hz, 1 H, CH), 6.52 (d, J= 1.4 Hz, 1 H, CH) ppm.

C-NMR (100 MHz, MeOD): § = 8.8 (Me), 22.6 (Me), 61.1, 62.3 (OMe oder C-O), 128.9,
129.0, 150.4, 155.8 (Ar-C), 184.0, 188.9 (C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 196 (38) [M]", 181 (50) [M-Me]", 167 (38), 153 (38), 139 (25), 125 (22),
107 (27), 97 (12), 91 (17), 83 (35), 67 (21), 55 (32), 43 (100).

HRESI-MS: m/z 219.0624 [M+Na]" (m/z 219.0628 [M+Na]" ber. fiir C1oH;2NaOy).

CHNS CioH 204 (196.20): ber. C 61.22, H 6.16; gef. C 60.63, H 6.34.

5-(1"-Tertbutyldimethylsilyloxyethyl)-3-methoxy-2-methylbenzochinon (259)

1.19 g (6.07 mmol) 5-(1'-Hydroxyethyl)-2-methoxy-3-methylbenzochinon (258) wurden in
1.3 mL DMF vorgelegt und bei RT mit 1.10 g (7.29 mmol) TBDMSCI und 1.03 g (15.18 mmol)
Imidazol versetzt. Nach 1 h Riihren bei RT gab man H,O zur Reaktionslosung, extrahierte

erschopfend mit EtOAc, trocknete die vereinigten organischen Phasen tiber MgSO4 und entfernte
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das Losungsmittel. Flashchromatographische Aufreinigung (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 1:1)
lieferte 1.80 g (5.80 mmol) des gewiinschten Produkts 259.

) O  OTBDMS
Braunes Ol. Me

Me
MeO

Ausbeute: 1.80 g (5.80 mmol, 96%). o ¥

IR (Film): v = 2954 (s), 2931 (s), 2887 (m), 2857 (s), 1668 (s), 1651 (s), 1608 (s), 1471 (m), 1463
(m), 1375 (m), 1362 (m), 1320 (s), 1251 (s), 1209 (s), 1177 (m), 1149 (s), 1117 (s), 1094 (m),
1061 (w), 1035 (m), 1006 (w), 989 (w), 970 (w), 938 (W), 909 (s), 833 (s), 970 (m), 797 (w), 779
(s), 681 (m), 665 (w), 607 (w) cm’".

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 0.00 (s, 3 H, Me), 0.05 (s, 3 H, Me), 0.88 (s, 9 H, Me), 1.28 (d,
J=6.3 Hz, 3 H, Me), 1.90 (s, 3 H, Me), 4.00 (s, 3 H, OMe), 4.83 (dq, J = 6.4, 1.6 Hz, 1 H, CH),
6.63 (d,J=1.6 Hz, 1 H, CH) ppm.

PC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = -4.8 (Me), -4.7 (Me), 8.9 (Me), 18.3, 25.1, 26.0 (Me oder C-
Si), 61.1 (CH oder OMe), 65.0 (CH oder OMe), 128.7, 129.1, 153.1, 155.7 (Ar-C), 184.3, 188.2

(C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 253 (100) [M-(+-Butyl)]", 239 (15), 225 (20), 210 (10), 181 (38), 167 (5), 75
(32), 57 (13), 47 (5).

HRESI-MS: m/z 333.1497 [M+Na]" (m/z 333.1493 [M+Na]" ber. fiir C;sHsNaO4Si).

CHNS C6H2604S1 (310.46): ber. C 61.90, H 8.44; gef. C 61.58, H 8.55.
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5-(1'"-Tertbutyldimethylsilyloxyethyl)-2-methoxy- 1,3-dimethyl-4-oxocyclohexa-2,5-
dienylisobutyrat (261)

Unter Argon legte man 0.48 mL (0.77 mmol) einer MeLi-Losung (1.6 M in Et;O) und 0.3 mL
(1.84 mmol) TMEDA in 6 mL abs. Et,O vor und riihrte 30 min bei RT. 100 mg (0.31 mmol) 5-
(1'-Tertbutyldimethylsilyloxyethyl)-3-methoxy-2-methylbenzochinon (259) wurden in 5.0 mL
abs. Et,0 gel6st und auf -100 °C gekiihlt. Dazu tropfte man die etherische Losung aus MeLi und
TMEDA, versetzte direkt nach beendeter Zugabe mit 0.1 mL (0.92 mmol) Isobuttersédurechlorid
(227) und entfernte das Kiihlbad. Die Reaktion war nach ca. 10 min beendet. Man sduerte das
Reaktionsgemisch mit Sproz. HCl an, extrahierte erschopfend mit EtOAc, trocknete die
vereinigten organischen Phasen {lber MgSOs wund entfernte das Ldsungsmittel.

