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1 NATURSTOFFE

1.1 Sekundarmetabolite

Pflanzen, Tiere, Pilze und Bakterien synthetisieren eine riesige Anzahl an
Sekundidrmetaboliten, die im Allgemeinen als ,,Naturstoffe* bezeichnet werden. Die
Einteilung in Gruppen (Terpene, Alkaloide, Phenole, Glykoside, Polyketide, u. a.) erfolgt
meist auf Basis ihrer Struktur. Sie sind im Gegensatz zu Produkten des Primér-
stoffwechsels (Aminosiuren, Glucose, Fettsiuren, u. a.) nicht unabdingbar fiir das Uber-
leben des jeweiligen Organismus, obgleich sie dennoch, entgegen der friither verbreiteten
Meinung, sie seien lediglich Abfallprodukte, wichtige Funktionen im produzierenden
Organismus erfiillen. Einige von ihnen wirken als FraBBverhinderer, andere zeigen
insektizide oder auch fungizide Eigenschaften. Die Tatsache, dass viele biologisch aktiv
sind, machen diese Naturstoffe fiir die Suche nach und Erforschung von neuen

Wirkstoffen zu einer der wichtigsten Quellen neuer Leitstrukturen (siehe Kap. 1.6).

1.2 Heterocyclen und Alkaloide: Definitionen und
Beispiele

Heterocyclen enthalten auBer Kohlenstoff und Wasserstoff mindestens ein weiteres
Element. Zur groBBen Gruppe der Heterocyclen gehdren unter anderem eine Reihe von
Alkaloiden, die Nucleobasen — Bestandteile der DNA und RNA — einige Vitamine und
die Kohlenhydrate. Heterocyclen sind in der Natur sehr weit verbreitet und an vielen

biologischen Prozessen beteiligt.

Der Begriff Alkaloid wurde bereits 1819 von Carl Friedrich Wilhelm MEISSNER
(*1792-18531) eingefiihrt.! Er definierte Alkaloide als ,alkalisch reagierende
Pflanzenstoffe. Es sollte jedoch noch einige Zeit vergehen, bis sich 1882 die
Verwendung des Begriffs endgiiltig durchgesetzt hatte. In dem von Albert

LADENBURG (*1842—19117) herausgegebenen Handworterbuch der Chemie erschien



1 NATURSTOFFE

ein Ubersichtsartikel iiber die bis dahin bekannten Alkaloide, deren physiologische
Wirkungen bereits gut untersucht waren. Uber die Strukturen jedoch war kaum Wissen

vorhanden.?

Einer der bekanntesten Vertreter der Alkaloide ist das in der Tabakplanze (Nicotiana
tabacum) vorkommende (S)-Nicotin (1, Abbildung 1.1). Der Nicotingehalt im trockenen
Tabakblatt kann bis zu 5% betragen. Seine agonistischen Effekte am nicotinischen

Acetylcholinrezeptor gaben diesem seinen Namen.

L-(—)-Ephedrin (2) kommt in Pflanzen der Gattung Meertraubel (Ephedra) vor. Es
wird wegen seiner direkt und indirekt sympathomimetischen Wirkung als Medikament
gegen Asthma und Schnupfen sowie zur Kreislaufstabilisierung verwendet. Die

Vorlaufersubstanz in der Biosynthese ist die Aminosdure L-Phenylalanin (3).

Q Me O _H
COzH Me\ N (o)
O\\\ _ m /> 6,\\P\/O N OH
NHM 2 N Oon
Me N” Me
(S)-Nicotin (1) L-Ephedrin (2) L-Phenylalanin (3) Coffein (4) Pyridoxalphosphat (5)

Abbildung 1.1. Bekannte und weit verbreitete, strukturell einfache, Alkaloide und Heterocyclen.

Coffein (4) ist eine fiir die anregende Wirkung von Kaffee verantwortliche
Substanz, deren Wirkung im wesentlichen durch die neuronale Blockade

(Antagonismus) von Adenosinrezeptoren des Subtypus A2 hervorgerufen wird.?

Pyridoxalphosphat (5) gehort zu den Vitaminen (Bg¢) und ist an zahlreichen
lebenswichtigen Stoffwechselwegen beteiligt, z. B. ist es als Cofaktor essentiell flir
Transaminierungsreaktionen im Aminosiurestoffwechsel und spielt eine wichtige Rolle

im Glykogenmetabolismus.
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1.3 Alkaloide: Entdeckung

Der deutsche Apotheker Friedrich Wilhelm Anton SERTURNER (*¥1783—18417%)
isolierte aus dem Schlafmohn (Papaver somniferum) in den Jahren 1805/06 das
(-)-Morphin (8) — das erste Alkaloid der Geschichte (Abbildung 1.2),* von dessen
Wirkung er sich im Selbstversuch iiberzeugte. Er war begeistert und sich sicher, dieser
Stoff wére von grofftem medizinischem Interesse, womit er zweifellos Recht behalten
sollte. Opium war als Schmerzmittel zwar schon sehr lange bekannt, der Gehalt an
Morphin aber unterlag erheblichen Schwankungen, die das richtige Dosieren sehr

schwierig machten.

CO,Me Q
Sslieane

(-)-Cocain (6) Procain (7)

CHj
Kf »
3
N_4 R?
N\)2\©

R1 H, R?=H: Fentanyl(9)
= CH;, R? = OH: Ohmefentanyl (10) (-)-Etorphin (11)
[(2s 3R4S) + (2R,3S,4R)]

Abbildung 1.2. Alkaloide als Leitstruktur und daraus entwickelte synthetische Wirkstoffe.

Zu jener Zeit waren die Forscher iiberzeugt, dass physiologische Effekte von
Pflanzen durch enthaltene Pflanzensduren hervorgerufen wiirden. So fand die
Errungenschaft des jungen Apothekergehilfen (Hof-Apotheke =zu Paderborn)
wissenschaftlich zunéchst keine Beachtung. Erst die erneute Publikation (1817) brachte

ihm die wohlverdiente Anerkennung.’
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Schon bald sollten weitere ,,Pflanzenalkalien* (der Begriff Alkaloid existierte noch
nicht) gefunden werden, was SERTURNER riickwirkend betrachtet an den Anfang der

Alkaloid- oder sogar der Naturstoffchemie stellt.P

Morphin gilt als der Prototyp der zentralwirksamen, starken Analgetika und ist heute
ein unverzichtbares Mittel zur Schmerzbekdmpfung. Seine analgetische Wirkung kommt
durch seine Affinitit zu Opioid-Rezeptoren (u, K, 6) im Zentralnervensystem und in der
Peripherie zustande. Interessanterweise sind strukturell stark vereinfachte Molekiile, wie
Fentanyl (9) und seine Derivate (Abbildung 1.2), in der Lage, die Wirkungen des
Morphins bei Weitem zu tibertreffen. So hat Fentanyl die 100-fache,® Carfentanyl (nicht
abgebildet) sogar die 3000-fache analgetische Potenz des Morphins.” Letzteres wird,
genauso wie Etorphin (11, >1000-fache analgetische Potenz)? in einigen Lindern (z. B.
der Schweiz) als Wildtierbetdubungsmittel verwendet. Das potenteste Narkoanalgetikum
(1000-fache Potenz des Morphins), das in der Humanmedizin verwendet wird, ist
Sufentanil (nicht abgebildet), in dessen Struktur u. a. am Stickstoffatom des Piperidin-
ringes die 2-Phenylethylamin- durch eine 2-(2-Thiophenyl)ethylamin-Einheit ersetzt ist.
Bisher keine offizielle Anwendung findet Ohmefentanyl (10). Die analgetische Potenz
des (2S5,3R,4S)-Isomers [(25,3R,45)-10] wird mit der 20000-50000-fachen des Morphins

angegeben.’

Eine Abtrennung der ,,suchterzeugenden* von der analgetischen Wirkung war in der
Vergangenheit das unerreichte Ziel intensiver Forschung. Erwiinschte und nicht gewollte

Effekte werden, anders als bei Cocain, iiber identische Rezeptoren (n) vermittelt.

Der in Stidamerika an den Osthdngen der Anden von Peru bis Kolumbien heimische
Strauch Erythroxylum coca enthélt das Alkaloid (—)-Cocain (6, Abbildung 1.2, < 1%).

Entdeckt wurde es von Albert NIEM ANN ¢ im Jahre 1860 im Rahmen seiner Dissertation

b Die Begriffe ,,Alkaloidchemie® und ,,Naturstoffchemie* stehen hier nicht fiir synthetische Organische
Chemie im heutigen Sinne.
¢ C. Priesner, in Neue Deutsche Biographie, Vol. 19, Nauwach-Pagel, Berlin, 1999, 231-232:

Albert NIEMANN (*1834-18617) starb kurz nach seiner Promotion (1860) iiber die Entdeckung
des Cocains mit weniger als 27 Jahren an einer ,,Lungenvereiterung®, vermutlich als Folge einer bei vor-
herigen Arbeiten erlittenen Senfgasvergiftung. Bevor er seine Forschungsarbeit iiber das Cocain begon-
nen hatte, synthetisierte er 1859 aus ,,Elaylgas® (Ethylen) und ,,braunem Chlorschwefel*“(S2Cl2) das da-
mals noch weitgehend unbekannte Bis(2-chlorethyl)sulfid (siehe A. Niemann, Liebigs Ann. Chem. 1860,

4
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(Goéttingen) bei Friedrich WOHLER (*1800-18827).!9 Bereits 1862 von E. MERCK in
den Handel gebracht, wurde unter Anwendung von Cocain 1884 die erste schmerzlose
Augenoperation durchgefiihrt. Neben seiner lokalandsthetischen Wirkung durch
Blockade spannungsabhidngiger Natriumkandle, hat (—)-Cocain zusétzlich eine stark
psychostimulierende und antriebssteigernde Wirkung.!! So vertreibt es kurzfristig
Miidigkeit, Hunger und Schmerz. Verantwortlich gemacht wird die Blockade der
prasynaptischen Transporter fiir Noradrenalin, Serotonin und Dopamin im
Zentralnervensystem (ZNS), welche nach der Reizweiterleitung fiir die Wiederaufnahme
der Botenstoffe in die Nervenzellen zusténdig sind. Auf diese Weise kommt es zu starken
Anstiegen der Neurotransmitterkonzentrationen im synaptischen Spalt. Als aus-
schlaggebend fiir das Suchtpotential wird die durch Cocainkonsum stark erhohte
Dopaminkonzentration im Nucleus accumbens, dem sogenannten mesolimbischen
Belohnungssystem, angesehen. Die suchterzeugende Wirkung wurde schon frith zum
Anlass genommen nach Verbindungen zu suchen, die keine psychotropen Nebeneffekte
zeigen, jedoch lokalanidsthetisch genauso stark oder stirker als Cocain wirken. Nach der
Konstitutionsautklarung des Alkaloids durch Richard WILLSTATTER (*1872—1942%)
im Jahre 1898,!? gelang es Alfred EINHORN (*1856-1917t) mit der Synthese von
Procain (7) in beispielhafter Weise die beiden Hauptwirkungen des Cocains voneinander
zu trennen.'> Das unter dem Namen Novocain® in den Handel gebrachte

Lokalanésthetikum findet heute noch Anwendung, z. B. als Ohrentropfen (Otalgan®).

113, 288-292), spiter auch Lost** bzw. S-Lost, Senfgas oder ,,Gelbkreuzkampfstoff genannt — eine
hochgiftige Substanz, die mehr als ein halbes Jahrhundert spater eine sowohl traurige, als auch
zweifelhafte Beriihmtheit erlangen sollte. Die Verbindung wurde im Ersten Weltkrieg (ab 1917 von
Deutschland; kurze Zeit spiter von nahezu allen Beteiligten) in groBen Mengen militirisch eingesetzt.
Der weiteren Erforschung des Cocains hatte sich Wilhelm LOSSEN (*¥1838-1906%) angenommen.
Nach erfolgreicher Bestimmung der Summenformel und der Identifizierung von Ecgonin als
Abbauprodukt des Cocains wurde er 1862 von Friedrich WOHLER promoviert (siehe Nachruf Wilhelm
LoOSSEN: C. Lassar, Ber. dtsch. chem. Ges. 1907, 40, 5079-5086).
**Der Name ,,Lost"” leitet sich von LOMMEL UND STEINKOPF ab. Zur Zeit des Ersten Weltkrieges
hatten die beiden ein Verfahren zur grofitechnischen Herstellung von Bis(2-chlorethyl)sulfid entwickelt.

5
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1.4 Stereochemie und stereoselektive Synthesen

Die meisten Naturstoffe, sofern sie nicht achiral sind (z. B. Glycin), weisen
mindestens eines, meistens aber mehrere stereogene Zentren im Molekiil auf und
kommen in der Natur in stark liberwiegendem Anteil als einzelne Enantiomere vor, da
biologische Systeme nahezu ausschlieBlich chirale Umgebungen darstellen. Dennoch
sind eine ganze Reihe von Naturstoffen bekannt, von denen beide optischen Antipoden
in der Natur zu finden sind (siehe auch Kap. 1.8).!* Fiir den stereoselektiven Aufbau von
Molekiilen sind zahlreiche Methoden entwickelt worden. In sogenannten ex-chiral-pool-
Synthesen wird ein chiraler Naturstoff stereokonservativ so verdndert, dass das
gewiinschte Produkt entsteht. Verwendet werden vor allem Kohlenhydrate,
Aminosduren, o-Hydroxysdauren (Weinsdure, Mandelsdure, Phenylmilchsdure) und

1,2-Aminoalkohole.

% OH OH
_Me Me A_Me
NH, HR mHR

(S)-(-)-Cathinon (12) R =H: -(-)-Norephedrin (13) R = H: p-(+)-Norpseudoephedrin(14)
R = Me: L-(-)-Ephedrin (2) R = Me: pb-(+)-Pseudoephedrin (15)

Zn

Abbildung 1.3. Aminoalkohole und Derivate aus der Natur.

Letztgenannte konnen beispielsweise ausgehend von den entsprechenden Amino-
sduren durch Reduktion mit Metallhydriden gewonnen werden. Einige chirale Amino-
alkohole kommen als Sekundidrmetabolite selbst in der Natur vor, so z. B. Alkaloide vom
Typ des Ephedrin [L-Ephedrin (2), D-Pseudoephedrin (15), L-Norephedrin (13),
(Abbildung 1.3)]. Die am Stickstoffatom methylierten sekunddren Amine 2 und 15
konnen als offenkettige Auxiliare (16, Schema 1.1) zur stereoselektiven Synthese
a-alkylierter Carbonsédurederivate (18) verwendet werden. 13 und en#-13 werden unter
anderem als Ausgangsmaterial zur Synthese von Oxazolidinonen (24) genutzt, die als
cyclische chirale Auxiliare bei selektiven a-Funktionalisierungen von Carbonyl-

verbindungen (26) eingesetzt werden konnen (E vV ANS-Synthese, Schema 1.1).13
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Der Vollstindigkeit wegen sei noch Cathin (14) (D-Norpseudoephedrin) erwédhnt das
neben (S)-Cathinon (12) in Catha edulis [, Khat*; gehort zur Gruppe der

Spindelbaumgewichse (Celastraceae)] enthalten ist (Abbildung 1.3).

OH Me 1. LDA OH Me R’ R!
: N 1 X Hydrolyse
\[]/\R 2.R'X N\H/'\R ydroly HO\H/LR
Me O Me O (@]
16 17 18
QPOMG Oﬂ 1.LDA Oﬂ 1. Mel R’
NH, N  OMe 2.R'X N  OMe 203 -
R”CHO N= —— N~ —— > R cHO
\> \>‘R1
20 R 21 R 22 23

(@) o) (0]

1. LDA .

o/U\N/U\/ 2. R'X N)X\( 1. LiBH, S
—,

O\)', R 2. Oxidation
T 'Me

o

Z _—

PR Me 5 R
24 25 26

o

Schema 1.1. Chirale Auxiliare.

Der Verzehr der moglichst jungen und frischen Blitter des sogenannten ,,Khat*
gehort beispielsweise im Jemen seit Jahrhunderten zur Tradition und erfreut sich grof3ter
Beliebtheit.!® Die gewiinschten Wirkungen werden hierbei dem Cathinon (12)
zugeschrieben.!” Altere oder gelagerte Blitter enthalten als Folge der enzymatischen
Reduktion zu D-Norpseudoephedrin (14) einen deutlich geringeren Anteil an diesem
Alkaloid.!”'® In der asymmetrischen Synthese besitzt 14 keine Bedeutung, wird
allerdings als Appetitziigler trotz vermeintlich ungiinstigem Risiko-Nutzen-Profil
medizinisch verwendet (ALVALIN®).9 Weitere bekannte Auxiliare sind die von Dieter
ENDERS eingefiihrten, von Prolin abgeleiteten Hydrazone SAMP (19) und RAMP
(ent-19, Schema 1.1),' die von COMINS verwendeten N-Acyldihydropyridone?’ sowie
die von den Kohlenhydraten abgeleiteteten perpivaloylierten Glycosylamine, z. B.

2,3,4,6-Tetra-O-pivaloyl--D-galactopyranosylamin aus der Arbeitsgruppe KuNz.2! Mit

4 In Deutschland zugelassenes Arzneimittel zur Behandlung der Adipositas (ROTE LISTE®, 2013).
7
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den beiden zuletzt genannten (nicht gezeigt) konnen hochsubstituierte Piperidine
stereoselektiv dargestellt werden. Dariiber hinaus werden zunehmend erfolgreich Metall-
katalysatoren?? mit chiralen N-heterocyclischen Carbenen (NHC) als Liganden sowie
nucleophile Carbene selbst als Organokatalysatoren in der enantioselektiven Synthese

eingesetzt.??

1.5 Chirale Wirkstoffe in Arzneimitteln

In chiraler Umgebung biologischer Systeme unterscheiden sich enantiomere Ver-
bindungen meist in ihren Eigenschaften und biologischen Effekten voneinander. Zu
fritheren Zeiten wurden von der pharmazeutischen Industrie oft Racemate verwendet und
die Wirkungen der optisch reinen Substanzen nicht getrennt voneinander untersucht.
Dieser Umstand scheint sich grundlegend geéndert zu haben. Meistens werden
entsprechende Substanzen zwar zunéchst als racemisches Gemisch dargestellt, das am
Ende der Synthese aber aufgespalten wird (meistens mittels préparativer HPLC an
chiraler Phase). So konnen die optischen Antipoden getrennt auf ihre Wirkung hin
untersucht werden und erst bei positiven Testergebnissen wird in der weiteren

Entwicklung die deutlich aufwendigere enantioselektive Synthese entwickelt (siehe

Kap.1.4).
F
cl MeO
CHs
NHMe Z NMe, ! OH
: Me” 'R Me,N
e} O
NC
(H-Ketamin (27)  Escitalopram (28)  ~ - M (R-Methamphetamin [(R)-29] ) o oo o) [4)-31]

R = CH,~C=CH: (R)-Selegilin [(R)-30]

Abbildung 1.4. Chirale Arzneistoffe.

Die Verwendung optisch reiner Substanzen stellt aber nicht in jedem Fall eine

Notwendigkeit oder einen Vorteil dar. Bei Tramadol [(%)-cis-31], einem schwachen
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Opioidanalgetikum, hat sich das Racemat als effektiver erwiesen, als die Enantiomere

fiir sich allein (Abbildung 1.4).

Das (—)-Enantiomer scheint bevorzugt die Wiederaufnahme von Noradrenalin zu
hemmen, wihrend (+)-cis-31 die Serotoninwiederaufnahme inhibiert. Zusétzlich ist der
aktive Metabolit (+)-O-Desmethyltramadol ein schwacher Agonist (0.1-fache Potenz des
Morphins) an p-Opioidrezeptoren. Uber die Eigenschaft von SSRIs (selective serotonin
re-uptake inhibitors) die antinozizeptive Wirkung von Opiaten, in giinstiger Weise

synergistisch zu verstirken, wurde berichtet.>*

Essentiell ist die optische Reinheit
hingegen bei Selegilin (30) (Movergan®), dessen (R)-Enantiomer in der Parkinson-
Therapie Anwendung findet (in den USA auch als Antidepressivum). Beide Enantiomere
hemmen in therapeutischer Dosis (oral: 10 mg)® selektiv und irreversibel die Mono-
aminooxidase-B (MAO-B), welche vorzugsweise fiir den neuronalen Abbau von
Dopamin verantwortlich gemacht wird und im ZNS die mit einem Anteil von ca. 80%
(MAO-A: 20%) vorherrschende Isoform des Enzyms darstellt.?> Im Verlauf der
Metabolisierung von Selegilin (30) erfolgt N-Desalkinylierung zu Methamphetamin
[(R)-29, Abbildung 1.4] als Hauptmetabolit. Dieses wird teilweise zu Amphetamin! ab-
gebaut (Demethylierung), zum grofiten Teil aber unverdndert renal ausgeschieden. Die

(S)-Enantiomere dieser sogenannten ,,Weckamine™!®

sind potente indirekte Sympatho-
mimetika, die fiir ihr Missbrauchspotential hinreichend bekannt sind und heute in der
Medizin weitestgehend als obsolet gelten, widhrend die (R)-Enantiomere in der ver-
wendeten Dosierung keine nennenswerte Wirkung entfalten. Die medizinische
Anwendung der a-Methylphenethylamine als Stimulanzien beschrinkt sich heute auf
(S)-(+)-Amphetamin [(INN: Dexamfetamin-(hemisulfat)], das in jlngster Zeit in

Deutschland wieder als Fertigarzneimittel® zur Behandlung der Aufmerksamkeitsdefizit-

Hyperaktivitétsstorung (ADHS) zugelassen ist.

€ sublingual: 1.25 mg (Schmelztablette), Xilopar®

f Amphetamin leitet sich von g-Methylphenethylamin ab.

& Attentin®, INN: Dexamfetamin-hemisulfat (5 mg), zugelassen seit 12/2011;
Elvanse®, INN: Lisdexamfetamindimesilat, zugelassen seit 06/2013.
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Dariiber hinaus gibt es Substanzen, die anfangs in Form des Racemates, zu einem
spdteren Zeitpunkt zusitzlich in enantiomerenreiner Form fiir die gleiche Indikation auf
den Markt gebracht wurden. Hierzu zdhlen das Cyclohexanonderivat (Es)ketamin® (27,
Abbildung 1.4), das Antihistaminikum (Levo)cetirizin sowie (Es)citalopram (28, (rac):
Serital®, (S): Cipralex®).! Ketamin (27) ist ein sogenannter NMDAJ-Rezeptorantagonist.
Der NMDA-Rezeptor zéhlt, wie die Rezeptoren AMPAK und Kainat,' zu den ionotropen
Glutamatrezeptoren (iGlu). Ketamin vermindert so die Reizweiterleitung am
synaptischen Spalt der betroffenen Neurone. Es setzt in weniger als einer Minute nach
der intravendsen Injektion eine sogenannte dissoziative Analgesie ein. Das (S)-Isomer
zeigt die gewiinschten Wirkungen, wihrend das (R)-Isomer sogar fiir die meisten
unerwiinschten Nebeneffekte verantwortlich gemacht wird. Bei Anwendung des
Racemats wird deshalb die doppelte Menge an Ketamin benotigt. Escitalopram (28) ist
ein selektiver Hemmstoff der Serotoninriickaufnahme (SSRI), und wird zur Behandlung
von Depressionen verwendet. Im Vergleich zu (racemischem) Citalopram wird die

Wirkstoffmenge halbiert.

h K etamin ist ein sehr starkes Analgetikum, das vorzugsweise in der Notfallmedizin eingesetzt wird; im
Gegensatz zu Morphin tritt keine Atemsuppression ein; es wirkt eher kreislaufstabilisierend.