Flashchromatographische Aufreinigung (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 3:1) lieferte 89 mg (5.80

mmol) des gewiinschten Produkts 261.

O  OTBDMS
Me
. Me
Hellgelbes Ol.
MeO 1 Me
Me O\r(kMe
Ausbeute: 89 mg (0.23 mmol, 74%). 261 o}

IR (Film): v = 2955 (s), 2931 (s), 2857 (m), 1742 (s), 1675 (w), 1626 (s), 1470 (w), 1387 (w),
1312 (w), 1255 (m), 1217 (w), 1154 (m), 1130 (s), 1100 (s), 1054 (s), 995 (W), 926 (m), 836 (s),
777 (m), 665 (w) cm™.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =-0.01 (s, 3 H, Me), 0.02 (s, 3 H, Me), 0.86 (s, 9 H, Me), 1.21 (d,
J=6.3 Hz, 3 H, Me), 1.13 (d, ] =7.1 Hz, 3 H, Me), 1.14 (d, J = 7,1 Hz, 3 H, Me), 1.47 (s, 3 H,
Me), 1.87 (s, 3 H, Me), 3.83 (s, 3 H, OMe), 4.81 (dq, J=6.2, 1.4 Hz, 1 H, CH), 6.53 (d, /= 1.6
Hz, 1 H, CH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 4.7 (Me), 9.7 (Me), 18.4, 19.1, 19.2, 23.4, 25.2, 26.0 (Me
oder C-Si), 34.2 (CH), 61.1 (CH oder OMe), 65.5 (CH oder OMe), 75.2 (C-O), 117.4, 139.3
142.0 (C=C), 171.0, 175.5 (C=C oder C=0), 186.9 (C=0) ppm.
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EI (70 eV) m/z (%): 339 (7) [M-(¢-ButyD)]", 295 (18), 269 (30), 251 (11), 237 (15), 223 (24), 208
(23), 191 (13), 166 (32), 159 (34), 145 (13), 115 (27), 103 (26), 73 (100), 43 (40).

HRESI-MS: m/z 419.2234 [M+Na]" (m/z 419.2224 [M+Na]" ber. fiir C5;H3sNaOsSi).

CHNS C,1H3605S1 (396.59): ber. C 63.60, H 9.15; gef. C 64.21, H 9.10.

S-Acetyl-2-methoxy-1,3-dimethyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienylisobutyrat (263)

Unter Argon 16ste man 177 mg (0.45 mmol) 5-(1'-Tertbutyldimethylsilyloxyethyl)-2-
methoxy-1,3-dimethyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienylisobutyrat (261) und 409 mg (1.56 mmol)
TBAF in 20 mL abs. THF. Nach 3 h Riihren bei RT wurde die Reaktionslésung mit Sproz. HCI1
angesduert und mit EtOAc erschopfend extrahiert. Man wusch die vereinigten organischen
Phasen mit ges. NH4Cl- und ges. NaCl-Losung, trocknete iiber MgSO, und entfernte das
Losungsmittel im Vakuum. Der verbleibende Riickstand wurde in 7 mL abs. EtOAc
aufgenommen, mit 189 mg (0.67 mmol) IBX versetzt und 1 h unter Riichluss erhitzt. Nach
Abkiihlen des Reaktionsgemisches auf RT filtrierte man den Niederschlag ab und trocknete das
Filtrat im Vakuum. Flashchromatographische Aufreinigung (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 3:1)
lieferte 90 mg (0.32 mmol) des gewiinschten Ketons 263.