! Antidepressivum (SSRI)

J N-Methyl-D-Aspartat

K AMPA = (S)-2-Amino-3 -(5-methyl-3-0x0-2,3-dihydroisoxazol-4-yl)propanséure

! -Kainsiure [(25,3S,4R)-3-Carboxymethylpyrrolidin-2,4-dicarbonsédure)]
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1.6 Sekundirmetabolite als Quelle neuer Leitstrukturen

Aus der Natur isolierte sekundire Stoffwechselprodukte (Alkaloide, Terpene,
Polyketide u. a.), sind die wichtigste Quelle von neuen Leitstrukturen (siefe Kapitel 1.1.)
Auf die Beispiele von Cocain und Morphin als Vorbildsubstanzen zur Synthese von
Wirkstoffen fiir den pharmazeutischen/medizinischen Bereich wurde bereits

hingewiesen (siehe Kapitel 1.2).

Die in den siebziger Jahren entdeckten Strobilurine sind ein Musterbeispiel fiir die

Entwicklung vom Naturstoff zum einsetzbaren Produkt im Pflanzenschutz.

COZMG Me COzMe
R’ H Me—-0 H
R o XXX
2 Me OMe Me OMe
R o
Me %
32:R'=H, R?= H (Strobilurin A) Me Strobilurin G (= Strobilurin D) (34)

33: R' = OMe, R? = CI (Strobilurin B)

Me Me Né\lN
0 F3C Xy -0
o iea e
X .OM
Meo,c” Sn-OMe MeO,c” SnOMe  CN Xy -OMe

MeO,C~ N

Kresoxim-methyl (35) Trifloxystrobin (36) Azoxystrobin (37)

Abbildung 1.5. Die Naturstoffe Strobilurin A (32) und B (33) lieferten die Leitstruktur zur Entwicklung
einer ganzen Serie fungizider Wirkstoffe (,,Strobilurine®). Strobilurin G (= D) (34) wurde ebenfalls in der
Natur gefunden.

Strobilurin A (32) und B (33, Abbildung 1.5) wurden aus dem Kiefernzapfenriibling,
der zur Gruppe der Stinderpilze (Basidiomycetes) gehort, isoliert.?® Strobilurin G (=D)
(34) wird von einigen Basidiomycetes-Kulturen und von Camarops (Bolinia) lutea
gebildet, einem der Klasse der Schlauchpilze (4scomycetes) angehdrenden Vertreter.?’
Aktuell werden mehrere synthetische Verbindungen, die aus den Naturstoffen abgeleitet
wurden, im Pflanzenschutz eingesetzt, z. B. Kresoxim-methyl (35), Trifloxystrobin (36)

und Azoxystrobin (37). Sie zeichnen sich durch ein breites Wirkungsspektrum gegen
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zahlreiche phytopathogene Pilze und eine geringe Toxizitét fiir andere Eukaryonten aus.
Interessanterweise entfalten sie ihre Wirkung durch reversible Anbindung an das
Ubichinon-Oxidations-Zentrum (Q,)™ des Cytochrom-bci-Komplexes (= Komplex I1I)
der mitochondrialen Atmungskette.”® Als letzter Teil des Energiestoffwechsels lduft er
an der inneren Mitochondrienmembran aller eukaryotischen Lebewesen ab; durch
Strobilurine wird er blockiert. Die Strukturen und Sequenzen der beteiligten
Proteinkomplexe wurden in der Evolution stark konserviert, was zundchst die
beobachtete geringe Toxizitét fiir andere Eukaryonten nicht vollstindig erkldren kann.
Es konnnte aber nachgewiesen werden, dass die Sporenkeimung, die unter den
Eukaryonten fast ausschlieBlich bei Pilzen vorkommt™ und als stark energie- bzw.
atmungsabhingiger Wachstumsprozess in besonderem Malle von der Hemmung der
Atmungskette und dem damit verbundenen Ausbleiben der ATP-Synthese betroffen ist,
bereits bei einer sehr viel niedrigeren Konzentration vollstdndig inhibiert wird — Faktor
10-10.000, verglichen mit der Menge, die fiir eine 50%-ige Hemmung des

Mycelwachstum der identischen Spezies notwendig wiren.?

Daher ist diese Substanzklasse am besten zum prophylaktischen Einsatz eignet. Des
Weiteren unterliegen diejenigen Strobilurinderivate, die in ihrer molekularern Struktur
eine Estergruppe enthalten (Abbildung 1.5, 32-37), einer raschen Hydrolyse zu den
entsprechenden nahezu inaktiven Carbonsduren. Die schnelle biologische Abbaubarkeit

dieser Derivate erhoht deshalb auch die Selektivitit gegeniiber ,,Nicht-Zielorganismen®.

™M Manchmal auch als Qp bezeichnet.
™ auBer bei Pilzen gibt es eine Sporenkeimung noch bei Algen und Moosen.
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1.6 SEKUNDARMETABOLITE ALS QUELLE NEUER LEITSTRUKTUREN

Das Mitte des 20.Jahrhunderts entdeckte Erythromycin (aus Streptomyces

erythreus) gilt als der Prototyp der Makrolid-Antibiotika.?’

R = OH, X = O: Erythromycin A (38a) Clarithromycin (38d)
R=H , X=0: Erythromycin B (38b)
R=OH, X = 4N\O/\O/\/OCH3

Roxithromycin (38c)

Abbildung 1.6. Einige ausgewéhlte Beispiele der Makrolidantiobiotika (Strukturformeln).

Das heute verwendete Erythromycin ist kein Reinstoff, es enthdlt neben
Erythromycin A (38a, Abbildung 1.6) kleine Mengen an sich nur geringfiigig
unterscheidenden, nahe verwandten Substanzen [Erythromycin B (38b) und C]. Des
Weiteren sind der O-Methylether von Erythromycin A (= Clarithromycin, 38d) sowie
Roxithromycin (38¢) im Handel. Bei letzterem ist eine C=O-Gruppe durch eine
Oximethereinheit ersetzt. Sie entfalten ihre bakteriostatische Wirkung gegen
grampositive und wenige gram-negative Erreger durch die Hemmung der bakteriellen
Proteinbiosynthese. Sie interagieren mit dem Elongationsfaktor EF-G (GTPase) und
verhindern die GTP-Hydrolyse, die normalerweise die erforderliche Energie zur
Translokation des wachsenden Peptids (genauer: die Translokation der Peptidyl-t-RNA
von der Akzeptorstelle zur Donorstelle) an den Ribosomen zur Verfligung stellt (sieke
auch Kap.2.2.2: Cryptopleurin (87, Abbildung 2.12) wirkt ebenfalls hemmend auf

wachsende Peptidketten an Ribosomen).3°

Es existieren noch unzidhlige weitere Beispiele dieser Art, deren Schilderung

allerdings den Rahmen dieser Arbeit libersteigen wiirden.

13



1 NATURSTOFFE

1.7 Biogenese und biologische Bedeutung von
Sekundiarmetaboliten

Nicotinsdure (41) (=Niacin, Vitamin B3) ist als Bestandteil des Enzym-Cofaktor
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NAD, 44) in allen Lebewesen zu finden und an

zahlreichen Redoxreaktionen in der Zelle beteiligt (Schema 1.2).

Asparaginsaure (42)

H

OZCWJ\ on
Weg 1 (j/COzH Weg 2 0

p—— |

N
Tryptophan (39) Kynurenln (40) Nicotinsaure (41)
Glycerin (43)
HoN (N\ NH, 2e7 O (H b
\
-/ © N//N X N, TO N
©) 2
\ N/ NJ N/ 2e +H* N
b (0]
“~o (é"OH o~ yoH Q7 yOH
HO 0. OH. oOH 5 5
Yy Fl)/o\P]/o OH OH OH
HO o 4 O-ADP O-ADP
NAD* (44,,) NAD* (44,y) NADH (44eq)

Schema 1.2. Biogenese von Nicotinsdure in Neurospora crassa (Weg 1) und in Mycobacterium
tuberculosis (Weg 2); Struktur von NAD"; Reduktion zu NADH.

Biosynthetisch existieren zwei mogliche Wege zur Synthese von 41: Im Pilz
Neurospora crassa erfolgt der Abbau von Tryptophan (39) zu Kynurenin (40), welches
iiber mehrere Zwischenstufen in Niacin umgewandelt wird. Das Mycobacterium
tuberculosis hingegen stellt 41 aus Glycerin (43) und Asparaginsdure (42) her (via
Pyridin-2,3-carbonsdure). Einige Organismen sind befédhigt, sogar beide Wege zu
beschreiten.? Mit Verallgemeinerungen sollte hier also vorsichtig umgegangen werden.
Folglich kann nicht davon ausgegangen werden, dass aus verschiedenen
Pflanzengattungen isolierte Stoffe auch dieselbe Biogenese durchlaufen haben. Meistens
aber dienen Aminosduren als Stickstoffquelle zur Alkaloidsynthese. Beispiele einiger

14



1.7 BIOGENESE UND BIOLOGISCHE BEDEUTUNG VON SEKUNDARMETABOLITEN

einfacher Alkaloide und ihrer Aminosdurevorldufer sind in Schema 1.3 dargestellt: In
Erythroxylum-Arten findet sich (+)-Hygrin (46), das aus der nicht proteinogenen
Aminosdure L-Ornithin (45) gebildet wird und selbst eine Zwischenstufe zur Synthese
von Tropanalkaloiden ist.3! Aus Mauerpfeffer (Sedum acre L.) wurde (—)-Sedridin (49)
isoliert, das biosynthetisch aus Lysin (48) hergestellt wird.’> Das schon mehrfach
genannte Morphin (8) wird im Schlafmohn ebenfalls aus einer Aminosédure, ndmlich
Tyrosin (47), erzeugt. Als letztes Beispiel soll noch Psilocybin (51) erwéhnt werden. Es
ist ein Tryptaminderivat, das im sogenannten Spitzkegeligen Kahlkopf (Psilocybe
semilanceata), einem Lamellenpilz, der auch in mitteleuropdischen Wildern zu finden
ist, aus Tryptophan (39) synthetisiert wird. Das potente Psychotomimetikum
(,,magic mushrooms*) wurde Ende der 1950er Jahre von Albert HOFMANN entdeckt.
Der durchschnittliche Psilocybingehalt in P. semilanceata wird mit ca. 1% der Trocken-

masse angegeben.’

H;C.__O
2N/\/\"\lﬁJ\OH . \ H r
2 CH, HO 2
L-Ornithin (45) (+)-Hygrin (46) L-Tyrosin (47)
Q OH
HzN\/\/\)J\O — H
H ——">\ CHs
NH, H
L-Lysin (48) (+)-Sedridin (49) L- Tryptophan (39) Psnocybln (50)

Schema 1.3. Aminosduren dienen oft als Vorldufer zur Biogenese von Alkaloiden.

Entgegen der frilheren Meinung geht man heute davon aus, dass Alkaloide bzw.
Sekundédrmetabolite im Allgemeinen fiir den Produzenten wichtige Aufgaben erfiillen.

Sie konnen FraBfeinde und Parasiten abwehren, Signalstoffe und Pheromone sein, UV-

15



1 NATURSTOFFE

Schutz bieten oder, z. B. bei einigen Froschen der Familie Dendrobatidae (Farbfrosche),

Mittel zur Verteidigung gegen Angreifer sein.?*

&3 . o

H3C C4Hg \\

Monomorin | (51) Histrionicotoxin (52) Pumiliotoxin C (53)

[

Me O Me
HO,, 'V'e
Me
HO
Pumiliotoxin A (54) Batrachotoxin (55)

Abbildung 1.7. Bekannte Gifte aus dem Sekret von Froschen der Familie Dendrobatidae.

Diese Frosche sondern ein giftiges Sekret auf ihrer Haut ab, in das die Ureinwohner
Amerikas ihre Spitzen fiir Blasrohrpfeile zur Jagd tauchten.> 3> Frosche der Gattunng
Phyllobates aurotaneia enthalten Batrachotoxin (55, =200 ug pro Tier!), das eine
irreversible Blockierung der motorischen Endplatten bewirkt. In Dendrobates pumilio
wurden Pumiliotoxin A (54) und C (53) gefunden, wéhrend Histrionicotoxin (52) aus
Exemplaren von D. histrionicus isoliert wurde (Abbildung 1.7). Monomorin I (51) ist ein
Spurpheromon der Pharaoameise (Monomorium  pharaonis), wurde aber
interessanterweise im Sekret von Froschen der Gattung D. auratus gefunden, allerdings

nur falls diese zuvor M. pharaonis auf dem Speiseplan hatten.> 3¢
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1.8 ENANTIOMERE NATURSTOFFE

1.8 Enantiomere Naturstoffe

Die meisten sekundiren Pflanzen- und Pilzmetabolite besitzen mindestens ein
Stereozentrum und werden in ihrer Biogenese durch Enzyme aufgebaut, die aus-
schlieBlich chirale Umgebungen darstellen und in ihrer Substratwahl meistens
stereospezifisch sind. So werden die meisten dieser Naturstoffe enantioselektiv gebildet.
Gemessen an der Gesamtzahl der Sekunddrmetaboliten sind nur von einem Bruchteil
beide Enantiomere in der Natur zu finden. Die meisten bisher bekannten enantiomeren
Naturstoffe sind Terpene. In Pfefferminze (Mentha piperita) beispielsweise wird hoch-
stereoselektiv (4S5)-(—)-Limonen (,,Zitronenduft”) durch eine (—)-Limonensynthase aus
Geranylpyrophosphat hergestellt, wihrend in der Valencia-Orange (Citrus sinensis)
(4R)-(+)-Limonen (,,Orangenduft™) durch eine (+)-Limonensynthase, ebenfalls hoch-
stereoselektiv aus dem gleichen Vorldufer gebildet wird. Die beiden Prozesse haben sich
unabhingig voneinander entwickelt. Interessanterweise bildet eine aus Kiimmelsamen

(Carum carvi) isolierte (+)-Limonensynthase ein Produkt mit ,,nur* 96%ee.'*

Die Enantiomere der Monoterpene kommen zwar hdufig gemeinsam vor, die Bio-
genese verlduft jedoch meist parallel und hat sich unabhingig voneinander entwickelt.
Bei Alkaloiden treten enantiomere Naturstoffe weitaus seltener und meist in ver-
schiedenen Arten auf. Die Biosynthesewege und Zwischenstufen konnen sich deutlich
voneinander unterscheiden, da sie in der Evolution unabhéngig voneinander entstanden
sind. In der Vergangenheit hat sich gezeigt, dass Jahre oder Jahrzente zwischen der
Entdeckung des einen und des anderen Enantiomers liegen konnen.!* Oft ist dann die
Biosynthese des zuerst entdeckten Enantiomers aufgeklart, wihrend iiber die des anderen
wenig bekannt ist. Seltener ist der Fall, dass eine Pflanze beide Enantiomere eines
Alkaloids produziert, sei es in einem konstanten, nicht racemischen Verhiltnis

(scalemisch) oder auch als racemisches Gemisch.

Als Erklarung wére prinzipiell vorstellbar, dass entweder durch parallel ablaufende,
jeweils stereospezifische Biosynthesewege die Enantiomere getrennt voneinander

gebildet werden oder, dass beide auf demselben Weg entstehen, die beteiligten Ezyme

17



1 NATURSTOFFE

aber eine geringe Stereospezifitit aufweisen. Des Weiteren ist auch die Bildung von
zunichst einem Enantiomer denkbar, aus dem dann iiber eine ablaufende
Oxidations/Reduktionssequenz die Konfigurationsumkehr zum anderen Enantiomer

stattfindet (z. B. die Biosynthese von Canadin (59), Schema 1.4).

Um Interpretationsfehlern vorzubeugen, sollte auch die Moglichkeit der
Artefaktbildung in Betracht gezogen werden. Schema 1.4 zeigt ausgewihlte Beispiele
enantiomerer Naturstoffe und ihre Herkunft. Spartein (57) zdhlt zu den Lupinen-
Alkaloiden. Die beiden Enantiomere werden u. a. in verschiedenen Unterarten der zu den
Hiilsenfriichtlern zdahlenden Lupinen gebildet. Allerdings ist iiber den genauen Verlauf

der Biogenese, die ausgehend von Lysin (48) iiber Cadaverin (56) verldauft, wenig

bekannt.!4
O
HZN\/\/\‘)J\OH
NH; S)-Reticulin [(S)-58
L-Lysin (48) (S)-Reticulin [(5)-58]
-CO, /l Lysindecarboxylase § ‘
:‘:V (S)-Canadinsynthase

HzN\/\/\/NHz *

Cadaverin (56)

H
N H 3 N

H (+)-Canadin [(+)-59] (-)-Canadin [(—)-59]
(+)-Spartein [(+)-57] (-)-Spartein [(-)-57] Berberin-
aus Lupinus pusillus aus Lupinus albus reduktase STOX
<o
0

Berberin
(60)

Schema 1.4. Enantiomere Alkaloide (Spartein, Canadin) und ihre postulierte Biosynthese. STOX =
(S)-Tetrahydroberberinoxidase.
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Die beiden Enantiomere des Canadins (59) werden zu den Benzylisochinolinalkaloiden
gerechnet. (S)-(—)-Canadin [(5)-59] wird in mehreren Stufen aus (S)-Reticulin [(S)-58]
gebildet. Fiitterungsexperimente mit markiertem (R)-Reticulin haben gezeigt, dass
(R)-(+)-Canadin [(+)-59] nicht aus diesem gebildet wird. Stattdessen erfolgt
enzymatische® Oxidation von [(—)-59] zum achiralen Berberin (60), das schliefSlich von

einer Berberin-Reduktase zu (+)-59 reduziert werden kann.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

2.1 Indolizidine

2.1.1 Vorkommen

Das Vorkommen der pentacyclischen Alkaloide beschrinkt sich auf die Gattungen
Tylophora, Pergularia, Cynanchum (Vincetoxicum), die der Pflanzenfamilie der
Apocynaceae (Hundsgiftgewéchse) angehdren, einige Ficus-Arten aus der Familie der
Moraceae (Maulbeergewichse),?’ (Tabelle 2.1) sowie auf eine Gattung aus der Familie
der Acanthaceae (Akanthusgewéchse), ndmlich die in Ostafrika heimische Bliihpflanze
Hypoéstes verticillaris.*® Es sind iiber 60 natiirliche Vertreter bekannt. Diese Zahl erhoht
sich noch einmal deutlich, werden die seco-Derivate (Diarylhexahydroindolizine) und
die N-Oxide mitgerechnet. Die prominenteste Verbindung ist Tylophorin (65), das
Hauptalkaloid der Kletterpflanze Tylophora asthmatica? (Abbildung 2.1). Tylophorin als
Inhaltsstoff, der in der ayurvedischen Heilkunst schon lange bekannten Pflanze, wurde
1891 in der (,,modernen‘) naturwissenschaftlichen Fachliteratur erstmals erwéhnt,>
wobei auf dessen medizinische Verwendung als Emetikum, dquivalent zu Ipecacuanha
(Brechwurzel, enthidlt Emetin), hingewiesen wurde. Die Isolierung der Alkaloide
Tylophorin (65) und Tylophorinin (75) aus 7. asthmatica gelang RATNAGIRISWARAN
und VENKATACHALAM (1935).40 Interessanterweise scheint in 7. indica aus
Stidamerika nicht Tylophorin (65), sondern Tylophorinin (75) das Hauptalkaloid zu
sein.*! Einige ausgewihlte Alkaloide werden in den Kapiteln 2.1.7 bis 2.1.12 ndher

beschrieben.

P Alte Bezeichnung; heute wird T indica bevorzugt.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

Tabelle 2.1. Ubersicht iiber die wichtigsten Quellen von Phenanthroindolizidin-Alkaloiden.

Pflanzengattung

T. indica

T. atrafolliculata

T. crebriflora

T. hirsuta’™4

T. ovata

T. tanakae™

Ficus septica

C. vincetoxicum™

P. pallida**

H. verticillaris®®

4

Alkaloide (Auswahl)

(-)-Tylophorin (65) [a] = —11.6 (¢ 1.07, CHCl3),**[af); = —21.05
(c 0.7, MeOH),* (-)-Tylophorinin (75),%%**% (+)-Tylophorinidin
(62),%4¢ 4441 (1)_6-0O-Methyltylophorinidin (61),**° (+)-iso-Tylocrebrin
(64),%3- 4444495 (133 R 14R)~(—)-14-Hydroxytylophorin
=(—)-Tylophorinicin,*® Tyloindicin A—E,* Tyloindicin G-J,*’
(13a8,1458)-(+)-14-Hydroxy-iso-tylocrebrin,*
(—)-6-O-Desmethyltylophorin®’

(+)-Desoxytylophorinidin (67), (+)-Tylophorinidin (62),
(-)-Tylophorinin (75), Tylophoridicin C—F*

(-)-Tylocrebrin (72), (-)-Tylophorin (65)**™*
(+)-13a-Hydroxytylophorin (66)

(-)-Tylophorin (65) [a]; = —20.9 (¢ 0.8, MeOH),
(+)-iso-Tylocrebrin (64), 14-Desoxy-13a-methyltylohirsutinidin,
13a-Methyltylohirsutinidin (80)

(+)-Tylophorin (65) [a]; = + 65 (¢ 0.085, CHCl5),*®

Tylophovatin A—C,*® (+)-Tylophorinidin (62),”! (+)-Septicin (76),*"
(-)-Tylophorin (65) [a];; = —13.1 (¢ 0.35, CHCls), (+)-iso-Tylocrebrin
(64), (+)-3-Desmethyl-iso-tylocrebrine (68), (—)-7-Desmethyl-
tylophorin, (+)-6-Desmethyltylocrebrin, (+)-iso-Tylocrebrin-N-oxid
(-)-Tylophorin (65) [ = —10.8 (¢ 0.7, CHCL),** Septicin (76),
(-)-Ficuseptin B-D>*

(—)-Antofin (70), (—)-Tylophorin (65), (—)-seco-Antofin (77),
(—)-6-0O-Desmethylantofin, (—)-6-O-Desmethyl-seco-antofin,
(—)-7-O-Desmethyltylophorin

(—)-Pergularinin (75),% *%4* (—)-Desoxypergularinin (74),
(-)-Tylophorinicin,*** (-)-Tylophorin (65) [a]i,s =-2145(c 1.1,
CHCl3)*

(—)-Hypoéstestatin-1 (94), (—)-Hypoéstestatin-2 (95)

9 Interessanterweise konnten die Derivate mit einem anguldren Substituenten (OH, CH3) nur in Wild-
populationen von T. hirsuta gefunden werden. 13a-Hydroxytylophorin ist darin das Hauptalkaloid. In
kultivierten Exemplaren konnten diese nicht nachgewiesen werden.

' Synonyme: Vincetoxicum officinale, “Gemeine Schwalbenwurz ", Vincetoxicum hirundinaria: Die
einzige in der BRD (Siiddeutschland) “wild” vorkommende Pflanze der Gattung Vincetoxicum.

$ (—)-Pergularinin ist identisch mit (—)-Tylophorinin (aus 7. indica), es scheint allerdings in P. pallida in
etwas hoherer optischen Reinheit aufzutreten.
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2.1 INDOLIZIDINE

MeO MeO OH HO

(+)-6-O-Methyltylophorinidin (+)-Tylophorinidin (62) (+)-Tylophoridicin E (63) (+)-iso-Tylocrebrin (64)
(61)

MeO

OMe

(+)-Tylophorin [(S)-65] 13a-Hydroxy- (+)-Desoxytylophorinidin ~ (+)-3-Desmethyl-iso-
tylophorin (66) =(+)-Tylophoridicin A (67)  tylocrebrin (68)

MeO

MeO

(-)-Ficuseptin C (71) (=)-Tylocrebrin (72)

OMe

HO
MeO
MeO e OMe

Tylohirsutinidin (73) (—)-Desoxytylophorinin (74)  (—)-Tylophorinin (75) (=)-Tylophorin [(R)-65]
= (—)-Desoxypergularinin =(—)-Pergularinin

Abbildung 2.1. Ubersicht ausgewihlter Phenanthroindolizidine, getrennt nach ihrer abs. Konfiguration an
C13a: unten, (R); oben, (S). 69 ist achiral, von 66 und 73 ist die Stereochemie unbekannt.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

S
MeO

OMe MeO
R = OMe: (-)-Septicin (76)  (4)-Tylophoridicin C (78)  (-)-Antofin-N-oxid (79) (+)-13a-Methyltylo-
R = H: (-)-seco-Antofin (77) hirsutinidin (80)

Abbildung 2.2. Weitere Alkaloide, die zur Klasse der Phenanthro-Alkaloide gerechnet werden.