Orange Kristalle.
o o
Me
Me
Ausbeute: 90 mg (0.32 mmol, 72%). MeO™ Me
Me ,OYKMQ
Schmp.: 38-48 °C (n-Hexan/EtOAc). 263 ©

IR (KBr): v = 3448 (br), 2980 (m), 2938 (m), 2877 (W), 2853 (w), 1732 (s), 1693 (s), 1645 (s),
1603 (m), 1453 (m), 1412 (w), 1363 (s), 1314 (m), 1262 (s), 1214 (s), 1194 (S), 1153 (m), 1096
(s), 1054 (s), 983 (W), 924 (w), 904 (w), 891 (w), 856 (w), 808 (m), 776 (W), 722 (W), 658 (W),
609 (w), 551 (w), 504 (w), 433 (w) cm’.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6 = 1.11 (d, J = 7.1 Hz, 3 H, Me), 1.12 (d, J = 7.1 Hz, 3 H, Me),
1.49 (s, 3 H, Me), 1.88 (s, 3 H, Me), 2.45 (s, 3 H, Me), 2.52 (h,J=7.1 Hz, 1 H, CH), 3.83 (s, 3 H,
OMe), 7.06 (s, 1 H, CH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 9.9 (Me), 19.0 (Me), 19.1 (Me), 25.5 (Me), 31.1 (Me), 34.1
(CH), 61.4 (OMe), 75.1 (C-0), 117.7, 136.5, 150.0 (Ar-C), 170.6, 175.9, 185.4, 198.6 (Ar-C oder
C=0) ppm.

EI (70 eV) m/z (%): 280 (3) [M]", 238 (13) [M-Ac]", 210 (17) [M-(i-Butyrat)]", 168 (100) [M-
Ac-(i-Butyrat)]", 153 (9), 71 (40), 43 (91).

HRESI-MS: m/z 303.1207 [M+Na]" (m/z 303.1203 [M+Na]" ber. fiir C;sHxNaOs).

CHNS C;5H»005 (280.32): ber. C 64.27, H 7.19; gef. C 63.84, H 7.39.

5-Acetyl-2-methoxy-1,3-dimethyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyl-2-brom-2-methylpropanoat (266)

Unter Argon 16ste man 5 mg (17.8 umol) 5-Acetyl-2-methoxy-1,3-dimethyl-4-oxocyclohexa-
2,5-dienylisobutyrat (263) in 1 mL abs. CCls. Die Losung wurde mit 3.32 mg (19.4 umol) NBS
und 0.12 mg (1.6 umol) NHsAc versetzt und 8 h unter Riickfluss erhitzt. Man gab zur
Reaktionslosung CH»Cl, zu und wusch die entstehende organische Phase mit H>O. Nach
Trocknen iiber MgSO4 und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum isolierte man durch
flashchromatographische Aufreinigung (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 3:1) 2.3 mg (6.4 umol) des
Bromids 266.

o O
Me
. Me
Hellgelbes Ol.
MeO - Me B
Me O\ﬂ/l<Me
Ausbeute: 2.3 mg (6.4 pmol, 36%). 266 o

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.60 (s, 3 H, Me), 1.91 (s, 3 H, Me), 1.93 (s, 3 H, Me), 1.94 (s,
3 H, Me), 2.51 (s, 3 H, Me), 3.92 (s, 3 H, OMe), 7.10 (s, 1 H, CH) ppm.
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BC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 9.8 (Me), 18.8 (Me), 25.0 (Me), 30.6 (Me), 30.9 (Me), 54.8
(C-Br), 61.4 (OMe), 76.3 (C-0), 117.3, 136.9, 148.2 (Ar-C), 169.8, 170.2, 185.0, 198.3 (Ar-C
oder C=0) ppm.

HRESI-MS: m/z 381.0303 [M+Na]" (m/z 381.0308 [M+Na]" ber. fiir C;sH;sBrNaOs).

Die Verbindung konnte aufgrund ihrer Instabilitit und der geringen Substanzmenge nicht niher

charakterisiert werden.

N-BOC-L-Alanin-Hydroxysuccinat (268)

Unter Argon wurde zu einer Losung aus 10.9 g (53.0 mmol) DCC in 100 mL abs. Acetonitril
bei -20 °C eine Losung aus 10.0 g (53.0 mmol) N-BOC-L-Alanin (267) und 6.2 g (53.0 mmol) N-
Hydroxysuccinimid in 100 mL abs. Acetonitril getropft. Man riihrte die Reaktionslosung 2 h bei
-20 °C und lieB sie anschlieBend ohne Riihren bei -20 °C iiber Nacht stehen. Der entstandene
Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat im Vakuum vom Losungsmittel befreit.

Kristallisation aus Isopropanol lieferte 13.6 (47.7 mmol) des gewliinschten Aktivesters 268.