Zur Klasse der Phenanthro-Alkaloide werden auch Verbindungen wie Septicin (76)
gezdhlt, bei denen Ring B nicht geschlossen ist. Sie werden auch seco-Verbindungen
genannt (76, 77, Abbildung 2.2). Daneben gibt es in der Natur zahlreiche N-Oxide [z. B.
Tylophoridicin C (78)] sowie die sogenannten Tyloindicine (Tyloindicin A-I, aus
T.indica). Das sind Derivate mit gesittigtem B-Ring und einfach ungesittigtem D-Ring
[z. B. Tyloindicin H (92), Abbildung 2.10]. Aus 7. hirsuta isolierte BHUTANI
Alkaloide, die eine anguldre Methylgruppe tragen, z. B. 13a-Methyltylohirsutinidin
(80).502

2.1.2 Pharmakologie: Therapie des Asthma bronchiale

Ziwei Jahre nach der ersten Isolierung von 65 in Reinform (1937) wurden erste
pharmakologische ~Versuche unternommen.® 1In einer placebokontrollierten
Doppelblindstudie (1969, inkl. cross-over') konnte wihrend der Einnahme von
Tylophora (Dosis: Ein Blatt jeden Morgen auf niichternen Magen, Dauer: 6 Tage,
Teilnehmer: 110 Personen) eine antiasthmatische Wirkung beobachtet werden. Als
Kriterien wurden Anzahl und Schweregrad der Asthmaanfille herangezogen. Bei einigen
Probanden war eine Verbesserung der Symptomatik bis zwolf Wochen nach
Therapieende spiirbar.>® Asthma bronchiale ist eine chronisch entziindliche Erkrankung

der oberen Atemwege. Vermutlich ist die lange Wirkdauer auf entziindungshemmende

t cross-over bedeutet den Wechsel von Probanden aus der Gruppe derer die ein Placebo erhalten in die

Gruppe derer die mit der Testsubstanz behandelt werden und umgekehrt.
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2.1 INDOLIZIDINE

bzw. antiinflammatorische Effekte zurlickzufiihren. Im Gegensatz zu 2-Agonisten [z. B.
Salbutamol, Salmeterol und Fenoterol" (Aerosol, primér: lokale Wirkung)], die haupt-
sdchlich im Falle eines akuten Anfalls angewendet werden (symptomatisch), zeigen die
Tylophora-Alkaloide keine sofort einsetzende Wirkung auf die Bronchialmuskulatur. Bei
62% der Probanden, die iiber mehrere Wochen tiaglich 7ylophora-Blitter eingenommen
hatten, besserten sich die Symptome deutlich gegeniiber 28% der Placebogruppe. Jedoch
traten bei 53% Nebenwirkungen wie Mundlisionen, Ubelkeit und Erbrechen auf. Dem
gegeniiber waren in der Placebogruppe nur 9% von Nebenwirkungen betroffen. Trotz
einzelner Erfolge konnte T7Tylophora u.a. wegen der groBen interindividuellen
Unterschiede in der Wirksamkeit und Vertraglichkeit in diesem Indikationsgebiet nicht
iiberzeugen. Interesanterweise treten bei den Personen, bei denen eine Verbesserung
ihrer Asthmasymptomatik eingetreten war, auch die meisten Nebenwirkungen auf, und
genau so traten bei Patienten mit nur sehr geringer Reduzierung der Symptome kaum
Nebenwirkungen auf. Das Auftreten von erwiinschten und unerwiinschte Effekten

scheint also interindividuellen Unterschieden zu unterliegen und parallel zu verlaufen.

2.1.3 Pharmakologie: Therapie der Leukiamie

Mitte der 1960er Jahre wurde mit Tylocrebrin (72) eine klinische Phase I-Studie an
Leukadmiepatienten durchgefiihrt, die vorzeitig beendet werden musste, da unerwarteter-
weise einige Patienten plotzlich Symptome wie Ataxie und Desorientierung zeigten, so
dass keine verwertbaren Daten iiber das Potential von Tylocrebrin bei der
Leukédmiebehandlung erhoben wurden.¥ Die ganze Substanzklasse der Phenanthro-
Alkaloide galt seitdem als potentiell neurotoxisch und wurde somit fiir die Entwicklung
eines auf ihrer Leitstruktur basierten Pharmakons als ,,unbrauchbar® erachtet. Ob die

Symptome (Ataxie und Desorientiertheit) wéhrend der Therapie mit Tylocrebrin

" In Notfillen auch Adrenalin (i.v.). Clenbuterol (Spiropent®) ist ein hochpotenter und langwirksamer
B2-Agonist und kann zur Prophylaxe eingesetzt werden.
V¥ Leider war es nicht méglich Informationen iiber die klinische Phase I-Studie zu erhalten.

27



2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

voriibergehend waren oder durch eine dauerhafte Schiadigung des ZNS persistent

geblieben sind, ist unklar.

HO NH,

Dopamin

Biotoxifizierung?

MeO

OMe
(-=)-Tylocrebrin (72) Dehydrotylocrebrin (81)
Schema 2.1. Theoretisch mdgliche Oxidation von Tylocrebrin durch die neuronale MAO-B, deren

Hauptsubstrat normalerweise Dopamin darstellt; strukturelle Gemeinsamkeiten zwischen Dopamin und
Tylocrebrin (72).

Einen interessanten Ansatzpunkt verfolgte M.J. NIPHAKIS (University of
Minnesota, USA, Arbeitsgruppe Gunda I. GEORG?’) mit seiner These, Tylocrebrin
wiirde im ZNS enzymatisch (evtl. durch die MAO-BY) oxidiert werden (Schema 2.1).
Dabei konnte, analog zur Biotoxifizierung von MPTP zu MPP* (Abbildung 2.3), ein
Dihydroindolizinium-Ion (81, Dehydrotylocrebrin) entstehen, das moglicherweise

neurotoxisch wirkt.

2.1.4 Pharmakologie: Neurotoxizitit

Ende der 1970er Jahre wurde der Fall eines Chemiestudenten (Alter: 23 Jahre) aus
Maryland (USA) bekannt, der Opioide selbst hergestellt und sich verabreicht (i.v.) hat.
Eine der Substanzen war MPPP (83), der reverse Ester des Pethidins (Dolantin®,

Abbildung 2.3). Als Nebenprodukt entstand hierbei jedoch auch MPTP (84, durch

W Hohe Konzentrationen des Enzyms MAO-B finden sich an der inneren Mitochondrienmembran von
Astrozyten und Gliazellen; dopaminerge Neurone enthalten keine MAO-B.
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2.1 INDOLIZIDINE

Eliminierung von Propionsdure). Innerhalb kiirzester Zeit (5—7 Tage) nach der Einnahme
des MPPP/MPTP-Gemisches zeigten sich bei der betroffenen Person die Symptome

eines voll ausgeprigten Morbus-PARKINSON.>®

0 oa>
o o) X 0
_N N~
_N N ] : HsC HC'®
H4C HsC

Pethidin (82) MPPP MPTP MPP*
[(1-Methyl-4-phenyl- (1-Methyl-4-phenyl- (1-Methyl-4-phenyl-
piperidin-4-yl)propanoat]  1,2,3,6-tetrahydropyridin) - ;

pyridin-1-ium)
(83) (84) (85)

Abbildung 2.3. Pethidin, MPPP, MPTP und MPP".

Die (analgetische) Potenz von MPPP war damals zunédchst noch unklar (83). In
spateren Rezeptorbindungsstudien und in Tierversuchen wurde der Substanz eine sehr
hohe p-Rezeptoraffinitit bescheinigt [ca. 8-fache Potenz von Morphin (8)],>° wihrend
MPTP (84) keine Opioiden Effekte zeigt.

MPTP ist an sich zwar nicht toxisch, gelangt aber durch passive Diffusion ins ZNS
und wird dort (hauptsdchlich in Astrozyten und Gliazellen) durch die
Monoaminooxidase-B, die vorzugsweise fiir den neuronalen Abbau von Dopamin
verantwortlich ist, in das neurotoxische Kation (85, MPP") iiberfiihrt (Biotoxifizierung).
85 wird dann durch einen aktiven Transportmechanismus aus der Zelle heraus
transportiert. Wegen seiner hohen und selektiven Affinitdit zum présynaptischen
Dopamintransporter (DAT), der normalerweise fiir die Wiederaufnhahme von Dopamin
verantwortlich ist, wird 85 durch aktiven Transport (DAT) in dopaminerge Nervenzellen
aufgenommen. Dort angekommen, wird 85 in den Mitochondrien stark angereichert und
entfaltet seine Wirkung als méBig potenter Hemmstoff der NADH-Dehydrogenase

(=Komplex I der mitochondrialen Atmungskette). Als Folge davon kann der
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

Protonengradient an der inneren Mitochondrienmembran nicht aufrecht erhalten werden

und die Synthese von ATP kommt zum Erliegen. Die Zelle stirbt ab.

Es brauchte einige Jahre an Forschungsarbeit bis diese ungliickliche Verkettung von
Ereignissen, die letztendlich zum Untergang der dopaminergen Neurone in der
Substantia nigra fihrte, rekonstruiert und verstanden war. Die so gewonnenen

Erkenntnisse waren wertvoll fiir die Erforschung der PARKINSON -Krankheit.

Experimentell wird MPTP/MPP" zur Bereitstellung von Tiermodellen genutzt, an

denen neue Wirkstoffe zur Therapie der Erkrankung getestet werden.

Um mogliche Parallelen aufzudecken, sind Tylocrebrin und einige andere
Phenanthroindolizidine als Substrate der MAO-B getestet worden, wurden aber von dem
Enzym nicht oxidiert. Des Weiteren zeigte keine der Testsubstanzen eine Affinitdt zu
einem der Monoamintransporter, namentlich DAT (Dopamin), NET (Norepinephrin)
und SERT (Serotonin). Somit ist ein zu MPTP analoger Mechanismus sehr
unwahrscheinlich.’” In Affinititsuntersuchungen mit Rezeptoren fiir Dopamin (Di-s),
Noradrenalin (a1, a2, B1-3), Serotonin (5-HT1-7), Histamin (Hi—4), Acetylcholin (M-s) und
Opioide (u, x, 0) wurde bei Tylocrebrin (72) eine Bindung an Dji-Rezeptoren
(Kp = 448 n™m) festgestellt.’” Um einen Zusammenhang herstellen zu konnen zwischen
Interaktionen mit Dopaminrezeptoren und neurologischen Stérungen, die in den
klinischen Versuchen auftraten, miisste allerdings gekléart werden, ob Tylocrebrin sich an

diesem Rezeptor als Agonist, Antagonist, partieller- oder inverser Agonist verhilt.

Die Ursachen der berichteten neurologischen Stérungen, die Tylocrebrin in der
einzigen klinischen Studie ausgelOst haben soll, miissen weiterhin als nicht geklart
betrachtet werden.®! Die Interaktion mit Dopaminrezeptoren konnte aber der Ausloser
gewesen sein. Riickwirkende Analysen sind ohne Einsicht in die Originaldokumente nur

schwer moglich. So ist noch nicht einmal die verwendete Dosis bekannt.
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2.1 INDOLIZIDINE

2.1.5 Wiederentdeckung als potente anti-Tumor Wirkstoffe

Nachdem die Anzahl der Verdffentlichungen iiber Tylophora-Alkaloide in den
1980er und 1990er Jahren kontinuierlich zuriickging, wurden die Phenanthro-Alkaloide
um die Jahrtausendwende ,,wiederentdeckt®. Einer der Griinde dafiir diirfte sein, dass sie
sich von nahezu allen anderen Zytostatika in ihrer ungebrochenen Aktivitit gegen MDR-
Tumorzellen (in vitro) unterscheiden. Des Weiteren gehoren die Tyloindicine mit Glso-
Konzentrationen von 0.1 nM (NClso-Panel) zu den potentesten Substanzen, die je getestet
wurden. Es wird angenommen, dass das Problem der Neurotoxizitit durch Substanzen
mit hoherer Polaritdt umgangen werden kann. Man geht davon aus, dass beispielweise
Hydroxyderivate nicht befahigt sind, durch passive Diffusion die Blut-Hirn-Schranke zu

uberwinden.

2.1.6 Wirkmechanismus

Die Anzahl der erschienen Publikationen iiber die Klasse der Phenanthro-Alkaloide
hat sich stark erhoht, seit einige Vertreter beim NCI* erneut auf ihre antiproliferative
Eigenschaft getestet wurden (NClgo-Panel)Y. Einige der Alkaloide konnten mit Glso-
Werten von 0.1 nM, nicht nur jene von Paclitaxel (Taxol®) deutlich unterschreiten,
sondern die tumorwachstumshemmende Wirkung ist sogar bei MDR*-Krebszelllinien
ungebrochen geblieben. Es wird vermutet, dass die zugrundeliegenden
Wirkmechanismen des antiproliferativen Effektes einiger Tylophora-Alkaloide sich von
allen anderen bis dato bekannnten unterscheiden. An Kenntnis iiber die genauen
molecular targets sowie an Verstindnis der komplexen Zusammenhénge auf molekularer
Ebene mangelt es allerdings bis heute. Nach derzeitigem Stand der Forschung sind
wahrscheinlich mehrere Mechanismen beteiligt, die sich zwischen den einzelnen
Mitgliedern der Indolizidingruppe in ihrer jeweiligen Auspriagung deutlich

unterscheiden. Unter anderem wurde eine allgemeine Hemmung der Proteinbiosynthese

* NCI = National Cancer Institute (USA)

¥ NClso-Panel = Sammlung von 60 verschiedenen Tumorzelllinien; in vitro-Testsystem; typischerweise
Bestimmung des Glso-Wertes.

“MDR = multi drug resistance
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sowie in deutlich hoherer Dosierung zusétzlich eine Hemmung der RNA- und DNA-
Synthese beobachtet.®> Des Weiteren scheint Tylophorinin (75) in der Lage zu sein, die
Thymidylat-Synthase® zu hemmen, wéihrend Tylophorin (65) durch Verminderung der
Cyclin A2-Expression ein Anhalten des Zellzyklus in der G1-Phase zu bewirken
scheint.®* Jiingsten Berichten nach spielt eine Uberexpression von c-Jun® in
Anwesenheit von Tylophorin (65) eine entscheidende Rolle bei der Suppression der
Cyclin A2-Expression. Vemindertes Zellwachstum in Anwesenheit des Alkaloids (65)
scheint das Resultat einer ganzen Reihe an komplex zusammenhéngenden Interaktionen
mit Faktoren zu sein, die an der Regulation des Zellzylus beteiligt sind. Zuséitzlich wurde
fiir Tylophorin (65) eine Hemmung der VEGFR-2 #* -vermittelten Angiogenese
nachgewiesen,®® was als duflerst attraktiv im Kampf gegen Metastasen gilt.®¢7 Bei
(—)-Antofin (70), einem Alkaloid aus der ,,Gemeinen Schwalbenwurz® (Cynanchum
vincetoxicum, Vincetoxicum officinale) ist ebenfalls eine Arretierung des Zellzyklus
beobachtet worden; hier aber durch einen Stopp in der G2/M-Phase.®® Als Hemmstoff
des Zellwachstums &duBlerst potent und mit einem dem (R)-(—)-Antofin (70) nahezu
identischen Wirkprofil, hat sich (S)-(+)-Desoxytylophorinin [(S)-74, Abbildung 2.1]
gezeigt (siehe 2.1.11).%° Beide sind im Vergleich zu Tylophorin (65) durch das Fehlen
eines Methoxysubstituenten gekennzeichnet. Neben potenten antineoplastischen
(—Krebstherapie) und immunsuppressiven Eigenschaften (—Therapie von Asthma,
Rheuma und anderen Autoimmunerkrankungen) konnten fiir Tylophorin (65), Antofin
(70) und Cryptopleurin (siehe Kap. 2.2.1) antivirale Effekte, z. B. gegen das Tabak-
Mosaik-Virus (TMV) nachgewiesen werden (—Anwendung als viruzider Wirkstoff im
Bereich Pflanzenschutz). (—)-Tylocrebrin (72), das Hauptalkaloid aus 7. crebriflora,*®
wurde zu Beginn der 1960er Jahre im Rahmen einer klinische Priifung getestet. Die
Studie musste jedoch wegen neurologischer Storungen der Patienten, die auf eine

mogliche ZNS-Toxizitit hingewiesen haben, abgebrochen werden.”®

22 VEGFR-2 = vascular endothelial growth factor receptor-2 (Rezeptor-Tyrosin-Kinase).
32



2.1 INDOLIZIDINE

2.1.7 Tylophorin

T. GovINDACHARI isolierte im Jahr 1954 die Alkaloide (—)-Tylophorin (65) und
(—)-Tylophorinin (75) aus T. asthmatica und beschrieb die Strukturformel 1959.4% 7! Die
erste Synthese von rac-65 folgte 1961.72 Es sollte nochmals einige Zeit vergehen, bis
1974 die erste Publikation zur absoluten Konfiguration des Tylophorins erschien:’?
Durch Ozonolyse des Alkaloids wurden in geringen Mengen die Fragmente Pyrrolidin-
2-essigsdure, Glycin, 5-Alanin und 4-Aminobuttersdure erhalten. Pyrrolidin-2-essigsdure
wurde anschliefend mit Methanol verestert und mit (S)-(—)-N-TFA-prolylchlorid zum
entsprechenden Dipeptid umgesetzt, das anschlieBend mit dem Dipeptid aus der Reaktion
von synthetischem (S)-Pyrrolidin-2-essigsduremethylester mit (S)-(—)-N-TFA-prolyl-
chlorid sowie dem Produkt der Umsetzung von (RS)-Pyrrolidin-2-essigsduremethylester
mit (S)-(—)-N-TFA-prolylchlorid verglichen wurde. Die Schlussfolgerung, dass es sich
bei natiirlichem (—)-Tylophorin (65) um das (S)-(—)-Enantiomer handeln wiirde, schien
durch den Vergleich der O.R.D.-Kurven von (—)-65 und (R)-(—)-Antofin (70) bestétigt
zu werden (die absolute Konfiguration von (—)-Antofin war zuvor schon korrekt

bestimmt worden).>*®

Abbildung 2.4. Junges Exemplar von 7. indica.

Die O.R.D.-Messungen zeigen in der Tat anndhernd spiegelbildliche COTTON-

Effekte, wédhrend die Polarimetrie (A =589 nm) beide Alkaloide als linksdrehend
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ausweist: Fiir Tylophorin (65, extrahiert aus 7. indica) wird ein Drehwert von
[af)=—11.6 (c 1.07, CHCl3),*? fiir natiirliches Antofin (extrahiert aus C. vincetoxicum)
ein Wert von [cx]i,2 = —165 (c 1.9, CHCI3) angegeben.>*? Eine Synthese von 65
(BUCKLEY und RAPPOPORT, 1983) in der (S)-Pyroglutamat als Startmaterial diente,
lieferte, entgegen damaligen Erwartungen, rechtsdrehendes Tylophorin mit [oz]i)2 = +15
(c 0.7, CHCl3, (S)-Enantiomer),”* woraufhin die absolute Konfiguration des natiirlichen

Alkaloids zu (R)-(—) korrigiert werden musste.

Die erste von (S)-Prolin ausgehende, stereospezifische ex-chiral-pool-Synthese von
(5)-65 (NORDLANDER, 1986), ergab ein Endprodukt mit einem Drehwert von
[}, = +73 (c 0.7, (S)-Enantiomer).”® Dieser deutlich hohere Wert wurde durch die
auxiliarkontrollierte stereoselektive Synthese von (—)-Tylophorin (D. L. COMINS, 1997

siehe Schema 2.11) bestitigt [[o]), = —76 (c 0.10, (R)-Enantiomer)].2°

Daraus resultierte die bis jetzt verbreitete Meinung, (R)-(—)-Tylophorin sei das
natiirliche Alkaloid in 7. indica, wihrend das in seiner antiproliferativen Wirkung
potentere (S)-(+)-Isomer in der Pflanze nicht vorkomme und nur durch Synthese
erhéltlich sei. Die schnelle Oxidation des Alkaloids unter Lichteinfluss (besonders in
chloroformhaltigen Losungen) unter Bildung des achiralen Didehydrotylophorins (225,
siehe Schema 2.70, Kap. 2.4.6.4) wird in der Literatur meist als Ursache fiir die stark
voneinander abweichenden Drehwerte zwischen optisch reinem und extrahiertem
Tylophorin (65) angegeben. Auer den genannten Beispielen sind in der Literatur noch
zahlreiche weitere Arbeiten iiber Extraktionen von Tylophorin aus 7. indica zu finden;
zufriedenstellende Daten oder Erkldrungen, die eben beschriebene Diskrepanzen
beziiglich des optischen Drehwertes und der absoluten Konfiguration des Tylophorins

finden sich bisher nicht darunter.
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2.1.8 Tylophorinin (= Pergularinin), Tylophorinidin und
6-O-Methyltylophorinidin

Tylophorinin (75) ist nach Tylophorin (65) das mengenmiBig zweithdufigste
Alkaloid in 7. indica. Das aus Pflanzenmaterial gewonnenene Alkaloid dreht linear
polarisiertes Licht schwach nach links. In den 1970er Jahren war die Auftkldrung der
absoluten Konfiguration Gegenstand zahlreicher Forschungsvorhaben. Allgemein
akzeptiert ist, dass es sich bei (—)-Tyophorinin (75) und (+)-6-O-Methyltylophorinidin

(61) um Diastereomere handelt.

MeO

(=)-Tylophorinin (75) (+)-Tylophorinidin (62) (+)-6-O-Methyltylophorinidin (61)
=(—)-Pergularinin

Abbildung 2.5. (13aR,14S5)-(—)-Tylophorinin, (13a8,14S)-(+)-Tylophorinidin und (+)-6-O-Methyl-
tylphorinidin.

Das typische Vorgehen bestand darin, die 14-OH-Gruppe hydrogenolytisch zu
entfernen und anschlieBend die Stereochemie (C13a) der so erhaltenen Desoxy-
verbindungen anhand von Messungen der optischen Rotationsdispersion (O.R.D.) zu
bestimmen (Vergleich mit Tylophorin und Antofin). Im Riickblick jedoch miissen alle
vor 1983 erhobenen Messdaten, auf der Grundlage, dass (—)-Tylophorin (R)-Kon-
figuration besitzt, neu betrachtet werden. Bei Umsetzungen des O-Methylethers (61) von
(+)-Tylophorinidin (62) in saurem Milieu mit Pd/C in einer Wasserstoffatmosphére
wurde nur die (£)-Desoxybase erhalten (Schema 2.3), wihrend die katalytische
Hydrierung von (—)-Pegularinin (75) zu (—)-Desoxypergularinin (74) fiihrte (Schema
2.2).44d Die Hydrierung von (+)-Tylophorinidin (62) und (+)-Tylophorinidindiacetat

dagegen liefert die entsprechende (+)-Desoxybase (67, Schema 2.4).**' Aus diesen
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

Ergebnissen alleine lassen sich jedoch kaum zweifelsfreie Riickschliisse beziiglich der

Stereochemie ziehen.

OMe

MeO

Pd/C, Hy, (H")

—_—

(Mulchandani)

MeO MeO

(=)-Pergularinin (P. pallida) (_)-Desoxypergularinin (74)
(=)-Tylophorinin (T. indica) (75)

Schema 2.2. Experimente zur Bestimmung der absoluten Konfiguration von (—)-Tylophorinin (75).

OMe
MeO

Pd/C, Hy, (H*)

—_—

(Mulchandani)
MeO

(+)-6-O-Methyltylophorinidin (61) "rac-Desoxybase"
(rac-Tylophorinin, rac-74)

via ~

via

Schema 2.3. Versuche zur Bestimmung der absoluten Konfiguration von (+)-6-O-Methyltylophorinidin
(61). Die beobachtete Racemisierung kdnnte durch das intermediédre Auftreten des Iminium-Ions 61a
und/oder Enamins 61b erklart werden.
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Pd/C, H,, (H")
—_—

(Govindachari)

MeO MeO

(+)-Tylophorinidin (62) (+)-Desoxytylophorinidin (67)

Schema 2.4. Versuche zur Bestimmung der absoluten Konfiguration von (+)-Tylophorinidin (62).

Durch Kristallstrukturanalysen von 6,14-Diacetyltylophorinidinmethiodid (nicht
abgebildet) konnte schlieBlich fiir 62°" (13aS,145)-Konfiguration ermittelt werden.*4e 76
Es sei erwidhnt, dass in den meisten Publikationen fiir (+)-Desoxytylophorinidin (67)
falschlicherweise die (13aR)-Konfiguration verwendet wird. Den Beweis lieferte die

Synthese von (S)-(+)-Desoxytylophorinidin (67).6%

Fiigt man zu den damaligen Erkenntnissen von MULCHANDANT (1976), ndmlich
dass die palladiumkatalysierte Hydrogenolyse (Pd/C, Hz) von (—)-Pergularinin (75) zu
(—)-Desoxypergularinin (74) fiihrt, die Daten erst kiirzlich erschienener enantioselektiver
Synthesen hinzu, nimlich dass (13aS)-Desoxytylophorinin [(S)-74] linear polarisiertes
Licht nach rechts dreht, muss die absolute Konfiguration von (—)-74 als (13aR) definiert
werden, und folglich muss die 13aR-Konfiguration auch auf (—)-75 zutreffen, da das
(negative) Vorzeichen des Drehwertes durch das Entfernen der OH-Gruppe unverdndert
bleibt.”” In der Literatur wird jedoch genau die entgegengesetzte Konfiguration fiir
(—)-Tylophorinin (75) angegeben, womit es das einzige bisher bekannte linksdrehende
natlirliche Tylophora-Alkaloid mit (13aS)-Konfiguration wire. Des Weiteren steht dies

in Widerspruch zu oben genannten Beobachtungen von MULCHANDANTI.

Es sei noch erwidhnt, dass, sowohl aus natiirlichen Quellen erhaltenes
(—)-Tylophorinin, (—)-Desoxytylophorinin, genau wie, durch Reduktion gewonnenes,

(—)-Desoxytylophorinin (halbsynthetisch), als auch (—)-Tylophorin (isoliert aus 7.

bb Aus IR-Messungen geht hervor, dass Tylophorinidin in Lésungen vermutlich als Dimer vorliegt.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

indica) Drehwerte aufweisen, die, im Vergleich mit, durch enantioselektive Synthese

gewonnenen Verbindungen, um mehrere Gré3enordnungen kleiner ausfallen.

Bei Versuchen (+)-O-Methyltylophorinidin (61) unter hydrogenolytischen
Bedingungen, in saurem Milieu in die entsprechende optisch aktive Desoxybase 74 zu
iiberfiihren, konnte nur rac-74 erhalten werden (Schema 2.3). Folgende Erklarung wird
genannt: In der 14-OH/13a—H trans-Anordnung findet in Gegenwart -einer
Protonenquelle sehr wahrscheinlich zuerst die Elimierung von Wasser statt (Schema 2.3).
Vorstellbar ist die Bildung des achiralen Iminium-Ions 61a oder die Formierung des
ebenfalls achiralen Enamins 61b. Fir C14-OH/Cl13a—H cis-Verbindungen
[(-)-Tylophorinin, 75] st wunter &quivalenten Reaktionsbedingungen keine
Racemisierung beschrieben worden (Schema 2.2). Die Drehwerte der erhaltenen
Desoxybasen (Desoxypergularinin aus P. pallida, Desoxytylophorinin aus 7. indica)
sind dennoch erheblich kleiner als die Werte der synthetischen Verbindungen.
Pergularinin scheint in P. pallida als scalemisches Gemisch, mit (13aR,14S) ¢ als
Hauptenantiomer, enthalten zu sein, wéahrend das in seiner Konstitution identische

Tylophorinin in 7. indica nahezu racemisch vorkommt.

Es ist also festzuhalten, dass die jeweiligen Vorzeichen der spezifischen Drehwerte
von Phenanthroindolizidinen (inkl. C13a—Methylderivate sowie N-Oxide), die an C14
eine Hydroxygruppe oder keinen Substituenten tragen, in allen bisher bekannten Féllen
mit der abs. Konfiguration an C13a korreliert werden kann. Die Gegenwart einer
benachbarten Hydroxygruppe (14,~OH oder 143-OH) fiihrt zu keiner Anderung des
Vorzeichens.”” Fiir Verbindungen mit OH-Gruppen an anderen Positionen,
beispielsweise an C12 oder C13 gilt diese Regel nicht [z. B. (13R/S,13aS5)-(—)-13-

Hydroxyantofin (bisher in der Natur nicht gefunden)].”®

¢ Nebenenantiomer (13aS,14R)
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2.1.9 Antofin und Desoxytylophorinin

Die Strukturaufklirung und Bestimmung der Konfiguration von (R)-(—)-Antofin
(70) gelang WIEGREBE nach der Isolierung des Alkaloids aus Cynanchum
vincetoxicum (1971).54% 3% In vorhergehenden Arbeiten (1965)”° war Antofin aus der
,aemeinen Schwalbenwurz (Vincetoxicum officinale) bereits isoliert und die Struktur
von den Autoren als Antofin (2,3,6-Trimethoxysubstitutionsmuster) oder das
entsprechende Derivat mit 3,6,7-Trimethoxysubstitutionsmuster?® identifiziert. Die erste
Isolierung wurde von PLATANOVA ef. al beschrieben (1958) — allerdings ohne

Angaben zur molekularen Struktur®?

(R)-(-)-Antofin (70) (S)-(+)-Desoxytylophorinin [(S)-74]

Abbildung 2.6. (—)-Antofin (70, frither auch ,,Tylophorin B genannt) und (S)-(+)-Desoxytylophorinin
[(5)-74].%

2.1.10 Tylocrebrin, iso-Tylocrebrin und 14-Hydroxyiso-
tylocrebrin

(—)-Tylocrebrin (72) ist das Hauptalkaloid in 7. crebriflora.**® (+)-iso-Tylocrebrin
(64) und sein 14-OH-Derivat (86) sind Minderkomponenten in 7. indica. 434444445 Die
in vitro-Aktivitit (GIso-Werte) T von (—)-Tylocrebrin (29.5 nM) ist mit der von
(+)-Tylophorin (17 nM) und (+)-iso-Tylocrebrin (45 nM) vergleichbar. (—)-Tylophorin ist

etwas weniger potent (190 nM).

44 Wird spiter Desoxytylophorinin genannt.

€€ Desoxytylophorinin (74) wurde in natiirlichen Quellen bisher noch nicht in Form des reinen
(S)-Enantiomers gefunden.

I Durchschnittswert von 60 Tumorzelllininen des NCI (NCleo-Panel)
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(R)~(-)-Tylocrebrin (72) (S)-(+)-iso-Tylocrebrin (64) (13aS,14S)-(+)-14-Hydroxy-
iso-tylocrebrin (86)

Abbildung 2.7. (R)-(—)-Tylocrebrin, (S)-(+)-iso-Tylocrebrin und (13aS,145S)-(+)-14-Hydroxy-iso-
tylocrebrin.

2.1.11 Konfiguration, QSAR

Ein auffallendes Merkmal natiirlich vorkommender Mitglieder dieser
Substanzklasse ist die nicht einheitliche Stereochemie an C13a. Welches Enantiomer
biosynthetisch gebildet wird, scheint im Zusammenhang mit dem Oxygenierungsmuster,
bzw. mit der Position des Stickstoffatoms zu stehen (Abbildung 2.1, Abbildung 2.2,
Abbildung 2.8). Sind C2 und C3 oxygeniert, wihrend C7 frei ist, besitzen die Alkaloide
an C13a (R)-Konfiguration. Die enantiomeren (13aS)-Verbindungen sind dagegen meist
an C6 und C7 oxygeniert, wihrend C2 unsubstituiert ist. Diese Regel scheint auf nahezu
alle Tylophora-Alkaloide,®® die aus 7. indica, T. crebriflora, T. atrofolliculata, T. hirsuta,
T. ovata, C. vincetoxicum sowie aus Ficus septica, isoliert wurden zu gelten. Dabei lassen
sich bei einigen Vertretern positionsisomere Verbindungen paarweise zusammenfassen.
Beispielsweise unterscheiden sich (R)-Tylocrebrin (72) und (S)-iso-Tylocrebrin (64)
lediglich in der Position des N-Atoms entlang der Ringbriicke und in ihrer abs.
Konfiguration. Unbekannt ist, ob die Biogenese mit Hilfe teilweise identischer Enzyme
ablduft, oder unabhingige Syteme vorhanden sind. Einen Sonderfall bildet Tylophorin,
da hier das Positionsisomer gleichzeitig auch das Enantiomer darstellt. Das ldsst
unweigerlich die Frage aufkommen, nach welchen Kriterien bei der Biogenese von

Tylophorin (65) eine Selektivitit entsteht.

82 Bekannte Ausnahmen: (—)-74, (—)-75 (treten in der Natur meist als scalemisches Gemisch auf) sowie
vermutlich (+)-6-Desmethyltylocrebrin aus 7. tanakae (siehe Tabelle 2.1).
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7
MeO
@ MeO
MeO N
D|E

14 H 13 MeO

MeO™ 3
OMe MeO

(-)-Tylocrebrin (72)

MeO

MeO

MeO

180°
MeO

(=)-Tylophorin [(R)-65] (+)-Tylophorin [(S)-65]

Abbildung 2.8. Paarweise zusammengefasste positionsisomere Phenanthroindolizidine: C2-OMe, C7-H
— (13a8); C2-H, C7-OMe — (13aR).

(R)-(—)-Tylocrebrin (72) und (S)-(+)-iso-Tylocrebrin (64) sowie (R)-(—)-Antofin
(70) und (S)-(+)-Desoxytylophorinin [(S)-74]¢ unterscheiden sich untereinander jeweils
nur beziiglich der Position des Stickstoffatoms entlang der Ringbriicke und der abs.
Konfiguration. Das Wasserstoffatom an Cl3a befindet sich dabei unverdndert vor
(Abbildung 2.8), das freie Elektronenpaar des Stickstoffatoms hinter der Molekiilebene.
Bei Tylophorin (65) ist das Phenanthrengeriist symmetrisch substituiert. Bei Austausch

der Position des Stickstoffatoms entlang der Ringbriicke erhélt man das Spiegelbild.

Bei Phenanthroindolizidinen scheint ihre Fahigkeit das Zellwachstum zu hemmen
sowohl von der Position als auch der Anzahl der Substituenten (meistens OMe) am

Phenanthrenteil sowie von der absoluten Konfiguration an C13a abzuhdngen. Qualitativ
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betrachtet sind bei Alkaloiden, die an den Positionen 2,3 und 6 einen Sauerstoff tragen,
z. B. (—)-Antofin (70) die (R)-Enantiomere aktiver (antiproliferativ) als ihre optischen
Antipoden, wohingegen bei 3,6,7-oxygenierten Derivaten, z. B. (+)-Desoxytylophorinin
[(S-74)], die (S)-Enantiomere stiarker wirksam sind. Interessanterweise besitzen die Paare
(R)-(—)-Antofin (70) und (S)-(+)-Desoxytylophorinin [(S)-74] sowie (R)-(—)-Tylocrebrin
(72) und (S)-(+)-iso-Tylocrebrin (64) jeweils ein fast identisches biologisches
Wirkprofil.

Wirkstarke T

OMe
(+)-Tylophorin [(S)-65] (—=)-Antofin (70) rac-Cryptopleurin (rac-87)

y
Veranderungen im Wirkmechanismus

MeO
MeO

Veranderungen im
Wirkmechanismus

Veranderungen im
Wirkmechanismus

"precursor#1" (88) (-)-Ficuseptin C (71) "PBT#32" (89)

Abbildung 2.9. Einfache QSAR einiger ausgewéhlter Phenanthro-Alkaloide und vereinfachter,
synthetischer Analoga.®!

Es sei noch darauf hingewiesen, dass Glso-Werte nicht aus einem standardisiertem
Verfahren erhalten wurden. Oft wurden die Substanzen nicht mit identischen Zelltypen
verglichen oder die verwendeten Methoden waren unterschiedlich. Ein exakter Vergleich

ist deshalb nicht mdglich, eine grobe Orientierung geben sie dennoch.
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2.1.12 Tyloindicin F-I

Die Tyloindicine (Abbildung 2.10) sind als Minderkomponenten aus 7. indica iso-
liert worden.*” Mit einem durchschnittlichen GIso-Wert (NClgo-Panel) von 0.1 nm
gehoren Tyloindicin F (90) und G (91) zu den potentesten antiproliferativen Substanzen,
die am NCI je getestet wurden.”® Die hier postulierte Stereochemie ist als nicht gesichert

einzustufen. Eine Totalsynthese wurde bis dato nicht veroffentlicht.

OMe
MeO
QUN;
HO =
e
MeO
OMe
(-)-Tyloindicin F (90) (-)-Tyloindicin G (91) (-)-Tyloindicin H (92) (-)-Tyloindicin | (93)

Abbildung 2.10. Minderkomponenten aus 7. indica.

2.1.13 Hypoéstestatin-1 und -2

Die bioassaybasierte Suche nach neuen Wirkstoffen fiihrte 1984 zur Entdeckung,
Isolierung und Strukturaufkldrung von zwei neuen Alkaloiden vom Phenanthroindolizi-
dintyp.*® Enthalten sind sie in Hypoéstes verticillaris (Acanthaceae), eine in Ostafrika
heimische Bliihpflanze, die phylogenetisch mit anderen Phenanthro-Alkaloide
produzierenden Pflanzen nicht verwandt ist. Sie tragen an Cl3a eine angulire
Methylgruppe, eine sonst nur bei einigen Vertretern, die aus 7. hirsuta isoliert wurden,
vorkommende strukturelle Besonderheit (Abbildung 2.11). Die beiden neuen Alkaloide

wurden Hypoéstestatin-1 (94) und -2 (95) ,,getauft®.
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OMe

MeO O
98
O CHj
MeO

(-)-Hypoéstestatin-1 (94) (—)-Hypoéstestatin-2 (95)

Abbildung 2.11. Strukturformeln von Hypoéstestatin-1 und -2 (unter Vorbehalt, nicht verifiziert).

2.1.14 Biogenese

Die Biogenese dieser sekundiren Pflanzenstoffe in 7. indica zweigt von L-Phenyl-
alanin (3) und L-Ornithin (45) ab, die beide Produkte des Primirstoffwechsels sind.
Fltterungsexperimente mit '*C-markierten potentiellen Vorldufern [Tyrosin (47),%
Phenylalanin (3)%* und Zimtsdure (97)],%° haben gezeigt, dass sie alle in Tylophorin (65)
und Tylophorinin (75) eingebaut werden, wobei Zimtsaure (97) deutlich besser verwertet
wird als Phenylalanin (Schema 2.5). Durch Reaktion mit aus Ornithin (45) gebildetem
A'-Pyrrolin (96)** wird Zimtsdure (97) dann weiter zu 1-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-
(pyrrolidin-2-yl)ethan-1-on (102) umgesetzt.8?*3 Zuerst wurde angenommen, dass 102
anschliefend mit einem aus Tyrosin (47) gebildeten Vorlaufer — vermutlich ein Derivat
von Hydroxyphenylpyruvinsidure (108) —zu der entsprechenden 6,7-Diarylhexahydro-
indolizin-8-carbonsdure 109 reagiert (Schema 2.6). Fitterungsexperimente mit dem
radioaktiv (3H) markierten Hexahydroindolizin 110 fiihrten allerdings weder zur Bildung
radioaktiv markierten Tylophorins (4->H-65), noch zur Synthese radioaktiv markierten

Tylophorinins (*H-75).

Somit konnte 109 als Zwischenstufe schon mal ausgeschlossen werden.®
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o 1
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96  (HO) NHp

---------------------- trans-Zimtsaure (97) : Phenylalanin (3)
oy O

via|

o RO - - RO O
G
RO « ‘\/
N RO 7 RO Yy
N
RO 102 —_— O -
+ “H,0 |
RO H ? RO RO 105 :
J O OR oF s
RO © / 5
101 }E,,, o
HO A OH &) or
OH ;
19" Yoo Tea @ @ :
t 13a 13a !
e N D
RO ;
: OH: '
; | RO RO 5
' HO NA, . :
W] Tyrosin (47) | spiro-106a spiro-106b :
L, \ [1s,2s], !
Vinyl .
Reduktion? -~ \ Y [1s.2s], Aryl ;
[1s,2s], Aryl',
?‘\‘ OMe 57
Y MeO O '
o [1s,29] O '
\\‘MeO
\ OMe
MeO Tylophorin (65) ;
MeO .
® ’
MeO ‘ %
N
MeO O
MeO
Tylophorinin (75) Tylophorinidin (62) OMe

iso-Tylocrebrin (64)

Schema 2.5. Die postulierten Biosynthesewege zu Tylophorin, Tylophorinin, iso-Tylocrebrin und
Tylophorinidin in 7. indica. R = H oder CHs. Die drei Startpunkte sind jeweils gestrichelt umrahmt.
Vermutlich beteiligte Enzyme oder Enzymklassen: E1 = Diaminooxidase, E2 = Phenylalanin-
Ammoniak-Lyase, E3 = a) Tyrosinhydroxylase, b) Transaminase, E4 = Decarboxylase.
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Von Biosynthesewegen der Benzylisochinolinalkaloide ist ein Enzym bekannt, dass
die direkte Umwandlung von 4-Hydroxyphenylpyruvat (108) in 4-Hydroxy-
phenylacetaldehyd unter CO»-Abspaltung katalysiert.® Es wird angenommen, dass in
dhnlicher Weise 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd (101) in 7. indica aus 3,4-Dihydroxy-
phenylpyruvat (100) gebildet wird und eine Zwischenstufe darstellt. Nach Bildung des
Enamins 103 und dessen intramolekularem Angriff an der Ketogruppe formiert sich
zundchst das vinyloge Halbaminal 104, das nach Wasserabspaltung in das 6,7-

Diarylhexahydroindolizin 105 {ibergeht.

T
O
o
N
Iz
~N
> I
O O

HO™ > 1be  -mmmmmmmmmmmmmmmee e > e |
+ N
CO,H O
HO
108 109
OMe
HO MeO O
MeO l
" - ? 3H O N
HO O CO5H MeO
3H OMe

110 Tylophorin-(4-3H)

(4-3H-65)

Schema 2.6. Fiitterungsexperimente mit radioaktiv (Tritium, /) markierten Vorldufern.

Vermutlich durch regioselektive Methylierung(en) gesteuert, kommt es zur
oxidativen para/para-Kupplung unter Ausbildung von spiro-Intermediat 106a und/oder
zur Ausbildung des diastereomeren spiro-106b. Die Spirocyclen dienen wahrscheinlich
als zentrale Verzweigungspunkte der Biosynthese verschiedener Phenanthroindolizidine.
Wihrend die WAGNER-MEERWEIN-Umlagerung unter Wanderung des Vinylrestes in
106a bzw. unter Arylwanderung in 106b Tylophorin liefert, entstehen alternativ durch

Reduktion und anschlieende Umlagerung Tylophorinin (75) und moglicherweise
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Tylophorinidin (62). Es erscheint logisch, dass die 14-OH-Phenanthroindolizidine durch
Hydroxylierung der entsprechenden Desoxyderivate (Desoxytylophorinin (74) und
Desoxytylophorinidin (67) synthetisiert werden. Allerdings ist zu beachten, dass beide
bisher noch nicht in 7. indica gefunden wurden und dieser These nur theoretische
Uberlegungen zu Grunde liegen. Eine gute Moglichkeit, diese These zu iiberpriifen,
stellen beispielsweise Flitterungsexperimente mit den radioaktiv markierten
Desoxybasen dar. Die vorgeschlagene vollstindige Biogenese von 65 und 75,82-83. 85, 87
die auch biomimetischen Totalsynthesen von Tylophorin als Vorlage diente,®® ist in
Schema 2.5 dargestellt. Der Verlauf der Entstehung von Tylophorinidin (62) ist als nicht

gesichert zu betrachten.

T. indica T. crebriflora

|

OR
R = Me: (R)-Septicin

RO spiro-(S)-106a

spiro-(R)-106d

(+)-iso-Tylocrebrin (64) (-)-Tylocrebrin (72)

Schema 2.7. Hypothetische Biogenese von iso-Tylocrebrin in 7. indica (links) und Tylocrebrin in
T. crebriflora (rechts).

iso-Tylocrebrin (64, Schema 2.7), Tylophorin (65) und Tylocrebrin (72) besitzen

identische Summenformeln und unterscheiden sich lediglich durch die Positionierung
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einer Methoxygruppe in Ring A. In der bisher erschienenen wissenschaftlichen Literatur
finden sich keine Arbeiten, die sich mit der Aufklarung der Biosynthesewege zu 64

(T. indica) oder 72 (T. crebriflora) beschiftigen.

In der Theorie vorstellbar ist, dass ausgehend von spiro-106a (Schema 2.5, Schema
2.7 ) durch WAGNER-MEERWEIN-Umlagerung, unter Wanderung des Arylrestes,

3,4,6,7-tetramethoxysubstituierte Phenanthroindolizidine (64) entstehen kdnnten.

Deutlich komplexer wird die Betrachtung der Biogenese unter Einbeziehung der
Stereochemie und der absoluten Konfiguration an Cl3a. Nach gegenwértigem
Kenntnisstand ist natiirliches (—)-Tylophorinin (75) in 7. indica in geringer optischer
Reinheit enthalten ([13aR] > [13aS§]), wéhrend in derselben Pflanze (+)-Tylophorinidin
(62) mit hohem Enantiomereniiberschuss [(13aS)-Konfiguration] gefunden wurde. Es
erscheint daher fraglich, ob die Biogenese dieser beiden 14-Hydroxyphenanthro-
Alkaloide iiber die gleichen Zwischenstufen l4uft und sich lediglich am Schluss
verzweigt. Welchen Einfluss die Stereochemie an Cl3a bzw. die Position des
Stickstoffatoms des Hexahydroindolizins auf die Ringregioselektivitit und
Stereoselektivitidt bei der Bildung des Spirocyclus sowie der danach folgenden [1,2]-
Umlagerung ausiibt, ist nie untersucht worden. Auch ist die absolute Konfiguration der

Zwischenstufen génzlich unbekannt.