Weille Nadeln. ? Me 268
Ausbeute: 13.6 g (47.7 mmol, 90%). O °

Schmp.: 164-168 °C (Isopropanol); Lit.**”1 166-197 °C (Isopropanol).

[a]? =-49.2 ° (c = 2.0; Dioxan); Lit.*** -49.0 ° (¢ = 2.0; Dioxan).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 1.42 (s, 9H, Me), 1.52 (d, J = 7.4 Hz, 3H, Me), 2.79 (s, 4H),
4.67 (bs, 1H, CH), 5.02 (bs, 1H, NH) ppm.

Die physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit denen aus der Literatur

iiberein, 4074081
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Tert-Butyl-1-((5-(1'-tertbutyldimethylsilyloxyethyl)-2-methoxy- 1,3-dimethyl-4-oxocyclohexa-2,5-
dienyloxy)carbonyl)ethylcarbamate 269

Unter Argon legte man 2.88 mL (4.62 mmol) einer MeLi-Losung (1.6 M in Et;0) und 1.8 mL
(11.0 mmol) TMEDA in 36 mL abs. Et,O vor und riihrte 30 min bei RT. 600 mg (1.86 mmol) 5-
(1'-Tertbutyldimethylsilyloxyethyl)-3-methoxy-2-methylbenzochinon (259) wurden in 30.0 mL
abs. Et,0 gel6st und auf -100 °C gekiihlt. Dazu tropfte man die etherische Losung aus MeLi und
TMEDA, versetzte direkt nach beendeter Zugabe mit 1.66 g (5.7 mmol) N-BOC-L-Alanin-
Hydroxysuccinat (268) und entfernte das Kiihlbad. Die Reaktion war nach ca. 60 min beendet.
Man sduerte das Reaktionsgemisch mit Sproz. HCI an, extrahierte erschdpfend mit EtOAc,
trocknete die vereinigten organischen Phasen iiber MgSO4 und entfernte das Ldsungsmittel.
Flashchromatographische Aufreinigung (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc, 3:1) lieferte 167 mg (0.33
mmol) von Verbindung A und 290 mg (0.58 mmol) von Verbindung B.

O OPG
Verbindung A Me. Me
MeO 1
Hellgelbes Ol. 0 Me
G Me
NBOC 269
Ausbeute: 167 mg (0.33 mmol, 18%).

IR (Film): v = 3359 (br), 2955 (s), 2945 (W), 2931 (s), 2857 (m), 1718 (s), 1625 (s), 1516 (m),
1454 (m), 1366 (m), 1311 (m), 1253 (s), 1219 (m), 1167 (s), 1131 (m), 1100 (m), 1053 (s), 926
(w), 836 (m), 812 (w), 779 (m), 665 (W) cm’.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = -0.06 (s, 3H, Me), 0.00 (s, 3 H, Me), 0.83 (s, 9 H, Me), 1.24 (d,
J=6.2Hz, 3 H, Me), 1.32 (d, J= 7.3 Hz, 3 H, Me), 1.38 (s, 9 H, Me), 1.51 (s, 3 H, Me), 1.86 (s,
3 H, Me), 3.83 (s, 3 H, OMe), 4.27 (m, 1 H, CH), 4.73 (dq, /= 6.2, 1.4 Hz, 1 H, CH), 4.86 (bs, J
=8.1 Hz, 1 H, NH), 6.55 (d,J=0.9 Hz, 1 H, CH) ppm.

C-NMR (100 MHz, MeOD): § = -5.0 (Me), -4.9 (Me), 9.8 (Me), 18.4, 18.6 (Me oder C-Si),
25.1 (Me), 25.7 (Me), 26.0 (Me), 28.4 (Me), 49.3 (C-N), 61.4, 65.5 (C-O oder OMe), 76.9 (C-0),
80.1 (C-0), 117.8 (C=C), 138.5 (CH), 142.8, 155.2, 170.4, 172.1, 187.0 (C=C oder C=0) ppm.
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EI (70 eV) m/z (%): 440 (7) [M-Bu]", 384 (5), 340 (26), 324 (12), 309 (20), 293 (9), 269 (58),
251 (51), 237 (46), 225 (33), 210 (13), 190 (47), 175 (14), 161 (16), 136 (28), 116 (11), 88 (26),
73 (87), 57 (100), 44 (62).

HRESI-MS: m/z 520.2708 [M+Na]" (m/z 520.2701 [M+Na]" ber. fiir C>sH4;NaO;Si).

Verbindung B

Hellgelbes Ol.