Das gleiche gilt fiir den Methylierungsgrad der phenolischen OH-Gruppen, was bei-
spielsweise eine Steuerung der Ringselektivitit durch Verdnderung des Oxidations-
potentials darstellen konnte. Moglicherweise ldsst sich an dieser Stelle in der Biosynthese
eine Erkldarung dafiir finden, wie die schlussendliche absolute Konfiguration der
Tylophora-Alkaloide mit dem Oxygenierungsmuster in Zusammenhang gebracht werden

kann (siehe auch Kap. 2.1.11).
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2.1.15 Synthese

Seit den 1950er Jahren ist die Entwicklung neuer Synthesewege fiir die
pentacyclischen Basen vom Tylophorin- und Cryptopleurintyp in der Forschung in den
Disziplinen der Pharmazeutischen/Medizinischen Chemie sowie der Organischen
Chemie vorangetrieben worden.** 71289 Nach zahlreichen Publikationen in den 1970er*®
und 1980er’4-73: 882,904, 91 Jahren tauchten kaum neue Forschungsarbeiten in den 1990er
Jahren auf.? 52 92 Seit einiger Zeit (2001-2014) ist die Anzahl der erschienenen
Publikationen sowohl mit biologischen/medizinischen/pharmakologischen Themen
(z. B. in vitro Versuche zur Zytotoxizitdt an verschiedenen Tumorzelllinien) als auch mit
organisch-chemischen Inhalten (neue Synthesen) stark angestiegen.®®® 3 Einige
Vertreter erwiesen sich unter in vitro-Laborbedingungen als deutlich aktiver als die
klinischen Referenzsubstanzen (u.a. Paclitaxel). Als wohl grofites Potential der
Phenanthro-Alkaloide gilt ihre ungebrochene zytotoxische Aktivitdt bei MDR-Tumor-

zelllinien, die auf nahezu alle anderen Wirkstoffe sehr unempfindlich reagieren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnen, schon wegen der gro3en Anzahl, nicht alle bisher
erschienen synthetischen Arbeiten erldutert werden. Es folgen ausgewihlte Beispiele

bereits veroffentlichter Totalsynthesen (Schema 2.8 bis Schema 2.11).
(£)-Tylophorin (1961)

In der ersten Totalsynthese von rac-65 wurden 6-Nitroveratrumaldehyd (111) und
Homoveratrylsdure (112) als Ausgangsverbindungen eingesetzt.”?> Zunichst erfolgte die
Darstellung  von  2,3,6,7-Tetramethoxyphenanthren-9-carbonsdure  (115), die
anschlieBend in Phenanthrylchlorid 117, als geeignetes Elektrophil, iiberfiihrt wurde
(Schema 2.8).
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H
MeO OMe 1) FeS04,NH3(5q.), OMe
O NEty, Ac,0 MeO T=90°C MeO
= ° 2) IsoamyInitrit, |O
MeO NO2 T=100°C O COzH Dioxan +N COzH
111 |
MeO
RO
MeO NO,

_— = _UoAdit. 2 |
i 68 %
H
CO,H O
MeO
MeO L OMe a
OMe 113 114

112

3) Cu, NaH,PO,, H,0O
3%, Uber 3 Stufen

OMe OMe
MeO
1) LiAlH,4, THF MeO
| 2) SOC|2, Pyrldln COZMe CH2N2, Etzo COzH
61%, iiber 2 Stufen ‘ 86% ‘
i o
MeO MeO
OMe OMe
117 116 115

Schema 2.8. Die erste Totalsynthese von 65 in racemischer Form (Teil 1).

PtO,, H,
(60 ibs/inch?)*

17 — _HOAc

MeO

Schema 2.9. Die erste Totalsynthese von 65 in racemischer Form (Teil 2).
* entspricht einem Druck p = 4.14 bar.
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OMe

MeO

(+)-CSA, CHCIs;
Umkristallisation aus MeOH,
dann die Base wieder freisetzen

MeO MeO

Filtrat einengen,
Umkristallisation
aus CHCI;/Aceton

Schema 2.10. Racematspaltung mit (+)-Camphersulfonsdure. Die Drehwerte der erhaltenen
Verbindungen waren [a]y = ~11.5 (¢ 1.2, CHCI3) und |afy = +12.3 (c 0.733, CHCl3).

Die Reaktion von 117 mit Pyrrolmagnesiumbromid, gefolgt von einer katalytischen
Hydrierung (PtO2/H2) und abschlieBender NaBHs-Reduktion nach BISCHLER-
NAPIERALSKI-Cyclisierung® lieferte racemisches Tylophorin. Die fraktionierte
Kristallisation gelang mit (+)-CSA, wobei die wieder freigesetzten Basen optisch aktiv
waren und die Drehwerte in etwa denen des natiirlichen Tylophorins (extrahiert aus

T. indica) entsprachen (Schema 2.10).

Nach heutigem Kenntnisstand beurteilt, sind die Drehwerte der optisch aktiven
Basen deutlich zu niedrig. Vermutlich gelang die Aufspaltung des racemischen

Gemisches nur zu einem geringen Anteil.
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(—)-Tylophorin (1997)

1) OsO4 (kat.),

OMe NBeMg” "X 9 NalO
@/TIPS 2) H3O0* ( | TIPS 2) L- Selectrlde fﬁ/ﬂps
o ¢l 91% NN e
|
121 COR 122 COR 123 COR
o)
PPh; / NCS, TIPS Pyr-HBrs,
CHCl, NaOMe/MeOH ) TIPS CH,Cl,, Li,CO3
N
96% " 91% 95%
° 124 CO2R ° \\‘/ 125 °
OMe
MeO

! Meo]@ PTT 4) L-selectrid 7
OMe peo ZnBr electride®
N O [Pd(PPhs)4] N\~ Br 2 5- CIPerTf2 ‘ / Br

(-)-Septicin [(R)-76] 127 126
\\L&lL'
VOF4/TFA | 68% -
(=)-Tylophorin (98% ee) 128
[(R)-65]

(-)-trans-2-(a—Cumyl)cyclohexyl

Schema 2.11. (—)-Tylophorinsynthese nach COMINS.

Die Gruppe um CoOMINS verdffentlichte zundchst 1991 eine nicht stereoselektive
Synthese von Tylophorin (65) mit N-Acyldihydropyridonen und Septicin (76) als
Zwischenstufen,” spiter (1997) folgte dann die in Schema 2.11 skizzierte,
auxiliarkontrollierte enantioselektive Synthese von (—)-Tylophorin [(R)-65] via

(—)-Septicin [(R)-76].2°
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2.2 Chinolizidine

2.2.1 Vorkommen

Die Gruppe der bisher bekannten natiirlichen Chinolizidinalkaloide mit
Phenanthrengrundgeriist ist deutlich kleiner als die der homologen Indolizidine. Es sind
lediglich fiinf natiirliche Vertreter bekannt (Abbildung 2.12, Abbildung 2.13) von denen
(—)-Cryptopleurin (87, Abbildung 2.12) aus Cryptocarya pleurosperma, ein zu den
Lorbeergewichsen (Lauraceae) zéhlender Baum, am ldngsten bekannt ist (DE LA
LANDE, 1948).% Sonstige Quellen von Cryptopleurin beschrinken sich auf
C. laevigata® (Lauraceae) sowie einige Mitglieder aus der Familie der
Brennesselgewichse (Urticaceae): B. cylindrica,’® B. plattyphylla®® und B. caudata.””-°%¢
Das positionsisomere Boehmeriasin A (129) wurde neben Boehmeriasin B (130) in

B. siamensis (2003) entdeckt.'%

(-)-Boehmeriasin A (129) (-)-Boehmeriasin B (130) (—=)-Cryptopleurin (87)

Abbildung 2.12. Phenanthrochinolizidine aus der Natur.

Die molekulare Struktur von Cryptopleurin (87) wurde Mitte der 1950er Jahre von
E. GELLERT aufgeklirt.”®® 11 Die erste Synthese (siehe Kap.2.2.6) von (rac)-87 war
gleichzeitig auch die erste vollsynthetische Darstellung eines Phenanthro-Alkaloids und
gelang BRADSHER und BERGER (1957).8%% 8% (+)-Cryptopleuridin (Abbildung 2.13)
wurde aus C. pleurosperma isoliert. Uber die Extraktion von 132 ist in der Literatur nur

eine einzige Referenz zu finden.!%? Zusitzlich ist von (+)-Cryptopleuridin bis heute keine
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

enantioselektive Synthese bekannt. Allerdings sind kiirzlich 134 und 135 (Abbildung
2.13) optisch rein dargestellt worden.”® Wegen der starken Ahnlichkeit zu
(+)-Cryptopleuridin (132) sollte sich dessen Stereochemie an Cl4a korrekt als ()

ableiten lassen.

(14aR,15R)-(-)-15-Hydroxycryptopleurin (131) (+)-Cryptopleuridin (132) Cryptopleurospermin (133)

MeO MeO

OMe OMe

(12S,14aR)-(-)-12-Hydroxycryptopleurin (134) (12R,14aR)-(-)-12-Hydroxycryptopleurin (135)

Abbildung 2.13. Hydroxyanaloga von Cryptopleurin (131, 134 und 135), Cryptopleuridin (132) und
Cryptopleurospermin (133). Die abs. Konfiguration von Cryptopleuridin ist nicht bestétigt. 134 und 135
sind synthetische Analoga.

2.2.2 Pharmakologie

Die Zytotoxizitit der Phenanthrochinolizidine ist zwar deutlich hoher, als die der
meisten Phenanthroindolizidine, jedoch scheint es gemeinsame Wirkmechanismen zu
geben. Die Giftigkeit von Cryptopleurin ist stark speziesabhidngig. So sind Kaninchen
besonders sensibel [LDso (i.v.) = 1.5 mg, LDso (oral) = 3.0 mg-kg™! Korpergewicht],
wihrend Maéduse und Ratten dagegen etwas weniger empfindlich reagieren [LDso

(s.c.) = 2.5-5.0 mg, LDso (oral) > 5.0 mg-kg ! Koérpergewicht].?¢?

Bereits seit 1949 ist der hemmende Effekt von Cryptopleurin auf die Zellteilung

bekannt.”®> 193 Es wurde als ein dem Colchicin dhnliches Mitosegift beschrieben. Die
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2.2 CHINOLIZIDINE

Hemmung der Proteinbiosynthese ist in der Vergangenheit gut untersucht worden.
Cryptopleurin scheint durch Interaktion mit der 40S-Untereinheit des Ribosoms die

104 Neuere

Translokation der wachsende Peptidkette zu inhibieren.®?> 6%
Untersuchungen belegen die Interaktion von Cryptopleurin mit dem NF-kB Signalweg.
So scheint es hemmend auf NF-kB-aktivierende Signalwege zu sein und dadurch sowohl

antiinflammatorisch, als auch die Apoptose begiinstigend zu wirken.'%

2.2.3 Cryptopleurin

Es ist das am besten erforschte Alkaloid aus dieser Gruppe. Die Biume sind
heimisch im feucht-tropischen Regenwald im Norden von Queensland (Australien). Sie
konnen ausgewachsen eine Hohe von 20-30 m erreichen. Der Baumsaft und die
Baumrinde enthalten (R)-(—)-Cryptopleurin [(R)-87], die Blitter hauptsdchlich Crypto-
pleurospermin (133). Der direkte Kontakt des Baumsaftes mit der Haut sollte, wegen der
ausgesprochen hohen Toxizitdt von Cryptopleurin (87), vermieden werden. Berichten
zufolge ist der Baumsaft so giftig, dass selbst bei nur geringfiigigem Hautkontakt mit
ernsthaften gesundheitlichen Komplikationen zu rechnen ist. Dabei treten Symptome wie
starkste Kopfschmerzen oft erst nach drei Tagen auf und kénnen bis zu zwolf Tagen
anhalten. Hinzu konnen starke Miidigkeit und schwere Hautausschldge, unter Umsténden
sogar mit Blasenbildung auftreten. Cryptopleurospermin (133) ruft in dhnlicher Weise
lokale Hautreizungen bzw. Hautentziindungen hervor — unter den Alkaloiden eine sehr

seltene Eigenschatft.

2.2.4 Boehmeriasin A und B

Im Jahre 2003 wurden aus Boehmeria siamensis (Urticaceae) zwei bis dato
unbekannte Phenanthrochinolizidine durch eine bioassaygeleitete Fraktionierung
erhalten. Es handelt sich um Boehmeriasin A (129), ein zu Cryptopleurin (87)
positionsisomeres Alkaloid mit gleicher Summenformel und Boehmeriasin B (130), das

durch eine phenolische 6-Hydroxygruppe gekennzeichnet ist (Abbildung 2.12).
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

Boehmeriasin A (129, 3,6,7-trimethoxysubstituiert) und Cryptopleurin (87, 2,3,6-tri-
methoxysubstituiert) besitzen nahezu identische spektroskopische Eigenschaften; eine
Unterscheidung durch Aufnahme zweidimensionaler NMR Spektren ist moglich.
Interessanterweise zeigt sich Boehmeriasin B (130) weniger zytotoxisch als
Boehmerisain A, wihrend 6-O-Desmethylantofin zytotoxischer wirkt als Antofin.!® An
zwolf Tumorzelllinien ™ durchgefiihrte Versuche (in vitro) zur Zytotoxizitit von
Boehmeriasin A und Paclitaxel, machen das Potential dieser Substanzklasse deutlich. Die
ermittelten Glso-Werte lagen bei allen getesteten Tumorzellen deutlich unter den Werten
fiir Taxol® (Referenz). Am groBten war der Abstand bei Nierenzellkarzinomzellen
(UO-31-Zelllinie): Glso (129) = 0.4 ng'mL™!, GIso (Paclitaxel) > 100 ng-mL!.
Umgerechnet auf die jeweilige Konzentration entspricht dies:

Glso (129) = 1.1 nMm, Glso (Paclitaxel) > 110 nMm.

2.2.5 Biosynthese

Die Biosynthese von Phenanthrochinolizidinen ist nie genau untersucht worden. Es
wird angenommen, dass sie homolog zur Biogenese der Phenanthroindolizidine verlauft
(siehe Schema 2.5). Man nimmt an, dass anstelle von Ornithin (45) das homologe Lysin
(48) eingebaut wird (Schema 2.12). Die Bildung von 1,2-Didehydropiperidin (136) aus
Lysin durch das Enzym Diaminooxidase (E1, Schema 2.5) ist in der Natur verbreitet und
kann sogar im Labor durchgefiihrt werden. Als Einstiegspunkt fiir die hier formulierte

Biosynthese (Schema 2.12) diente das Auffinden des Intermediats 138 in B. cylindrica.’%¢

hh 12 Zelllinien: K562, HL-60, DU-145, PC-3, A549, NCI-H460, MCF-7, MDA-MB231, ACHN,
UO-31, HT-29, COLO-205
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2.2 CHINOLIZIDINE

<
Lysin —==, O
(a8) N 1 RO CHO
1360 . RO + ~— Tyr (47)
RO

101
Phe —>_ ROD)‘VC%H RO
3
3 RO ) R =CH;3 (138, B. cylindrica)

Iz

RO
spiro-140a
RO : ~[1s,2s], Vinyl
? :Reduktion
v *
HO) \\\
=)
)
ans
RO 141
RO . E
yi? i
¥ 7-Methoxycryptopleurin (143)
(in der Natur nicht gefunden)
MeO
OMe MeO
R = CHj3: (R)-(-)-Boehmeriasin A (129) (R)-(-)-Cryptopleurin (87)

R=H: (R)-(-)-Boehmeriasin B (130) (C. pleurosperma, B. caudata

(B. siamensis) B. cylindrica, B. plattyphylla)

Schema 2.12. Hypothetische Biosynthese von Cryptopleurin (87) und Boehmeriasin A (129). Zur
Identifizierung und Isolierung von 138 (B. cylindrica), siehe Lit.:*%

Dennoch ist anzumerken, dass durchaus Zweifel an diesem Biogeneseweg bestehen.
Sollten Phenanthrochinolizidine tatsdchlich homolog zu den Indolizidinen gebildet
werden, steht die Frage im Raum, warum 7-Methoxycryptopleurin (143) (im Gegensatz

zu Tylophorin) in der Natur nach gegenwirtigem Kenntnisstand nicht vorkommt.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

Eine alternative Biogenese, welche die Abwesenheit von 7-Methoxycryptopleurin
(143) erkldren kann und iiber Julandin (146, B. plattyphylla) als Zwischenstufe verlduft,
ist wie folgt denkbar (Schema 2.13).

0 CHO
2 *
R20 N N -
H
R'O RO

145 RO

R = Me: Julandin (146)
(B. plattyphyilla)

R', R? = CHj: 138 (B. plattyphylla) [~
R' = H, R? = CHj: Pleurospermin
(144, C. pleurosperma)

2,3,7-Regioisomer (149)
(wurde in der Natur bisher
noch nicht gefunden)

Schema 2.13. Alternative Biosyntheseroute zu Trimethoxyphenanthro-Alkaloiden. Zur Isolierung von
138 und 144, siehe Lit.: %% 102

Interessanterweise ist aus B. plattyphylla gewonnenes Julandin schwach
rechtsdrehend, wihrend gleichzeitig das aus identischer Quelle isolierte Cryptopleurin
(87) linksdrehend ist. Die (S)-Konfiguration des rechtsdrehenden (+)-Julandins ist durch

Totalsynthesen gesichert.!%” Die spezif. Drehwerte der aus B. platyphylla extrahierten
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2.2 CHINOLIZIDINE

Alkaloide 146 und 87 deuten zwar in beiden Féllen auf partiell racemische Gemische
hin, doch verdient die Gréenordnung der jeweiligen Differenz eine nihere Betrachtung
(Tabelle 2.2). Da bei Julandin (146) der Anteil des (S)-Enantiomers in der Pflanze leicht
iiberwiegt und im Gegensatz dazu bei Cryptopleurin in der Natur fast ausschlie3lich als
(R)-Isomer in hoher optischer Reinheit existiert. Die einzige bekannte Ausnahme ist
(R)-Cryptopleurin aus B. plattyphylla, das einen geringfiigig erniedrigten Enantiomeren-

uberschuss aufweist.

Die naheliegende Rolle von Julandin als eine mogliche Zwischenstufe in der
Biosynthese dieser Alkaloide (Schema 2.13) scheint zwar weiterhin moglich,i kann die
hohe optische Reinheit von (—)-Cryptopleurin allerdings nicht erklaren. Weiter ist zu
erwihnen, dass die Isolierung von (S)-(+)-Julandin bisher nur in einer Verdffentlichung
beschrieben worden ist. Das Enantiomerenverhéltnis konnte sich auch wéhrend des
Extraktionsprozesses verandert haben, allerdings ist dann aber mit einem Verlust an
optischer Aktivitdt zu rechnen und die Diskrepanz zum entgegengesetzt konfigurierten

(R)-Cryptopleurin sogar noch grofBer.

Tabelle 2.2. Vergleich der optischen Aktivitdten von Julandin, Cryptopleurin und Boehmeriasin A, je nach
Herkunft.

oy ccncy ol ccney ol
Quelle Cryptopleurin Julandin Boehmeriasin A
B. plattyphylla —64 (R)” +4.6 (S)”° o
C. pleurosperma —-106 (R)*® S— -
B. siamensis — — —80.4 (R),'"" MeOH
Synthese +104.6 (S)'°7 +88.8 (5)''7 —86 (R),'”™ MeOH
—96.7 (R)'*7 —71.6 (R)' —-93 (R),'® CHCl3

ii Moglichkeiten: a) Die einheitliche Bildung der Stereochemie (R) auf dem Weg zum Cryptopleurin
erfolgt erst nach Julandin, beispielsweise durch eine Oxidation-/Reduktionssequenz (vgl. Schema 1.4).
b) Nur das (R)-Enantiomer von Julandin oder eines spéteren Intermediats ist Substrat fiir die weitere
Biosynthese auf dem Weg zu (R)-Cryptopleurin.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

2.2.6 Synthese

(¥)-Cryptopleurin (1957)

Mit der Darstellung von rac-Cryptopleurin (rac-87) verdffentlichten BRADSHER
und BERGER die erste Synthese eines Phenanthro-Alkaloids.?® 8% Die eingesetzten

Ausgangsverbindungen waren Homoanisinsdure (150) und 6-Nitroveratrumaldehyd

(111).
MeO
COH O 1) 20% H,S0,, Aceton, €0
150 Ac,0 COH  Isoamylnitrit, Cu, 54%
NO . | 2) EtOH, H,S0,, 89% OH
2 cHO 50%  MeO ‘ 3) LiAlH4, Et,O/Benzol, 98%
oo MeO X MeO
OMe 151: X = NO OMe
1 Z) FeSO,, 80% 153

152; X = NH,

1) HBr MeO
2) 2-Picolinaldehyd

3) PPA 4) PtO,/H,

11%, 4 Stufen
(von 153) MeO

Schema 2.14. Die erste Cryptopleurinsynthese (1957).

Nach Ringschlul zum Phenanthren {iber eine Diazoniumzwischenstufe (nicht
gezeigt) erfolgte aus 153 (AryCH>—OH) die Synthese eines geeigneten Elektrophils
(AryCH2-Br), das direkt mit 2-Picolinaldehyd umgesetzt werden konnte. Anschlie3end
erfolgte, durch Kondensation mittels Polyphosphorsdure, der intramolekulare Ring-
schluss zur quartdren Chinoliniumverbindung 154, die sich durch Reduktion (kat.

Hydrierung) mit PtO»/H> in racemisches Cryptopleurin (rac-87) iiberfiihren lieB3.
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2.2 CHINOLIZIDINE

(R)-(—)- und (S)-(+)-Boehmeriasin A (2011)

Von G. I. GEORG et al. wurde u.a. eine ex-chiral-pool-Synthese (siehe auch Kap.
1.4) zur enantiomerenreinen Gewinnung von (+)- und (—)-Boehmeriasin A [($5)-129 und
(R)-129, Schema 2.15) beschrieben. Ausgangspunkte sind die entsprechenden optisch

reinen Homopipecolinsduren (155).1%8

* HN(OMe)Me-HCI * H————MgBr *

N°.  EDCL NMM, CH,Cl, N THE N
HO,C H;CO. Boc ——mm Boc
(R): 96% STTNTTO (R): 90% =~ O
155 (S): 98% CH, 156 (S): 91% H 157
BF3K
© * MeOQ
\N Ivte o ) K,COs, MeOH *(;3
R — -
Pd(OAc),, Cu(OAc), XN H> | HCOH, Nal
. 0,
MeO KoCO3 (R): 77% g';)) 3170//" 17 o)
OMe 160 (S): 81% 159 191% 158

L-Selectride®, _— MeO

THF, dann TfO O ner O

Clﬁ\ | T MeO By VOF3, CH,Cly/

{ _ N Pd(PPh THF EtOAC/TFA/TFAA
N NTF, T=(60 3&“1 h N —78°C>rt,1h  (R)-129
MeO —_— —— (5129
OM MeO
(R): 77% e (R): 99% OMe (R): 74%, e.r. 97.5:2.5
(S): 68% 161 (S): 92% 162 (S): 83%, e.r. > 98:2

Schema 2.15. ex-chiral-pool-Synthese beider Enantiomere von Boehmeriasin A.

Hierbei wurde die N-Boc-geschiitzte Homopipecolinsdure (150) zunichst in das
WEINREB-Amid 156 iiberfiihrt. Nucleophiler Angriff von Ethinylmagnesiumbromid
lieferte 157, an dessen konjugierte Dreifachbindung durch Umsetzung mit Natriumiodid
in Ameisensdure lodwasserstoff addiert werden konnte (—>158, nicht isoliert). Sofortige
Schutzgruppenabspaltung durch Versetzen mit Kaliumcarbonat in Methanol lieferte das
Enaminon 159. SchlieBlich fiihrten a-Arylierung (CH-Aktivierung), Hydridaddition und
Abfangen des gebildeten Lithiumenolats mit N-(5-Chlor-2-pyridyl)bis(trifluor-
methansulfonimid) (COMINS ' -Reagenz)®® zu Enoltriflat 161, das anschlieBend in einer

NEGISHI-Kupplung'®® zu seco-Boehmeriasin A (162) reagierte. Nach oxidativer

67



2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

Cyclisierung mit VOF3/TFAA wurde das gewiinschte Phenanthrochinolizidin-Alkaloid
(129) erhalten.

Mit der Synthese beider Enantiomere wurde dem natiirlich vorkommenden Alkaloid
zweifelsfrei die (R)-Konfiguration zugeordnet. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass (R)-129 einen deutlich stirkeren zytotoxischen Effekt auf die getesteten Zelllinien

ausiibt als ,,unnatiirliches* (S)-129.
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2.3 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Entwicklung neuer synthetischer
Zugéange zu Phenanthro-Alkaloiden [z. B. Tylophorin (65) und Cryptopleurin (87)] und
Derivaten sowie der Aufklirung der absoluten Konfiguration von Tylophorin aus

Tylophora indica.

2.3.1 Tetramethoxysubstituierte Phenanthro-Alkaloide

Im ersten Teilprojekt soll eine neue Synthese zur Herstellung von 2,3,6,7-
tetramethoxysubstituierten Phenanthro-Alkaloiden und Derivaten entwickelt werden.
Die retrosynthetische Analyse fiihrt zu drei Bausteinen, ndmlich Homoveratrumséure

(112), Veratrumaldehyd (163) und einer geeigneten Aminosdure (Schema 2.16).

n=0,1 ~ g
Y = GHy, Het - ﬁ e y"
R' RZ = Alkyl

Schema 2.16. Retrosynthese 1: Darstellung 2,3,6,7-tetraalkoxysubstituierter Phenanthro-Alkaloide.