Ausbeute: 290 mg (0.58 mmol, 31%).

IR (Film): v = 3359 (br), 2955 (s), 2945 (w), 2931 (s), 2857 (m), 1718 (s), 1625 (s), 1516 (m),
1454 (m), 1366 (m), 1311 (m), 1253 (s), 1219 (m), 1167 (s), 1131 (m), 1100 (m), 1053 (s), 926
(W), 836 (m), 812 (w), 779 (m), 665 (w) cm’".

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 0.00 (s, 3H, Me), 0.02 (s, 3 H, Me), 0.88 (s, 9 H, Me), 1.30 (d,
J=63Hz,3 H, Me), 1.40 (d, J= 7.3 Hz, 3 H, Me), 1.45 (s, 9 H, Me), 1.92 (s, 3 H, Me), 2.06 (s,
3 H, Me), 3.89 (s, 3 H, OMe), 4.32 (m, 1 H, CH), 4.78 (dq, /= 6.3, 1.3 Hz, 1 H, CH), 4.98 (bd, J
= 8.4 Hz, | H,NH), 6.68 (d,J= 1.4 Hz, 1 H, CH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = -5.0 (Me), -4.9 (Me), 9.9 (Me), 14.4, 18.5 (Me oder C-Si),
25.1 (Me), 25.5 (Me), 26.0 (Me), 28.5 (Me), 49.4 (C-N), 61.3, 65.5 (C-O oder OMe), 76.5 (C-0),
80.0 (C-0), 117.6 (C=C), 138.8 (CH), 142.6 (C=C), 155.1, 170.0, 171.4, 187.1 (C=C oder C=0)

EI (70 eV) m/z (%): 440 (7) [M-Bu]", 384 (5), 340 (37), 309 (10), 293 (6), 270 (12), 251 (39),
237 (36), 225 (38), 210 (7), 190 (23), 178 (22), 88 (17), 73 (47), 57 (100), 44 (52).

HRESI-MS: m/z 520.2704 [M+Na]" (m/z 520.2701 [M+Na]" ber. fiir C,5H43NaO-Si).
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4.4 Isolierung und Charakterisierung neuer Macrolactame aus marinen Mikroorganismen

Der Stamm SPE 10-1 wurde zur Isolierung der Macrolactame in der AG Hentschel in einem
Gesamtkultuvolumen von 5 L kultuviert und die Kulturbriihe nach beendeter Fermenation
erschopfend mit EtOAc extrahiert. Der nach Trocknung der vereinigten organischen Phasen
verbleibende Riickstand wurde direkt zur Isolierung der Verbindungen mittels praparativer HPLC
(Chromolith SemiPrep RP18e 10 x 100 mm (Merck); H,O + 0.05% TFA (A), MeCN + 0.05%
TFA; Fluss 10 mL/min; 0 min 75% B, 10 min 75% B). Man erhielt so 5.1 mg 275 (R; = 2.5 min)
und 4.1 mg 276 (R, = 4.3 min).verwendet.

Macrolactam 275 HO
o
. Me'’
Braunes Ol.
. — 275
UV (MeCN/H;0): Amax = 215, 303 nm.

Tabelle 17. NMR-Daten ('H: 400 MHz; "*C: 100 MHz) von 275 in Aceton-ds.

Position "°C (ppm) 'H (ppm) HMBC COSY (JinHz) NOESY
1 70.9 438d  2,Me-2,3,11,12,13 2(10.1) Me-2
2 42.4 1.82 m 1, Me-2, 3, 12 Me-2, 1,3 5
Me-2 16.7 1.19d 1,2,3 2 (6.6) 1,3
3 87.4 427d  2,Me-2,4,Me-4, 5,11 2(8.5) Me-2
4 140.5

Me-4 19.3 1.86 s 3,4,5, Me-6, 7 5 6

5 124.7 4.98d 3, Me-4, 6,7 Me-4,6(9.8) 2, Me-6, 8
6 46.2 3.19m 4,5, Me-6, 7 Me-6, 5 Me-4
Me-6 17.8 1.00d 56,7 6 (6.3) 58

7 207.1

8 48.2 343 ¢ 7, Me-8, 9 Me-8 (6.8) 5, Me-6
Me-8 16.6 121d 7,8,9 8 (6.8)

9 173.9

10 131.0

11 142.7

12 140.9

13 111.1 7.02d 1,11,14,15 (2.8)

14 154.4

15 114.0 6.65d 10, 11,13, 14 (2.8)

NH 7.88
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MS (ESI positiv): m/z = 346.3 [M+H]".