Bindung (a) konnte iiber eine entsprechende 9-Halophenanthrenverbindung nach
Metallinsertion (z. B. Mg, Sml) oder Halogen-Metall-Austauschreaktion (z. B.
tert-BuLi, ‘PrMgCl, ‘PrMgCI-LiCl), mit oder ohne sich anschlieBender
Transmetallierung, gefolgt von einem intramolekularem Ringschluss (nucleophile

Addition), aufgebaut werden.
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2.3 ZIELSETZUNG

Alternativ ist eine Bindungskniipfung durch eine freie Radikalcyclisierung denkbar.
Die Bindung (b) kann iiber N-Alkylierung oder N-Acylierung durch Umsetzung mit
einem geeigneten Elektrophil (z. B. dem entsprechendem 10-Brommethylderivat, oder
Sédurechlorid) hergestellt werden. Die Synthese des Phenanthrenbausteins sollte durch
oxidative p/p-Kupplung einer durch PERKIN-Kondensation'!? aufgebauten 2,3-
diarylsubstituierten Zimtsdure gelingen, die ihrerseits aus Homoveratrylsdure und
Veratrumaldehyd aufgebaut werden kann. Wahrend von Prolin abgeleitete Derivate zu
Phenanthroindolizidinen fiihren, lassen sich bei Verwendung der homologen
Pipecolinsdurederivate die entsprechenden Chinolizidine gewinnen. Die Synthese von
trimethoxysubstituierten Verbindungen (z. B. Cryptopleurin) auf diesem Weg wird als
problematisch erachtet, da Regioselektivititsprobleme bei der Bildung des

Phenanthrenmotivs zu erwarten sind.

2.3.2 Trimethoxysubstituierte Phenanthro-Alkaloide

Zur Synthese von Phenanthro-Alkaloiden, deren Substituenten unsymmetrisch iiber
das Phenanthrenmotiv verteilt sind (z. B. Cryptopleurin), ist der retrosynthetische
Ansatz 1 (Schema 2.16) vermutlich nicht geeignet. Hier soll der Phenanthrenteil deshalb
durch eine iibergangsmetallkatalysierte Kreuzkupplungsreaktion (Bindung (d), Schema
2.17) und eine 6-endo-dig-Ringschlussreaktion (c¢), z. B. durch lod-induzierte Addition
an eine Dreifachbindung (L AR O CK-Cyclisierung),'!! LEWI1S-Séure-vermittelte Cyclo-

2

isomerisierung,''?> oder eine Hydroarylierungsreaktion (Kat.: Gold-NHC-Komplex)

aufgebaut werden.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

R‘l
n=0,1 HNT Y
Y = CH,, Het M] Y
R',R? R3, R* = H, Alkoxy, X OH HOC
=
R4

Schema 2.17. Retrosynthese 2: Darstellung von Phenanthro-Alkaloiden mit unsymmetrisch
substituiertem Phenanthrenmotiv.

Eine weitere interessante Moglichkeit stellt eine radikalische Dominoreaktion dar,
die den Aufbau mehrerer Ringsysteme in einem Schritt erlaubt [Bindungen (¢) und (a)].
Alternativ kann der Ringschluss (a) durch eine mit Peroxiden, z. B. Dilauroylperoxid,
initiierte Radikalreaktion eines entspechenden Xanthogenats erfolgen (S. Z. ZARD).!!?
Die Bindungskniipfung (b) kann durch N-Alkylierung oder N-Acylierung erfolgen
[(analog zu Retrosynthese 1, Schema 2.16); bei zuletzt genanntem wird die Reduktion

des dann erhaltenen Amids mit LiAlH4 angeschlossen].

2.3.3 Absolute Konfiguration von Tylophorin

Die Extraktion von Tylophorin (65) aus 7. indica und die experimentelle
Bestimmung der absoluten Konfiguration des Alkaloids soll unter Verwendung

moderner Analyseverfahren, beispielsweise chiraler HPLC/MS”, erfolgen.

Hierfiir soll das gewiinschte Alkaloid (inp-65), in moglichst reiner Form (die
Quantitit ist hier nebensidchlich) aus getrockneten Bittern von 7. indica extrahiert
werden. Die Uberpriifung der Reinheit erfolgt am Besten durch RP-HPLC/MS”. Zu
diesem Zeitpunkt sollen bereits authentische Proben von synthetischem Tylophorin (z. B.
eine Probe rac-65 und eine Substanzprobe eines optisch reinen Enantiomers) zum

Vergleich vorhanden sein.
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2.3 ZIELSETZUNG

Zum Schluss sollen die Proben mittels LC/MS” an chiraler Phase analysiert werden,
woflir zunichst allerdings noch ein geeignetes System gefunden werden muss. Es ist
aullerdem auf die Kompatibilidt des Laufmittels mit der Sustanz, der chiralen HPLC-

Séule und v. a. mit der Ionenfalle des Massenspektrometers zu achten.

OMe

: OMe
(S)-65 ' (R)-65

OMe

(S)-(+)-Tylophorin (R)-(-)-Tylophorin

Abbildung 2.14. Die Enantiomere des Tylophorins.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

2.4 Resultate und Diskussion

2.4.1 Tylophorin und substituierte Derivate

2.4.1.1 Das Phenanthrengeriist

Ausgehend von Homoveratrumsdure (112) und Veratrumaldehyd (163) wird
zundchst in einer PERKIN-Kondensation die entsprechende 2,3-Diarylacrylsdure
hergestellt (Schema 2.18). Versuche, den Methylester der Homoveratrumsdure, nach
quantitativer Deprotonierung mit Natriumhydrid als Base mit Veratrumaldehyd (163) zu
kondensieren, fithren zu einem unvollstindigen Umsatz und nicht zufriedenstellenden
Ausbeuten. AuBerdem wird eine chromatographische Reinigung erforderlich. Die
Kondensation der freien Sdure (112, Schema 2.18) mit 163, in einer Mischung aus
Triethylamin und Acetanhydrid, mit nachfolgender Veresterung des erhaltenen

Produktes liefert den gewiinschten Arylzimtsdureester 164 in 73%-iger Ausbeute.3%a

OMe 1) PhI(OCOCFa3),, OMe

OMe MeO BF5-OEt,, CH5Cl,,
1) Veratrumaldehyd (163), 3 OEl M2t MeO
MeO yd (16 CoMe . —40°C.4h
NEts/Ac,0, T = 100 °C, 15 h 2Me o) | iAIH, THF, rt.

2) AcCl, MeOH, 15 h, RickfluB |

OH
15 h ‘
C e
CO,H MeO

MeO
OMe OMe

112 164 166

Schema 2.18. Synthese von 10-Hydroxymethyl-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren (166).

Die oxidative Kupplung zum 2,3,6,7-Tetramethoxyphenanthrenderivat 165 gelingt
sowohl durch Umsetzung mit Vanadium(V)-oxychlorid (VOCI3) als auch mit einer
Mischung aus PhI(O>CCF3)> und BF3-OEt: (Schema 2.19).!'% Die besten Ergebnisse
werden mit letztgenannten Reagenzien erzielt. Das erhaltene Produkt wird ohne weitere
Reinigung einer Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid unterworfen und liefert in einer

Ausbeute von 98% (zwei Stufen) den gewiinschten Alkohol 166.
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2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

OMe OMe

MeO MeO
O CO;Me  PhI(OCOCF;),, BF3-OFEt, O CO;Me
O | —lodbenzol, -2 CF3COZH‘ O‘

MeO MeO

OMe OMe
164 165
OMe
MeO @ e, —2H
_e_ )
COzMe COzMe
L. Ho M ]
MeO l
OMe
164a

Schema 2.19. Vorgeschlagener Mechanismus der oxidativen Kupplung durch Umestzung mit
PhI(O2CCF3)2/BF3-OEta.

Der Mechanismus der oxidativen Kupplung zum Phenanthren erklart sich wie folgt:
Nach Einelektroneniibertragung (SET) von 164 auf die hypervalente lodverbindung
PhI(OCOCF3); unter Ausbildung des Radikalkations 164a erfolgt der intramolekulare
Ringschluss zu 164b, das nach der Abgabe eines weiteren Elektrons (SET) und zweier

Protonen in das Phenantren 165 iibergeht.

2.4.1.2 Bromierung

Die Reaktion von 166 mit elementarem Brom (1.05 Aquiv.) in Dichlormethan fiihrt
in 98%-iger Ausbeute direkt und glatt zu 9-Brom-10-dibrommethyl-2,3,6,7-
tetramethoxyphenanthren 167 (Schema 2.20). Hierbei findet zuerst eine elektrophile
aromatische Substitution (SgAr) statt. Das dabei freigesetzte H-Br bewirkt anschlieBend
die nucleophile Substitution (Sx) der Hydroxygruppe.!'> Auf die vorher geplante
Umsetzung des am Aromaten bromierten Alkohols mit PBr3; oder mit einer Kombination

aus PPh3/NBS konnte verzichtet werden.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

OMe
MeO O OH
‘ Br,, CH,Cl,, r.t.
O 98%
MeO
OMe
166

MeO

OMe

MeO O Br

Bf

OMe
167

Schema 2.20. Die Reaktion des Alkohols 166 mit Brom liefert das dibromierte Phenanthren 167.

2.4.1.3 Die Synthese der Aminosiurederivate

Im weiteren Verlauf der Synthese wird L-Prolinisopropylester-HCI aus L-Prolin
synthetisiert. Als Methode der Wahl zeigt sich die Umsetzung von L-Prolin mit
2-Propanol durch Zugabe von Thionylchlorid,!'® zundchst unter Kiihlung in einem
Eis/Kochsalz-Gemisch (7' = —15 °C, 30 min), dann 15 h bei Raumtemperatur und ab-
schlieBend 3 h unter RiickfluB. So kann das
L-Prolinisopropylesters quantitativ erhalten werden. Die Methylester des (R) und (S)-

Prolins werden unter analogen Reaktionsbedingungen erhalten (siehe Kap. 5.2.1.1). Auf

Hydrochlorid des gewliinschten

ein Erhitzen zum Riickfluss kann hierbei allerdings verzichtet werden.

2-Propanol, SOCl,
T=-15"°C, 30 min,

—r.t,15 h,
— Rickfluss, 3 h

@—cozH
N
H

168
Methanol, SOCI,,
T=-15°C, 30 min,
—rt,15h

(S): quant

(R): quant.
(S): quant

Q—Cozfpr

N.
H HCI

169

@COzMe

N
N -Hcl
170

Schema 2.21. Veresterung von Prolin (168) zu Prolinisopropylester (169) und Prolinmethylester (170).
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2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

2.4.1.4 Verkniipfung der Fragmente, Reduktion des Esters und erste

Cyclisierungsversuche

Die Verkniipfung der Fragmente 167 und 169/170 gelingt in CH>Cl, unter Zugabe
von NEt; bzw. EtN’Pr; bei Raumtemperatur (Schema 2.22), wobei der Isopropylester in
einer Ausbeute von 63%, der (S)-Methylester in 92% und der (R)-Methylester in 84%,
jeweils nach flashchromatographischer Reinigung an Kieselgel erhalten werden (siehe

Kap. 5.2.4). Eine mogliche Racemisierung wird nicht beobachtet.

OMe OMe
o O B (5)-ProOPrHCI (169), 0" O Q‘COJW
NEts, CH,Cly, r.t.,15 h
O‘ . L,
MeO MeO O

167 (S)171
OMe
; MeO Q\COZMG
ProOMe-HCI (170), EtNPr,, O
CH,Cl,, r.t., 48 h ‘
B
(S): 92% O '
(R): 84% MeO
OMe

Schema 2.22. Verkniipfung der Fragmente durch N-Alkylierung.

Mg

od. PrMgClI

od. PrMgCI-LiCl,
THF

OMe

R = CH(CH3), [(S)-171],
R = Me [(S)-172]

Schema 2.23. Cyclisierungsversuch nach (Trans)metallierung.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

OMe H
MeO O i Aqui
e N LiAlH4, (1.0 Aquiv.) MeO

OMe T=0°C,2h,
THF

Br 92%

OMe
(S)-175

Schema 2.24. LiAlH4-Reduktion von (S)-172; versuchte Iodierung des debromierten Alkohols (S)-174.

Versuche, die offenkettigen Vorlidufer 171 und 172 durch Uberfiihrung in die
entsprechende GR1GNARD-Verbindung, nach einem Protokoll von P. KNOCHEL'!'7 zu

173 zu cyclisieren, gelingen nicht (Schema 2.23).

Uberraschenderweise liefert die LiAlHs-Reduktion des bromierten Methylesters
(5)-172 ausschlieBlich den dehalogenierten Aminoalkohol (S)-174 in 92%-iger
Ausbeute. Versuche, durch die Umsetzung mit Iod und Quecksilberoxid,!'® an der
gewiinschten Position in (S5)-174 ein lodatom (—175) einzufiihren, gelingen nicht

(Schema 2.24).

Der bromierte offenkettigte Aminoalkohol [(S)-176] kann durch N-Alkylierung von
(S)-Prolinol, das durch LiAlH4-Reduktion aus (S)-Prolin zugénglich ist, erhalten werden
(Schema 2.25, siehe Kap. 5.2.1.3).

1) LAH,, THF, rt, 96%  Me©

oy  2)167,CHCl, EtN'Pr,, rt.,
% 15h, 67 %

(S)-168 MeO

Schema 2.25. Synthese des bromierten offenkettigen Aminoalkohols (S)-176 ausgehend von (S)-Prolin
[(S)-168].
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2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

Die darauffolgende Oxidation des primédren Alkohols mit IBX,'"” DESS-MARTIN-
Periodinan,'?® oder unter SWERN-Bedingungen!?! liefert komplexe Produktgemische

und fiihrt nicht zum Erfolg (Schema 2.26).

DMP
od. IBX
od. (COCI),, DMSO,
NEt; (Swern-Oxidation)

Schema 2.26. Versuche zur Oxidation des priméren Alkohols 176.

SchlieBlich liefert die Reduktion des Methylesters 172 mit einem Uberschuss an
Diisobutylaluminiumhydrid bei tiefer Temperatur (7=-78 °C) selektiv den

gewiinschten Aminoaldehyd 177 in quantitativer Ausbeute (Schema 2.27).Ji

H o
MeO
OMe 5 Aquiv. DIBAL-H, Toluol, T= -78 °C,
1.5 h, dann a) MeOH, T =-78 °C,
b) ges. NH,Cl(aq.), T=0°C

(R): quant.
(S): quant MeO

Schema 2.27. Selektive Reduktion des Methylesters 172 zu Aminoaldehyd 177.

Weder die direkte Umsetzung von 177 mit Samariumdiiodid — sowohl mit, als auch

ohne DMPU'??> — noch die NozAKI-H1YAMA-KISHI-Reaktion'?® (CrCla, NiCly,

i per Aminoaldehyd 177 wird partiell als Halbacetal mit Methanol erhalten. Auf die Darstellung des
Halbacetals wird aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet. Das Verhiltnis variiert, die jeweilige
Zusammensetzung hat jedoch keinen Einfluss auf die weitere Umsetzung.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

DMF) sowie die Umsetzung mit #-Buli bei 77=—100 °C, liefern das gewlinschte 14-
Hydroxyphenanthroindolizidin 178 (Schema 2.28).

- Sml,, THF, (DMPU)
- CrCl,, NiCly, DMF
- t-BuLi, THF, 100 °C

(S)-178

Schema 2.28. Versuche zur Cyclisierung des Aminoaldehyds.

Uber die Instabilitit und iiber Probleme bei der Isolierung des Aminoalkohols 178

wurde berichtet.”

OMe o
Q\( 1) Sml,/DMPU, THF, rt.

H  2) TFA, Et3SiH, CH,Cly, rit.

Schema 2.29. Versuchte Tylophorinsynthese ausgehend von (S)-177.

Allerdings fiihrt auch der Versuch den Aminoaldehyd (S)-177 durch Umsetzung mit
Sml,/DMPU, gefolgt von einer direkten Reduktion mit TFA/Et3SiH (Schema 2.29) ohne
die Isolierung von 178 direkt in (S)-Tylophorin [(S)-65] umzuwandeln,'?* nicht zum
Erfolg.
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2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

OMe o OMe
Q\( 1) Sml,/DMPU, THF, rt. ~ MeO O ’

H 2) Ac,0, Pyridin, DMAP,
15 h, r.t.

46%, Uber 2 Stufen O Br
MeO

(S)-179

Schema 2.30. Die Umsetzung von (S)-177 mit SmIz/DMPU, mit sich direkt anschlieBender Reaktion mit
Acetanhydrid, Pyridin und DMAP (kat.), fithrt zum acetylierte Reduktionsprodukt 179.

Wird der Umsetzung mit Smlo/DMPU hingegen direkt eine Acetylierung mit
Acetanhydrid, Pyridin und DM AP angeschlossen, wird der acetylierte Aminoalkohol 179
erhalten. Samariumdiiodid bewirkt also nur die Reduktion der Aldehydfunktion (Schema

2.30).

2.4.1.5 Iodierung

Im Allgemeinen sollten sich Aryliodverbindungen im Vergleich zu den bisher
verwendeten Arylbromverbindungen durch eine erhohte Reaktivitit auszeichnen. Die
Darstellung einer zu 167 dquivalenten, iodierten Verbindung gelingt unter verschiedenen

Bedingungen aber nicht (Schema 2.31-Schema 2.35).112% 125

OMe

MeO
Res;
‘ I-Cl, CH,Cl,, r.t
MeO I

OMe

166 180 X = OH, Hal

Schema 2.31. Die Umsetzung des Alkohols 166 mit [odmonochlorid bei Raumtemperatur fiihrt nicht
zum gewiinschten Produkt.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

OMe OMe
MeO OH MeO cl MeO
I-Cl, CH2°C|2, (S)-Prolinol, NEt3,
‘ T=-78°C ‘ CH,Cly, rt. X
O O 42%, Uber 2 Stufen
MeO MeO MeO
OMe OMe
166 181

(nicht isoliert)

Schema 2.32. Die Umsetzung von 166 mit lodmonochlorid bei tiefer Temperatur fiihrt nicht zur
gewiinschten Kerniodierung.
a) BTMA-ICl,, CaCOs, CH,Cl,, MeOH, rt.

OMe
MeO OH b) BTMA-ICl,, ZnCl,, HOAC, r.t. MeO
O c) IBr, HOAg, r.t.
d) ICI, HOAgc, r.t.
‘ e) l,, HgO, CH,Cly, r.t.
O f) NIS, CH,Cly, r.t.
MeO "~ MeO
OMe

166 180

Schema 2.33. Versuche zur lodierung des Alkohols 166. Lit. b)!23% 125

OMe OMe
MeO MeO
a) |2, Phl(OZCCF3)2, CH2C|2, r.t.
CO,Me  b) Iy, AgOSO,CF3, CH,Cly, rt. CO,Me
‘ c) LDA, —78 °C, THF, dann I, ‘
® A
MeO MeO
165 182

Schema 2.34. Versuche zur lodierung des Esters 165. Lit. a)!2%9, ¢)!25¢
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2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

OMe a) Kl, Cul, DMF, T=145°C
b) Kl, Cul, DMPU, T =160 °C

MeO Br c¢) Cul (cat.) Nal (2.0 Aquiv.), MeO
MeNHCH,CH,NHMe,

‘ Dioxan, T = 110 °C
O Br
MeO

OMe

167 183

Schema 2.35. Versuchte Aryl-FINKELSTEIN-Reaktion an 167. Lit. a)'!%, ¢)!2¢

Fiir die weiteren Versuche zur Synthese von Tylophorin (65) und Derivaten wird 167

verwendet.

2.4.1.6 Cyclisierungen iiber freie Radikalkettenreaktionen

2.4.1.6.1 Allgemeines

Hydrazone und Oximether stellen gute Akzeptoren fiir intramolekulare

127 und sind bereits

Ringschlussreaktionen auf der Basis von Radikalkettenreaktionen dar
erfolgreich in zahlreichen Naturstoffsynthesen eingesetzt worden.!?”128 So setzen sich
Oxim-O-Alkylether mit Alkyl- bzw. Arylradikalen unter Addition zu den

entsprechenden alkylierten bzw. arylierten Alkoxaminen um, '8k 129

Von 2-Phenylaziridin-1-amin (187, Schema 2.37) abgeleitete Hydrazonderivate
eignen sich als Radikalakzeptoren besonders dann, wenn keine (nicht bendtigten) Atome
oder Gruppen in das Zielmolekiil eingebaut werden sollen. Hier hat sich die Methode

nach S. K1M bewiihrt. (Reaktionsmechanismus: siehe Schema 2.41) . 128h. 1281, 130

Uber Radikalkaskadenreaktionen (Domino-Reaktionen) von Oximethern in
Kombination mit von 187 abgeleiteten Hydrazonen zum Aufbau polycylischer

Naturstoffe wurde berichtet.!28k 130d
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

2.4.1.6.2 Synthese der Ausgangsstoffe, Derivatisierungen

Durch Umsetzung von 177 mit H,NOMe-HCI in Pyridin mit der Zugabe von
Molekularsieb (4A) lisst sich der gewiinschte Oximether 184 in 80%-iger Ausbeute

erhalten.

Molsieb 4A, r.t., 24 h
80%

Schema 2.36. Oximetherbildung (—184) ausgehend von 177.

Die zur Hydrazonbildung verwendeten Aminoaziridine 187 und 191 lassen sich
nach Methoden von ESCHENMOSER und MULLER ausgehend von Styrolglycol (185)
in zwei Stufen iiber das entsprechende Dimesylat 186 (Schema 2.37), bzw. ausgehend

von (E)-Stilben und N-Aminophtalimid (189, Schema 2.38) erhalten.!3!

OH MeSO,Cl, Pyridin, 0S0,CHs N2H,-H,0, Pentan, EHZ HOAe
AN, rt., 24 h
©)VOH T=2.4°C,4h ©)VOSO2CH3 dann T =0 °C, HOAc @A
85% 62%
185 186 187

Schema 2.37. Synthese des Phenylaminoaziridinacetats 187.
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2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

o

(E)-Stilben (188)

o O
N—NH, Pb(OAc),, CH,Cl>,
rt 30 min N—-NZ|(rac)

0,
N- Amlnophtallmld 26 A’ (0]

(189)

190

Hydrazinhydrat, EtOH
T =40 °C, 45 min

N2
N
191

Schema 2.38. Synthese von (rac)-(trans)-2,3-Diphenylaminoaziridin 191.

Die Hydrazone (192 und 193) werden ausgehend von Aminoaldehyd 177 durch

Umsetzung mit den N-Aziridinylaminen 187 und 191 in Dichlormethan durch Zugabe

von Molekularsieb (4A) und Natriumacetat (nur 187) bei 7=—10 — 0 °C in Ausbeuten

von 72—82% erhalten (Schema 2.39).

rac

CH,Cl,, Molsieb 4A,
=-1050°C,2h

CH,Cl,, Molsieb 4A,
T=-10—- 0 °C,
NaOAc, 2 h

(S): 82%
(R): 72%

N-NH,
(191)

(S): 78%

Schema 2.39. Hydrazonbildungen ausgehend von Aminoaldehyd 177.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

2.4.1.6.3 Cyclisierung der N-Aziridinylimine

Als Reaktionssystem fiir die Radikalkettenreaktion mit N-Aziridinyliminen hat sich
die Kombination aus AIBN (Initiator) und Triphenylzinnhydrid als am besten geeignet
erwiesen. Toluol ist hier als Losungsmittel gegeniiber Benzol iiberlegen, genauso wie
Triphenylzinnhydrid das bessere Resultat im Vergleich zu Tributylzinnhydrid liefert.

Zudem lasst sich Triphenylstannan etwas besser vom Produkt abtrennen.

192/193

Radikalcyclisierung

Schema 2.40. Synthese von Tylophorin (65).

Tabelle 2.3. Ubersicht: Versuche zur Radikalcyclisierung der Hydrazone.