HRESI-MS: m/z 368.1478 [M+Na]" (m/z 368.1468 [M+Na]" berechnet fiir C9H»3NaNOs).

Macrolactam 276

Braunes Ol.

UV (MeCN/H20): Amax = 215, 291 nm.

Tabelle 18. NMR-Daten (‘H: 400 MHz; C: 100 MHz) von 276 in Aceton-ds.

Position "°C (ppm) 'H (ppm) HMBC COSY (Jin Hz) NOESY

1 70.8 436d  2,Me-2,3,11,12,13 2(10.1) 2, Me-2, 3

2 46.2 1.51 m 1, Me-2, 3, 12 Me-2, 1,3 1, Me-2

Me-2 15.0 1.154d 1,2,3 2 (6.6) 1, Me-2, Me-4, 5

3 86.2 424d  2,Me-2,4,Me-4,5,11 2 (10.0) Me-2

4 145.4

Me-4 19.8 2.02s 3,4,5 5 3,5
Me-2, 3, Me-4, 6,

5 125.1 5.07d 3, Me-4, 6, 7 Me-4, 6 (10.5) Me.6, 8

6 48.3 3.34m 4,5, Me-6, 7 Me-6, 5 5, Me-6, 8

Me-6 16.9 0.99 d 5,6,7 6 (6.8) 5,6

7 205.2

8 55.6 3.97¢ 7, Me-8, 9 Me-8 (6.7) 56

Me-8 15.1 1.27d 7,8,9 8 (6.7)

9 173.3

10 130.4

11 139.5

12 138.1

13 107.3 6.76 d 1,11, 14,15 (2.8)

14 153.4

15 110.9 6.83 d 10,11, 13, 14 (2.8)

NH 8.61

MS (ESI positiv): m/z = 346.3 [M+H]".

HRESI-MS: m/z 368.1478 [M+Na]" (m/z 368.1468 [M+Na]" berechnet fiir C;oH»3NaNOs).
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5 Sterochemische Analyse von Naturstoffen wund synthetischen

Verbindungen durch HPLC-CD-Kopplung

Die fiir die HPLC-CD-Kopplung genutzten Gerdte sind unter Kapitel 1.2 der allgemeinen
Methoden beschrieben. Die zu analysierenden Substanzen wurden im fiir die Trennung jeweils
optimalen Eluentengemisch gelost und vor Injektion in das chromatographische System durch
Filtration von evtl. unldslichen Bestandteilen befreit. Fiir die einzelnen Trennprobleme wurden

folgende chirale Phasen und chromatographische Bedingungen angewandt.

5.1 Stereochemische Analyse der Parvistemine A-D (277-280), neuer Phenylethyl-

benzochinone aus Stemona parviflora Wright

Die Trennung aller Parvistemine erfolgte an einer Chiralcel-OD-H-Saule (5 pm, 4.6 x 250
mm) der Fa. Daicel bei einer konstanten Flussrate des Eluenten von 1.2 mL/min. Fiir die

einzelnen Verbindungen wurden folgende chromatographische Bedingungen genutzt:

Parvistemin A (277): Eluent: n-Hexan/Isopropanol, 97.5:2.5; T = 55 °C.
Parvistemin B (278): Eluent: n-Hexan/Isopropanol, 90:10; T =40 °C.
Parvistemin C (279): Eluent: n-Hexan/Isopropanol, 90:10; T =40 °C.
Parvistemin D (280): Eluent: n-Hexan/Isopropanol, 95:5; T =40 °C.

5.2 Stereochemische Untersuchung neuartiger axial-chiraler Quateraryle

Die Trennung des Quateraryls 291 erfolgte durch serielle Kopplung zweier Chiralcel-OD-H-
Sdulen (jeweils 5 um, 4.6 x 250 mm) der Fa. Daicel bei einer konstanten Flussrate des Eluenten
von 1.0 mL/min. Das chromatographische System wurde dabei auf 5 °C gekiihlt. Als Eluenten

verwendete man ein Losungsmittelgemisch aus n-Hexan und Isopropanol im Verhéltnis 99.5:0.5.
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5.3 Stereochemische Analyse neuartiger, intrinsisch axial-chiraler p,f-verkniipfter