# Edukt I{litia‘tor Hyc'l‘ridc.ionor T/°C  tzygave Lsgsm. Ausb. ee
(Aquiv.) (Aquiv.)

1 (5)-192 BEt:/02(3.0) (MesSi);SiH (2.0) r.t. 10h  Benzol — —
2 (S)-192 AIBN (0.20) BusSnH (1.3) 80-90 10h  Toluol 35% n.d.
3 (5)-192 AIBN (0.20) BusSnH (2.0) 80 20h  Benzol 20% n.d.
4 (S)-192 AIBN (0.20) BusSnH (2.0) 80 20h  Toluol 35% n.d.
5 (5)-192 AIBN (0.20) Bu;SnH (2.0) 80 26.7h Benzol 23% nd.
5 (R)-192 AIBN (0.22) BusSnH (2.0 110 20h  Toluol 17%  70%
6 (R)-192 AIBN (0.25) BusSnH (2.0) 100 20h  Toluol 45% 93%
7 (5)-192 AIBN (0.25) Ph;SnH (2.0) 80 20h  Toluol 61% >99%
8 (5)-193 BEt/O:(7.0) BusSnH(1.2) —50—rt. 20h  Benzol — —
9 (5)-193 BEt:/0:(7.0)0 BusSnH (1.2) -50—rt. 20h  Toluol — —
10 (5)-193 Sml>(2.5) — r.t. — THF — —
11 (S)-193 AIBN (0.20) BusSnH (2.0) 80 25h  Benzol — —
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Ph

Ph3Sn-

Y

—Ph3SnBr MeO

OMe \ 6-exo-trig
(S)-192a

(S)-192b

Schema 2.41. Reaktionsmechanismus der Bildung von (S5)-65 aus (S5)-192.

Weiterhin interessant ist die Beobachtung, dass bei zu niedriger Temperatur die
Fragmentierung des Aziridins [(S)-192b] vermutlich nicht stattfindet (Schema 2.41),
wihrend bei zu hoher Temperatur (100—110 °C) partielle Racemisierung zu beoabachten

ist.

Das Diphenyliminoaziridinderivat 193 sollte analog zu dem gezeigten
Phenyliminoaziridin 192, anstelle von Styrol und Stickstoff, Stilben und Stickstoff
abspalten. Unter den gewéhlten Bedingungen fiihrt die Umsetzung von 193 nicht zur

Bildung von Tylophorin (Tabelle 2.3, Eintrdage 8—11).
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2.4.1.6.4 Cyclisierung des Oximethers

Zur Synthese des 14-Methoxyaminotylophorins hat sich iiberraschenderweise das
System mit Triethylboran/O; in Kombination mit TTMSS als Uberlegen herausgestellt.

Besonders vorteilhaft ist hier, dass auf den Einsatz von Zinnorganylen verzichtet werden

kann.

MeO
OMe
(S)-184 194
Schema 2.42. Synthese von (13a$,14S)-14-Methoxyaminotylophorin (194).
Tabelle 2.4. Versuche zur Radikalcyclisierung des Oximethers [(S)-184].
o . Hydriddonor
#  Initiator (Aquiv.) . T/°C  tzugae/h  Lsgsm.  Ausb. dr
(Aquiv.)
1 AIBN (0.20) BusSnH (1.2) 80 10 Benzol 47% 1 Diast.
2 BEt;/O; (4.0) (Me3Si);SiH( 2.0) 25 4 Benzol 64% 1 Diast.
3 BEt/0; (4.0-7.0) Bus;SnH (2.0) 25 4-7 Toluol —
4 BEt3/0; (4.0-7.0) Ph;SnH (2.0) 25 4-7 Toluol —

Das neue Derivat 194 entsteht hierbei hochstereoselektiv als einzelnes Diastereomer
und zeichnet sich, im Vergleich mit Tylophorin, durch eine erheblich hdhere
Lichtstabilitdt aus. Die Stereochemie von 194 ergibt sich aus 'H-NMR Messungen, die

eine Kopplungskonstante von J = 2 Hz fiir die Protonen 13a—H und 14—H aufweisen.
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2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

2.4.1.6.5 Cyclisierung des Aminoaldehyds

Obwohl das Reaktionsgleichgewicht der 6-exo-trig-Cyclisierung von Alkyl-
radikalen an Aldehyde auf der Seite der offenen Verbindung 195 liegt, konnen diese in
Gegenwart von Stannanen erfolgreich durchgefiihrt werden. Der Grund dafiir ist die
einhundertmal schnellere H-Abstraktion (R3Sn—H—R3Sn-) durch Alkoxyradikale
(cyclisiert, 196) im Vergleich zu Alkylradikalen (offenkettige Verbindung, 195, Schema
2.43).132

oI o)
O 1x 10851 ©
1x107 s~
195 196

Schema 2.43. Kinetik der 6-exo-trig-Cyclisierung von Alkylradikalen an Aldehyde.

Der Aminoaldehyd (R)-177 kann dementsprechend in Gegenwart von BEt3/O> und
Trialkylzinnhydriden zu 197 cyclisiert werden, das ohne Isolierung sofort weiter zu rac-
Tylophorin (rac-65) umgesetzt werden kann (Schema 2.44). Hierbei wird jedoch

vollstindige Racemisierung beobachtet.

OMe

MeO

BF5-OEt, (10.0 Aquiv.)
Et;SiH (3.0 Aquiv.), CH,Cl,,
=-15°C > r.t.(15 h)

BEt3/O, (10 Aquiv.)
Ph-Me, BusSnH (2.0 Aquiv.)
—78 °C (Zugabe) — r.t. (2 d)

(R)-177

35%
MeO

OMe

(R)-178 rac-65
nicht isoliert

Schema 2.44. Die Cyclisierung des Aldehyds (R)-177 mit anschlieBender Reduktion des gebildeten
Aminoalkohols [(R)-178] durch BF3-OEt/Et3SiH!3? fiihrt zur Isolierung von rac-65.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

Die Umsetzung des Aminoaldehyds (S)-177 mit Triethylboran (3.0 Aquiv.) bei
Raumtemperatur mit anschlieBender Acetylierung liefert hingegen extrem instabiles,
aber nicht racemisiertes (13a$,14S5)-(+)-14-Acetoxytylophorin (197) als einzelnes
Diastereomer. Die Stereochemie von 197 ergibt sich aus "TH-NMR Messungen, die eine
Kopplungskonstante von J = 2 Hz fiir die Protonen 13a—H und 14—H ausweisen. Die
exakte Bestimmung des positiven Drehwertes war wegen der extremen Instabilitdt der
Verbindung nicht méglich, da der Wert wihrend der Messung kontinuierlich sank. Damit

einher ging eine tief gelbe Farbung der Messlosung.

MeO
BEt3/0, (3.0 Aquiv.)
Ph-H, BusSnH (2.0 Aquiv.)

6 h,rt. Ac,0, Pyridin, 15 h, r.t.

(S)177

35%
MeO

(13aS,145)-178 (13aS,14S5)-197
(nicht isoliert) (instabil)

Schema 2.45. Die Bildung von 14-Acetoxytylophorin (197).

Abschlieflend bleibt allerdings ungeklart ob die bei der Reaktion zu Tylophorin
eingetretene Racemisierung (Schema 2.44) bereits auf der Stufe des Aminoaldehyd,
méglicherweise durch das Wirken von Triethylboran (10 Aquiv.) als LEW1S-Séure, oder
wihrend der Reduktion nach einem in Schema 2.46 dargestellten Mechanismus,

eingetreten ist.
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2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

(BF3-OEt,)
—_—

OMe
MeO
PP
N
|
MeO O \178c (achiral)
OMe £ siH

Schema 2.46. Moglicher Reaktionsweg fiir die beobachtete Racemisierung wéhrend der Reduktion mit
BF3-OEt2/Triethylsilan. (a) = nucleophile Substitution (nicht beobachtet), (b) = [1,2]-H-Verschiebung.

Durch das Einwirken von Bortrifluorid-Diethyletherat kommt es zur Ausbildung des
Kations (R)-178a, das sich durch intramolekularen Angriff des Stickstoffatoms zu
(R)-178b oder durch [1,2]-H-Verschiebung zu 178c¢ stabilisieren konnte (siese auch Kap.
2.1.8, Schema 2.3).%Von 178¢ kann eine Reduktion mit Triethylsilan nur zur Bildung
von racemischem Tylophorin fiihren (Wegb). Von (R)-178b dagegen, wiirde eine
Hydridaddition 178d, aber auch (R)-65, ergeben (Weg a). Da das isolierte Produkt keinen
Uberschuss an einem Enantiomer aufweist (Polarimetrie, Chirale HPLC), sollte

(Weg a)ausgeschlossen werden kénnen. Das Eintreten der in Schema 2.46 dargestellten

kk Die Bildung des entsprechenden Enamins (siehe auch Kap. 2.1.8, Schema 2.2 bis Schema 2.4, vgl.
61b), ist theoretisch auch moglich. Auf die graphische Darstellung wurde verzichtet, da das Eintreten
einer Reduktion von Enaminen durch Triethylsilan (Hydriddonor) als wenig wahrscheinlich erscheint.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

Reaktion (Weg b) hat eine ausreichend lange ,,Lebenszeit des Kations (R)-178a in

Gegenwart von Et3SiH als Vorbedingung.

2.4.2 7-Methoxycryptopleurin

2.4.2.1 Aminosiuresynthesen

Zur Synthese von 7-Methoxycryptopleurin (143) werden zundchst die
entsprechenden Aminosiuresterhydrochloride der Pipecolinsidure (198) synthetisiert.!!®

Diese konnen in quantitativer Ausbeute erhalten werden (Schema 2.47).

2-Propanol, SOCl,

T=-15°C, 30 min,
(j\ > Riickfluss, 24 h .
N

N~ "CO,H ) CO,'Pr
H 198 (rac): quant HOl
199
Methanol, SOCI,,
T=-15°C, 30 min,
—rt,15h %
(rac): quant N COMe
: : H -HCI
(R): quant. 200
(S): quant

Schema 2.47. Synthese der Pipecolinsdurester 199 und 200.

2.4.2.2 Verkniipfung der Fragmente und Reduktion der

Esterfunktion

Die Verkniipfung der Fragmente 167 und 199 zu 201 gelingt in einer Mischung aus
CH2Cl,, DMF und Diisopropylethylamin unter leichtem Erwidrmen in 63%-iger
Ausbeute, wihrend die Methylester (rac)-, (R)-, und (S5)-202 in 69—89%-iger Ausbeute

in CH2Cl; unter Zugabe von Diisopropylethylamin erhalten werden (Schema 2.48).
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e
199, EtN/ Pr2, MeO *

CH,Cl/DMF, r.t., 15 h,

O ) ®
‘ 45°C,3h ‘

O Br 63% O Br
OMe OMe

167

MeO

MeO MeO
201
P
MeO %
200, EtNPr,, O N" "COMe
CH,Cly, rt., 48 h ‘
Br
(rac): 69%
(S): 89% MeO
© 699 OMe
(R): 69% 202

Schema 2.48. Verkniipfung der Fragmente durch N-Alkylierung.

Die nachfolgend durchgefiihrten Reduktionen mit Diisobutylaluminiumhydrid
gelingen sowohl im Fall des Methylesters 202, als auch des Isopropylesters 201 nur
unselektiv. Bei der Reaktion entsteht nicht wie gewiinscht selektiv der Aminoaldehyd
203, sondern bevorzugt der Alkohol 204 neben geringen Mengen an 203. Wird die
Reaktion durch Methanolzugabe vor dem kompletten Verbrauch des Esters beendet, wird
ein Gemisch aus Ester, Aldehyd und Alkohol erhalten, wahrend bei verldngerter
Reaktionszeit (bis zum Verschwinden des Esters) nur der Alkohol 204 isoliert werden

kann.

MeO

MeO
o8 8 e
a) DIBAL-H, Toluol, T=-78 °C +
b) DIBAL-H, CH,Cl,, T=-78 °C
O Br - O Br O Br
MeO
OMe

R = (CH3), (201 203 204
R = Me (202)

MeO MeO

Schema 2.49. Reduktion der Ester 201 und 202 mit DIBAL-H.
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OMe )\ OMe
MeO 0] M
Nl A9 | o e0 Nl ©
Sl PN
O Br CHyCly, T=0>45°C O Br
MeO MeO

OMe OMe
R = CH(CHs), (201) 203

Schema 2.50. Versuchte Reduktion des Isopropylesters 201 mit Lithiumdiisobutyl-tert-
butoxyaluminiumhydrid (LDBBA).

Die Umsetzung des Isopropylesters 201 mit LDBBA in Dichlormethan fiihrt selbst

bei einer Temperatur von 45 °C nicht zur Bildung eines Reduktionsproduktes.'3*

Da alle Versuche, den gewiinschten Aminoaldehyd 203 selektiv und reproduzierbar
zu erhalten, erfolglos waren, wird zundchst ausgehend von Pipecolinsdure in drei Stufen
(70%) das entsprechende N-Methyl-N-methoxy-Derivat (WEINREB-Amid) synthet-
isiert (Schema 2.51). Hierbei wird zunichst rac-198 durch Umsetzung mit Boc2O am
Stickstoffatom geschiitzt, dann die freie Sduregruppe in Gegenwart von EDC-HCI und
kat. Mengen an DMAP in das entsprechende geschiitzte Amid 205 tiberfiihrt (70%). Das
Entfernen der Schutzgruppe gelingt schlieBlich in quantitativer Aubeute durch die
Umsetzung mit Trifluoressigsdure in Dichlormethan und liefert das Trifluoressigsdure-

salz des ungeschiitzten Amids 206.

1) Boc,0, NEt,
CHClg, rt., 15 h

2) MeONHMe-HCI, T=0°C, 30 min  go. o
|

(0]
CO,H  dann DMAP, EDC-HCI, TFA, CH,Cl,, H
G’\l: dann 15 h, r.t. (N/\Iﬂﬂ\N/OMe rt., 18 h LN/\(JJ\N/OMe
| > |
70%, Uiber 2 Stufen Me quant. Me

‘CF3CO,H
rac-198 205 206

Schema 2.51. Synthese des Amids 206 als TFA-Salz.
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OMe
MeO
© DMF, Et;N, 206
T=50°C, 12 h
Br ——
81%
O Br
MeO
OMe
167

Schema 2.52. Synthese des WEINREB-Amids 207.

OMe (I)Me
MeO N N‘Me

MeO
OMe
207

Ausgehend von 167 und 206 lasst sich durch Reaktion in DMF unter

Triethylaminzugabe bei leicht erhohter Temperatur in 81%-iger Ausbeute Amid 207 ge-

winnen (Schema 2.52), das schlieBlich mit DIBAL-H (5.0 Aquiv.) glatt zu dem

gewlinschten Aminoaldehyd 203 reduziert werden kann (Schema 2.53).

OMe 5 Aquiv. DIBAL-H, Toluol, T= —78 °C,
N‘M 1.5 h, dann a) MeOH, T=-78 °C, MeO
€ b)ges. NH,Cl(ag.), T=0°C

quant.

Schema 2.53. Erfolgreiche Reduktion des Amids 207 zum Aminoaldehyd 203.
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2.4.2.3 Cyclisierungen iiber freie Radikalkettenreaktionen

2.4.2.3.1 Derivatisierungen

Der Aldehyd 203 kann durch Reaktion mit N-Amino-2-phenylaziridin (187) in das
Hydrazon 208 (54%, isoliert als nicht weiter charakterisiertes Stereoisomerengemisch)
und durch Umsetzung mit Methoxylamin-HCI in den Oximether 209 (74%, ebenfalls
isoliert als nicht weiter charakterisiertes Isomerengemisch) iiberfiihrt werden (Schema

2.54).

_;DN\NHz-HOAc

Ph 187
e Omw A Ve
MeO H CH,Cl,, Molsieb 4A, MeO H
O N T=-20°C->rt,, © N
o NaOAc, 15 h N.
> N
O Rohausbeute 54% O
(7 Br
MeO MeO
OMe OMe
203 208
OMe
MeO O N | H
HNOMe-HCI, Pyridin, N“OMe
Molsieb 4A, rt., 24 h
Rohausbeute: 74% O Br
MeO
OMe 909

Schema 2.54. Hydrazon (208)- und Oximetherbildung (209) ausgehend von Aminoaldehyd 203.
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2.4.2.3.2 Cyclisierung des N-Aziridinylimins

Die Cyclisierung von 208 zu 7-Methoxycryptopleurin unter den bei der Synthese
von (S)-Tylophorin optimierten Bedingungen (Tabelle 2.5, Eintrag 1) fiihrt hier
hauptsédchlich zur Bildung von Reduktionsprodukten in einem komplexen Produktge-
misch, aus dem sich 7-Methoxycryptopleurin nicht gewinnen lasst. Das beste Ergebnis
wird durch eine Kombination aus AIBN (0.20 Aquiv., iiber # = 20 h zugetropft) und
Tributylzinnhydrid (1.20 Aquiv.) in Toluol erzielt. Hierbei kann das Produkt in 22%-iger

Ausbeute isoliert werden.

OMe
MeO N H
O | Radikalcyclisierung

N.
N
O Tab.3.3, Eintrag 8
O Br 22%
MeO

OMe

208 143

Schema 2.55.Synthese von 7-Methoxycryptopleurin.

Tabelle 2.5. Ubersicht: Versuche zur Radikalcyclisierung des Hydrazons 208. Die Zugabe des
Radikalstarters erfolgte bei #1-3 und #6-9 {iber einen Zeitraum von ¢ = 20 h, bei #4 und #5 wurde der
Initiator in einer Portion zu Beginn zugegeben. * Bestimmt durch LC/MS, ** komplexes Produktgemisch.

# Initiator (Aquiv.) Hydriddonor (Aquiv.) 7/°C ¢/h Lésungsm. Umsatz* Cyc:Red*

97

1 AIBN (0.25) Ph;SnH (2.0) 80 24  Toluol 75%  =2:3%x
2 AIBN (0.25) Bu;SnH (2.0) 80-90 24  Toluol  <10% —
3 ABCN (0.25) Ph;SnH (2.0) 80-110 72 Toluol  <5% —
4  ABCN (1.0) Phs;SnH (2.0) 135 72 Xylol 50%  =1:2%*
5  ABCN (1.0) BusSnH (2.0) 135 72 Xylol 50%  =1:2%*
6  BEty/0,(10) Ph;GeH (2.0)  25-110 72 Toluol  <50%  =2:3**
7 BE6/O,(10)  (MesSi)sSiH (2.0) 25-110 72 Toluol  <50%  =1:1**
8  AIBN (0.20) BusSnH (1.2) 80-85 24  Toluol  =55%  =I:1.3
9  AIBN (0.20) C1sF»H,SnH 80 24  Ph-CF; — —
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2.4.2.3.3 Cyclisierung des Oximethers

Die Umsetzung von Oximether 209 unter den in Tabelle 2.6 aufgefiihrten
Reaktionsbedingungen fiihrt in allen Fillen zu unvollstindigen Unmsdtzen und zu
komplexen Produktgemischen, in denen 210 zwar massenspektrometrisch nachweisbar

ist, allerdings nicht in Substanz isoliert werden kann.

OMe
MeO N . _H
O | Radikalcyclisierung
O “OMe
O Br siehe Tabelle
MeO
OMe
209

Schema 2.56. Versuchte Synthese von 15-Methoxyamino-7-methoxycryptopleurin (210).

Tabelle 2.6. Ubersicht: Versuche zur Radikalcyclisierung des Oximethers 209. Die Zugabe des
Radikalstarters erfolgte bei #1-3 und #6—7 iiber einen Zeitraum von ¢ = 20 h, bei #4 wurde der Starter in
einer Portion zu Beginn zugegeben und bei #5 iiber einen Zeitraum von 4 h. *Bestimmt durch LC/MS, **
komplexes Produktgemisch.

# Initiator (Aquiv.) Hydriddonor (Aquiv.) 7/°C ¢/h Lsgsm. Umsatz* Cyc:Red*
I AIBN (0.25) PhsSnH (2.0) 80 24 Toluol  75% =2:3%*

2 AIBN (0.25) BusSnH (2.0) 80-90 24 Toluol <10% —

3 ABCN (0.25) PhsSnH (2.0) 80-110 72 Toluol  <5% —

4 ABCN (1.0) PhsSnH (2.0) 135 72 Xylol  50% ~l1:2%

5  BEn/O:(40)  MesSi):SiH (2.0) 25 24 Benzol = <20% —

6  BEt/O,(10) PhsGeH (2.0) 25110 72 Toluol  <30% =~1:1%%

7 BE6/02(10)  (MeSikSiH (2.0)  25-110 72 Toluol — <40% =~1:1%*

2.4.2.3.4 Cyclisierung des Aminoldehyds

Die direkte Cyclisierung von 203 unter Anwendung der in Schema 2.44
aufgefiihrten Reaktionsbedingungen, die erfolgreich zu Tylophorin gefiihrt hatten, ergibt

hier keine nachweisbare Bildung von 7-Methoxycryptopleurin (nicht gezeigt).
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2.4.3 13-aza-7-Methoxycryptopleurin

2.4.3.1 Verkniipfung der Fragmente

Zur geplanten Synthese von 213, einem aza-Derivat des 7-Methoxy-

cryptopleurins!3?

mit moglicherweise interessanten biologischen Eigenschaften wird
zundchst 167 mit 4-Boc-Piperazin-2-carbonsduremethylester in nahezu quantitativer

Ausbeute zu 211 umgesetzt.

Boc

N
ove (L

N

H

CO,Me OMe

MeO MeO
DIPEA, CH,Cl,, [y GO2Me
O Br rt,15h
- e N
- LY
T ye
MeO L MeO
© OMe
167 211

Schema 2.57. Umsetzung von 167 mit N-Boc geschiitztem Piperazin-2-carbonsduremethylester.

AV600-1310C6 5§ 1 M:\Br 4 JOPSPIN, DATA] ,lEX\nm[l f

g

Le

a
[ LA___,\J uA.___t
AV600-1310C6 4B [OPSPINDATA ,lEX\nm[[_

Lwe

o

_.J J‘UL_J LA__,J “A“‘—,q

A¥E00-1310C6 i34 1\ JOPSPINDATA! alEx\nm[Ei o

M [
- PN VI
A¥E00-1310C8 (hY:34 Y\ §OPSPINDATA' alEx\mz[’

Le
L L LA_u UJL-.__—
AV600-1310C6 t\Br i3 DPSPI“\DATA\EIEX\M[[_

o

e
[— L,r] L_"_JJLA}'LA_—

— —

— T[T T — T —
8 7 6 5 4 3 2 ppm]

Abbildung 2.15. 'TH NMR (600 MHz, CD3CN) von 211 bei T'= 20 °C (unten) — 60 °C (oben),
AT=10°C.
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Auf Grund dynamischer Prozesse im Molekiil (211) kommt es zu starker
Signalverbreiterung im NMR, die bei einer Temperaturerhohung auf 7'= 60 °C nicht

mehr beobachtet werden kann (Abbildung 2.15).

2.4.3.2 Esterreduktion und Cyclisierung

AnschlieBend wird 211 einer Reduktion mit DIBAL-H unterworfen und das Produkt
ohne weitere Reinigung erst in das Hydrazon 212 {iberfiihrt, das direkt einer
Radikalcyclisierung unterworfen wird. In dem gebildeten, sehr komplexen
Produktgemisch kann das gewiinschte 213 selbst durch LC/MS-Experimente nicht

nachgewiesen werden (Schema 2.58).

OMe 1) 2.2 Aquiv. DIBAL-H, T=-78°C, OMe W/

Toluol, 90 min, dann MeOH, T =-78°C {
CO,Me  dann b) ges. NH4Cl(aq), T=0°C
H 2) 187, CH,Cly, Molsieb 4A,

O H

O Ny\ T=-10°C - 0 °C, 2 h,NaOAc l Nj;\
NB ~

(Y S

MeO

Rohausbeute: 49%

MeO MeO
OMe OMe

21 212

AIBN (0.20 Aquiv.,
Uber 20 h),
Ph3SnH (2.0),
Toluol, 80 °C

Schema 2.58. Versuche zur Synthese von 13-aza-7-Methoxycryptopleurin (213).
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244 Cryptopleurin

2.4.4.1 Das Phenanthrengeriist

Ein neuer Ansatz zur Synthese von trimethoxysubstituierten Phenanthro-Alkaloiden
startet bei Veratrumaldehyd (163), der erst zu 214 bromiert (84%), dann in einer
SuUzUKI1-Reaktion mit 3-Methoxyphenylboronsdure in 89%-iger Ausbeute zu Biphenyl

215 umgesetzt wird (Schema 2.59).