Bisporphyrine

Die Trennung des Bisporphyrins 295 erfolgte an einer Chiralcel-OD-H-Sdule (5 um, 4.6 x
250 mm) der Fa. Daicel bei einer konstanten Flussrate des Eluenten (n-Hexan/Isopropanol, 60:40)
von 0.3 mL/min und einer Temperatur von 7 °C. Eine Verbesserung der Trennung war durch
Verwendung einer Chirex-3010-Siule der Fa. Phenomenex (5 pm, 4.6 x 250 mm) bei einem
Fluss von 1 mL/min moglich. Das chromatographische System wurde dabei bei RT betrieben.
Als Eluenten verwendete man ein Losungsmittelgemisch aus n-Hexan und CH,Cl, im Verhéltnis
60:40. Die Trennung der Atrop-Enantiomere der Bisporphyrine 296-300 war mit
Losungmittelgemischen aus n-Hexan und CH,Cl, im Verhiltnis von 70:30 bis 50:50 moglich.
Zur Isolierung groBerer Mengen optisch reinen Bisporphyrins 296 verwendete man eine
semipréparative Chirex-3010-Sdule der Fa. Phenomenex (5 pm, 250 x 10 mm, Fluss 5 mL/min)

mit n-Hexan/Isopropanol (60:40) als Eluenten.

Zur Bestimmung der Rotationsbarriere von M-296 wurden zunichst bei drei Temperaturen
(363 K, 373 K, 383 K) die Geschwindigkeitskonstanten der Racemisierung bestimmt. Die
Berechnung wurde mit Hilfe folgender Gleichung durchgefiihrt:

2kt = h{ [%‘;}]__[ " J
eq
Dabei ist k die Geschwindikeitskonstante, t der Zeitpunkt der Messung, M, die Konzentration
des reinen M-Atrop-Enantiomers zum Zeitpunkt 0 (Mo = 100%), M., die Konzentration des M-
Atrop-Enantiomers im Gleichgewicht (M.q = 50%) und M(t) die Konzentration des M-Atrop-
Enantiomers zum Zeitpunkt t. Die Konzentrationsdnderung tiiber die Zeit wurde mittels

analytischer HPLC an einer Chirex-3010-Sdule der Fa. Phenomenex (n-Hexan/CH,Cl,, 60:40)
gemessen. Abbildung 57 gibt die so ermittelten Messwerte graphisch wieder.

Durch Anwendung der Eyring-Gleichung,

kY —-AH” k,\ AS”
In| = |= +In| — |+
T RT h R
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mit k gleich der bestimmten Geschwindigkeitkonstanten, T der absoluten Temperatur, R der
idealen Gaskonstante, k, der Boltzmannkonstante und h der Plankschen Konstante, war die
Berechnung der Aktivierungsenthalpy (AH ™) und der Aktivierungsenthropy (AS™) méglich. Die

freie Aktivierungsenergie wurde aus diesen Parametern zu 114.9 kJ/mol bei T =25 °C bestimmt.

100
T[K] k[s"]
__ 90 363  1.312:10*
R
= 373  2.279-10*
g 80+ 383 9.091-10°
o
5
c 70
w
S
60
| L
T asa R T=363K
501 '7 T=373K
T T T T T T T T T 1 .
0 50 100 150 200 t [min]

Abb. 57. Graphische Darstellung der Messwerte zur Bestimmung der Geschwindikeitskonstanten k der
Atrop-Enantiomerisierung von M-296 bei drei unterschiedlichen Temperaturen (363 K, 373 K
und 383 K).

5.4 Meso versus C;: Stereochemische Analyse von axial-chiralen, konfigurativ jedoch semi-

stabilen Bis[10]paracyclophanen

Die Bis[10]paracyclophane wurden an einer Chiralcel-OD-RH-Séule (5 pm, 4.6 x 250 mm)
der Fa. Daicel getrennt. Als Eluenten verwendete man ein Gemisch aus Acetonitril und HO im
Verhiltnis 68:32 mit einer konstanten Flussrate von 0.8 mL/min. Das chromatographische
System wurde bei der Trennung von 301 auf 30 °C temperiert, wihrend im Fall von 302 auf 5 °C
gekiihlt werden musste. Zur Aufnahme der vollen CD-Spektren war eine Erhohung der
Scangeschwindikeit des Spektrometers von 500 nm/min auf 1000 nm/min und die Vergroferung

der Bandbreite von 0.5 nm auf 2 nm nétig.
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