Br [Pd(PPh3),] (5 mol%),

MeO B(OH),
MeO
O _H O _H \© O

Na,COs, DMF/H,0,
MeO 84% MeO 89%
OMe OMe MeO
OMe
163 214 215

Schema 2.59. Synthese des Biphenyls 215 in zwei Stufen, ausgehend von Veratrumaldehyd (163).

Der Aldehyd 215 ldsst sich durch die Umsetzung mit PPh3/CBr4 in das geminale
Dibromid 216 (96%) iiberfiihren. Die Reaktion mit n-Butyllithium fiihrt zunichst zu
einem Halogen-Metall-Austausch und durch Umlagerung zur Bildung eines
Lithiumacetylids, das durch Reaktion mit Paraformaldehyd zu Propargylalkohol 236 in
87%-1ger Ausbeute abgefangen werden kann (Schema 2.60, Corey-Fuchs-
Transformation).!3¢ Zu erwihnen ist noch, dass das Lithiumacetylid in gleicher Weise
mit Me3Si—Cl abgefangen werden kann und so das entsprechende trimethylsilyl-

substituierte Alkin (Ary—=—SiMe3) liefert (nicht abgebildet, siehe 5.2.6).

Zur Bildung von 9-lodphenanthrenen erweist sich die Umsetzung des
Propargylalkohols 217 mit Iod in CH3CN unter Zugabe von Natriumhydrogencarbonat
als Methode der Wahl. Allerdings erfolgt die Bildung nicht regioselektiv und es werden
218 und 219 zu fast gleichen Anteilen gebildet. Da die beiden 9-lodphenanthrene (218

und 219) selbst durch priaparative HPLC mit geringer Beladung der Siule nur schwer
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

voneinander getrennt werden konnen, hat sich dieser Syntheseweg als nicht praktikabel
erwiesen (Schema 2.60). Regioselektiv und in 71%-iger Ausbeute gelingt die
gewlinschte 6-endo-dig-Cyclisierung schliefSlich mittels eines Gold-NHC-Komplex-

Katalysators (5 mol-%).'3’

MeO
O MeO n-BuLi, THF MeO
T=-78 °C, 30 min, OH

PPh3/CBr,, CH,Cl,, CBr2 dann (CH,0),,

CHO ¢ ! =
O T=0°C, 10 min O T=-78°C>rt,15h O 7
0, 0,
MeO r 96% Moo 87% Moo
© OMe OMe
215 216 217
N
7/N (5 mol-%)
MeO Au
cl
DMF, rt., 2d l2, NaHCO,4
‘ OH AgSbF, 10 (mol-%) CH5CN, 20 h, r.t.
O 71% !
MeO
OMe
153

OMe

218:R'=0OMe,R?=H  (41%)
219:R'=H, R?=O0Me (39%)

Schema 2.60. Synthese von 9-Hydroxymethyl-2,3,6-trimethoxyphenanthren (153) durch COREY -

F U CHSs-Reaktion und durch eine regioselektive Gold-NHC-Komplex-vermittelte 6-endo-dig-
Cyclisierung. Die iodinduzierte L AR O CK -Cyclisierung fiihrt hingegen zur Bildung einer nahezu 1:1
Mischung der Regioisomere 218 und 219.

102



2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

2.4.4.2 Synthese der Aminosiaurederivate

Aus Pipecolinsiure 198 lisst sich das zur Synthese von Cryptopleurin (87) benétigte
Pipecolinol (220) durch LiAlHs-Reduktion in Tetrahydrofuran in nahezu quantitativer

Ausbeute herstellen.

N”DCOH — 2 N OH
H H

(rac): 99%
198 (R): 99% 220

Schema 2.61. Reduktion von Pipecolinsdure (198) zu Pipecolinol (220).

2.4.4.3 Verkniipfung der Fragmente

Bevor eine Anbindung des Phenantrens an den Aminoalkohol erfolgen kann, ist die
Oxidation des Alkohols 153 zur Carbonsdure erforderlich. Nachdem einstufige
Varianten, wie die Umsetzung mit PhI(OAc) und TEMPO in einer Mischung aus
Acetonitril/Wasser'*® und die Oxidation mit MnO2/NaCN (COREY-GILMAN-
G ANEM)!¥? erfolglos waren, gelingt schieBlich eine zweistufige Prozedur. Hierbei wird
153 erst mit DESS-M ARTIN -Periodinan'?° umgesetzt (71%) und der erhaltene Aldehyd

anschlieBend in einer PINNICK-Oxidation'¥’ nahezu quantitativ zur Sdure 240

transformiert.
1) DMP, CH,Cl,, T=0°C
MeO >rt, 15h, 71% MeO
2) ‘BUOH/H,0, 2-Methyl-2-buten,
‘ OH ' NaClO,, NaH,PO,,
O 15 h, r.t., 98%
MeO MeO
OMe

153 221

Schema 2.62. Zweistufige Oxidation des Alkohols 153 zur Saure 221.
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

Die Sadure 221 kann durch Behandlung mit GHOSEZ’'S Reagenz!'*! und
anschliefender Umsetzung des gebildeten Sdurechlorids mit rac-220 in 50%-iger

Ausbeute iiber zwei Stufen zum Alkohol rac-222 umgesetzt werden (Schema 2.63).

1) Ghosez's Reagenz’,
CH,Cly, T = —25°C —> r.t., 90 min

MeO o
2) rac-Pipecolinol (rac-220) O

CH,Cly, EtN(Pr),, 12 h, rit. N
221 .
50%, 2 Stufen O

H

* Cl MeO ©

Mej/\NMeg OMe rac-222
Me

Schema 2.63. Synthese des Alkohols (rac)-222 via Séurechlorid.

Zur Synthese von (R)-222 (69%) wird hingegen die freie Carbonsdure 221 mit
(R)-Pipecolinol [(R)-220] und EDC-HCIl in Gegenwart katalytischer Mengen an
4-Dimethylaminopyridin (DMAP) in Chloroform umgesetzt (Schema 2.64).

H (R)-220 MeO o
DMAP, EDC-HCI, CHCls, O
T=0°C,30min—>rt, 15h N
221 B
69% O "
OH
MeO

OMe  (R)-222

Schema 2.64. Synthese von (R)-222 durch die Umsetzung von 221 mit (R)-Pipecolinol [(R)-220] in
Gegenwart von EDC-HCI und DMAP.

Nach der Uberfithrung von 222 in das entsprechende O-Methansulfonat, folgt die
direkte Umsetzung mit EtO(S)CS"K™ (Aceton) wobei das gewlinschte Xanthogenat (223)

in 52-70%-iger Ausbeute erhalten werden kann (Schema 2.65).

104



2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

1) NEts, MeSOzCI, C2H4C|2, T=0°C,1h
2) EtOC(S)SK*, Aceton, rt, 12 h

(rac): 52%
(R): 70%
223

Schema 2.65. Synthese des Xanthogenats 223.

2.4.4.4 Radikalcyclisierung der Xanthogenate

Die Cyclisierung der Xanthogenate rac-223 und (R)-223 erfolgt nach einer Methode
von S.Z.ZARD in siedendem Dichlorethan.!!* Hierbei wird Dilauroylperoxid im
Uberschuss eingesetzt, was zundchst zur Addition des gebildeten Radikals an den
aromatischen Ring fiihrt, der dann durch das Wirken von Dilauroylperoxid als
Oxidationsmittel reoxidiert) wird. Das gebildete Amid wird im Anschlu3 daran, ohne

weitere Reinigung und Charakterisierung, mit LiAlH4 in THF reduziert.

1) Dilauroylperoxid (3.00 Aquiv., 4 h), MeO
1,2-Dichlorethan, 24 h, Rickfluss
2) LiAlHg4, THF, Rickfluss
rac-223 >
14%, 2 Stufen
(nicht optimiert)

1) Dilauroylperoxid (2.25 Aquiv., 8 h)
1,2-Dichlorethan, 20 h, Riickfluss

2) LiAlHg4, THF, r.t.,1 h
(R)-223 >
50%, 2 Stufen

Schema 2.66. Synthese von (rac)- und (R)-Cryptopleurin [rac-und (R)-87].
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2 PHENANTHRO-ALKALOIDE

In ersten Versuchen, in denen (rac)-223 mit 3 Aquiv. Dilauryolperoxid (Zugabe iiber
4 h) umgesetzt wurde, konnte rac-Cryptopleurin [(rac)-87] in nur 14%-iger Ausbeute
nach Reduktion erhalten werden. Unter optimierten Bedingungen (2.25 Aquiv.
Dilauroylperoxid, iiber 8 h zugegeben) gelingt schlieBlich die Synthese von
(R)-Cryptopleurin [(R)-87] in einer Ausbeute von 50% (>99%ee) liber zwei Stufen nach
LiAlH4-Reduktion. Zuerst wurde versucht, 87 mittels priaparativer RP-HPLC
(ACES-C18PFP) zu reinigen. Obwohl in analytischem Mafstab sehr gute Trennungen
gelingen, erwies sich diese Methode fiir den prédparativen Mallstab als ungeeignet
(vermutlich auf Grund der schlechten Loslichkeit der Zielverbindung 87 in MeCN/H>0
und MeOH/H»0). Auffallend war vor allem, das es nicht gelang, eine (optimierte)
Methode vom analytischen (ACE3-CisPFP, 4.6 mm) auf den priparativen Mal3stab
(ACES-C;sPFP, 30.0 mm) zu transferieren.

SchluBendlich erfolgt die Reinigung mittels préparativer HPLC (Macherey-Nagel
NUCLEODUR®), wobei als Laufmittel Chloroform (1% EtOH) verwendet wird. Es sei
darauf hingewiesen dass die Reinheit der Substanz durch LC/MS-Messungen belegt
werden kann, allerdings auf Grund der enormen Lichtempfindlichkeit, v.a. in
chloroformhaltiger Losung, im NMR-Spektrum bereits Zersetzungsprodukte (<10%) zu
erkennen sind [NMR-Spektren von (87) siehe Abb. A.1.66 bis Abb. A.1.71].

Abbildung 2.16. RP-HPLC (Agilent 1200): fe=2.30 min, MeCN/H>O (0.1% HCO2H) = 10:90 (0.00—
0.50 min) — 90:10 (3.00 min), Cis (50 x 2.1 mm), 1.00 mL-min"!, 7= 50 °C.
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2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

2.4.5 Phenanthroindolizidine durch 6-endo-dig—6-exo-trig-
Radikalcyclisierungskaskade?

Ein weiterer interessanter Ansatz zur Synthese von Phenanthro-Alkaloiden, ist der

Versuch, diese durch eine Radikalkaskadenreaktion aufzubauen (Schema 2.67).

Ph
OMe WM
. - N OMe
MeO Radikalcyclisierungs- H /l\ll
_~ kaskade MeO
Oxidative . O
Dlmer|S|erun\ 0 ) MeO I
X |
) M
MeO Meo e O
e
Sonogashira OMe
OMe OMe OMe
65 224

Schema 2.67. Retrosynthese zur Darstellung von Tylophorin (65) durch eine Radikalkaskadenreaktion.

E R3Sn—H

+ 6-exo-trig
—R3Sn- E
—N,, —Styrol!

Schema 2.68. Theoretischer Reaktionsmechanismus der Bildung von 65 durch eine sequentiell
ablaufende 6-endo-dig—6-exo-trig-Radikalcyclisierung.

' Das durch oxidative Cyclisierung gewonnene Biphenyl 224 wurde freundlicherweise vom Arbeitskreis
Prof. Dr. *, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz, zur Verfiigung gestellt.

107
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Zunichst wird versucht durch SONOGASHIRA-Reaktion!*? an 224 (Synthese:
siehe Lit.:'** eine Acetyleneinheit anzubinden, jedoch verliefen alle Versuche ohne

Erfolg.
Uber Schwierigkeiten zur Durchfilhrung einer solchen Transformation an

vergleichbaren Biphenylsystemen (224) wurde berichtet.!!?2 1362

OMe OMe

OMe OMe
O Sonogashira* O R
| T=80°C | B &
— R= OH, N COzMe
|

o o
Ph
*  OMe OMe N

a) Pd(PPh3),, Cul, Toluol, Piperidin |
b) Pd(PPhg)s, Cul, DMF, Piperidin ipr
¢) Na,PdCly, Cul, P('Bu);-HBF 4, HN'Pr, '
d) Na,PdCl,, Cul, P('Bu);-HBF,, DMF, HN'Pr, Pr N
e) Na,PdCl,, Cul, P('Bu);-HBF,, Toluol, HNPr, N\(
f) PEPPSI™-SONO-sp?, HN'Pr, Cl-Pd.c; Pr
Pry ™ .o4cul
]
N

PEPPSI™-SONO-sp?

Schema 2.69. Versuchte SONOGASHIR A -Reaktion an Biphenyl 224.

Weitere Versuche in dieser Richtung sind nicht unternommen worden.
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2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

2.4.6 Absolute Konfiguration von Tylophorin

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration des natiirlichen Alkaloids
(—)-Tylophorin (65) wird dieses aus getrockneten Bldttern von 7. indica nach einem

modifizierten Literaturprotokoll extrahiert (siehe Kap. 5.3).144

Die Motivation rithrt von den groflen Unterschieden zwischen den berichteten
Drehwerten fiir natiirlich vorkommendes und durch enantioselektive Synthese

gewonnenem Tylophorin (65) her (siehe Kap. 2.1.1).

Wihrend in der Literatur (R)-65 als das natiirlich vorkommende Enantiomer von
Tylophorin in 7. indica beschrieben wird, kann mit der hier durchgefiihrten Arbeit
erstmals experimentell die Hypothese von GOVINDACHARI and NAGARAJAN
bestitigt werden,'?? dass es sich bei (—)-Tylophorin um ein scalemisches Gemisch beider

Enantiomere, mit einem leichten Uberschuss an (R)-65 handelt (12% ee).

2.4.6.1 Analyse des Rohextraktes

Der erhaltene Rohextrakt (siehe Kap. 5.3.1) enthilt mehr als 20 verschiedene

Phenanthro-Alkaloide (Abbildung 2.18—Abbildung 2.19).

Eine massenspektrometrische Analyse dieses Extraktes ist mittels LC/MS?
durchgefiihrt worden und die beobachteten Molekiilionen und Fragmente sind in Tabelle
2.7 zusammengefasst. Das dazu passende Chromatogramm ist in Abbildung 2.17
dargestellt. Die Retentionszeit von Tylophorin betrdgt unter den gewihlten Bedingungen

fr= 6.30 min.

Zur massenspektrometrischen Analysen eines Rohextraktes von 7. atrofolliculata,

siehe Literaturhinweis.'*
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140

120

100

80 -

mAU

60 -

40 -

R Wt

Abbildung 2.17. LC/MS des Rohextraktes aus T. indica, A = 280+8 nm,
RP-HPLC (Agilent 1200): & (65)= 6.30 min, MeCN/H20 (15mM NH4HCO3) = 5:95 (0.00 min) — 90:10
(8.00 min), Cis (50 + 30x 2.1 mm), 0.60 mL-min!, 7= 50 °C.

Tabelle 2.7. Massenspektrometrische Untersuchung (LC/MS3, ESI+) des Rohxtraktes aus T. indica,
passendes Chromatogramm: Abbildung 2.17.

# | t/min | MS (m/) MS? (m/z) MS3(m/z)

1 |40 3702 352.2,284.1 269.0, 241.0

2 |40 382.1 364.1, 321.1, 295.0 321.1,295.1
3|41 4124 327.1 312.1,296.1

4 |42 452.5 434.1,392.1,325.1 310.1, 295.1, 281.0
5 |44 4102 393.2,324.2 309.0, 281.1, 266.0
6 |44 410.1, 392.2 376.1, 348.1 360.1

7 |45 396.2 378.1, 309.1 363.1, 350.1, 335.1,
8 |46 410.2, 380.2 363.1, 295.0, 294.1 279.0, 265.0, 251.0
9 |47 352.1 334.1 319.1

10 |48 376.1 360.1 317.0
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11 |49 362.1 346.1, 318.1 303.1, 274.0

12 | 5.6 366.1, 348.1 331.2 303.1

13 | 5.6 380.1, 354.2 336.1, 285.1 255.0,226.9

14 | 5.6 380.1 311.1 296.0, 268.0

15 |58 410.5 392.1 374.2,361.2,331.2
16 | 6.2 380.5 362.2 347.1,361.2

17 |63 394.2 325.1 310.1, 295.0, 281.0
18 |6.6 366.4 232.0,297.1, 348.1 214.9,199.9

19 |69 364.4 295.1,285.1 280.0, 265.0, 251.0
20 | 7.0 380.4 362.2,311.1 344.1

21 | 8.0 403.3 361.2,329.1 272.9,216.9,212.9

Die Vorlduferionen fiir MS? sind je einfach, die fiir MS? doppelt unterstrichen (siche

auch: Abb. A.2.10 bis Abb. A.2.16.

2.4.6.2 Isolierung (analytischer Maflstab)

Die Isolierung von (—)-Tylophorin aus dem erhaltenen Rohextrakt erfolgt durch
RP-HPLC (analytischer Mafistab siehe Kap. 5.3.1, praparativer Mallstab, siehe Kap.
5.3.2). Die Retentionszeit von Tylophorin betrdgt unter den gewihlten Bedingungen

(analytischer MafBstab) /r= 9.3 min (Abbildung 2.18).
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

min

Abbildung 2.18. RP-HPLC des Rohextraktes aus 7. indica, A = 286 + 4 nm. & (65) = 9.3 min.

RP-HPLC (RP-1): H20 (30mM NH4OAc)/MeCN = 80:20 (0.00 min) — 40:60 (20.0 min), ACE3-Cis,
1.50 mL'min~!, 7= 21 °C.

nm

Minutes

Abbildung 2.19. Kontur-Plot (links) und 3D-Ansicht (rechts) der RP-HPLC des Rohextraktes.
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2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

Die Reinheit der erhaltenen Probe von natiirlichem (—)-Tylophorin (65) wird durch

RP-HPLC/MS iiberpriift (Abbildung 2.20).

100 -

1 100
80 - 394.2

1 80
60

Intensity

404

204

T T T T T T T T T T T T T T T T T d
1 2 3 4 5 6 0 100 200 300 400 500 600

t/ min m/z

Abbildung 2.20. RP-HPLC/MS (Agilent 1200): tr = 2.8 min, H>2O (15 mM NH4HCOs3)/Acetonitril =
80:20 (0.00-0.30 min) — 20:80 (3.00 min), Cis (50 x 2.1 mm), 1.00 mL-min~!, 7 = 50 °C, A = 286+4 nm
(links); MS (ESI+) des Signals bei fr = 2.8 min (rechts).

2.4.6.3 Chirale HPLC/MS

Wie unter Kap. 2.3.3 erwdhnt, musste erst eine Methode gefunden werden, die eine
Trennung von Tylophorin in seine Enantiomere ermdglicht und kompatibel zur

Ionenfalle des Massenspektrometers ist.

SchlieBlich erwies sich die Kombination von Methanol/Ethanol im Verhéiltnis 90:10
als optimal in Bezug auf die erreichte Trennung, die benétigte Zeit und auf die

Kompatibilitdt mit der verwendeten Ionenfalle.

In Abbildung 2.22 sind vier Chromatogramme im Vergleich dargestellt: a)
Synthetisches (S5)-65, b) natiirliches inp-65, c) synthetisches rac-65 und schlieBlich d) die

co-Injektion von rac-65 und inp-6S5.
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Intens ] ; RUNO0B136.D: TIC +All M§
¥1081 |
] |
|
24 \
x1083 RUNO06136.D: EIC 394 +All MS
33
0: T T T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]
Intens 3 +MS, 8.5-10.9min #(720-1467)
%1089 384.2
1.03
053
. 3251 -
Jo¥ +MS, 11.7-13.5min #(1724-2290)
i 394.2
13
05- 325.1 -
T

Abbildung 2.21. Chirale HPLC/MS (Agilent 1200, ESI+): fr = 9.7 min [(S5)-65], 12.6 min [(R)-65],
Methanol/Ethanol = 90:10, ChiralPak® AD-H, 0.90 mL-min"", 7= 40 °C, TIC+, EIC+ (m/z = 394.2+0.3).

3 /\

10 15

t/ min

Abbildung 2.22. Chirale HPLC/MS (Agilent 1200): fr = 9.7 min [(S)-65], 12.6 min [(R)-65],
Methanol/Ethanol = 90:10, ChiralPak® AD-H, 0.90 mL-min~!, 7= 40 °C, A = 254+4 nm.

a) synthetisches (5)-65, b) natiirliches inp-65, c) synthetisches rac-65, d) co-Injektion von rac-65 und
inp-6S5.
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2.4 RESULTATE UND DISKUSSION

Die Chromatogramme (Abbildung 2.21 und Abbildung 2.22) zeigen, dass
(-)-Tylophorin in 7. indica als scalemisches Gemisch mit einem leichten Uberschuss
(e.r. 56:44 = 12% ee) an (R)-(65) enthalten ist und somit zur Klasse der in Kap. 1.8

ausfiihrlich beschriebenen enantiomeren Naturstoffe gerechnet werden muss.

2.4.6.4 Isolierung (priaparativer Mal3stab)

Die Isolierung von Tylophorin in priaparativem Mafistab wird ausfiihrlich in Kap.
5.3.2 beschrieben. Die extreme Lichtempfindlichkeit der Substanz wird durch die
Analyse der Probe vor (Abbildung 2.23, rote Linie) und nach der Bestimmung
(Abbildung 2.24) des Drehwertes noch einmal verdeutlicht. Wahrend der Messung tritt

bereits signifikante Zersetzung (Oxidation) zum Isochinolinium-Salz 225 ein.

OMe m/z = 390.2

225

Schema 2.70. Zersetzung von Tylophorin (65) zum Isochinolinium-Salz 22S5.
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Rohextrakt
inp-65 nach praeparativer Reinigung

Abbildung 2.23. RP-HPLC (Agilent 1200): fr= 4.50 min (inp-65), MeCN/H-20 (15mM NH4HCOs3) = 5:95
(0.0 min) — 90:10 (8.0 min), Cis (50x 2.1 mm), 0.50 mL-min!, 7= 50 °C, A = 280+8 nm. Uberlappende
Darstellung der Chromatogramme des Rohextraktes und Tylophorin (inp-65) nach der préparativen
Reinigung.

Intens 1 <
[mAU]
2000+

[}
-
=
P—_\.
=L
|

fnnefnﬂn]

..
fay
o

394 HMS, 4.5-4.6min #(539-556)

=
=,
N

200 400 600 m/z

Abbildung 2.24. RP-HPLC/MS (Agilent 1200): tr= 4.50 min (inp-65), 3.60 min (225)
MeCN/H20 (15mM NH4HCO3) = 5:95 (0.00 min) — 90:10 (8.00 min), Cis (50 x 2.1 mm),
0.50 mL-min"!, T'= 50 °C. Chromatogramm von inp-65 nach der Bestimmung des Drehwertes.
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3  PHYTOTOXISCHE 1,3-DIOXOLAN-4-ONE

3.1 Guignardiasiure, Alaguignardiasiure und Phen-
guignardiasiure

3.1.1 Vorkommen und Biosynthese

Die Dioxolanone 226-228 (Schema 3.1) wurden gemeinsam mit weiteren
Verbindungen'4® selben Typs aus dem Erreger der Schwarzfiule der Weinrebe
(Guignardia bidwellii, einem phytopathogenen Pilz)!%’ und anderen Guignardia-
Spezies, (z. B. G. aesculi) isoliert. (S)-Guignardiasdure (226) ist bezogen auf die
enthaltene Menge das Hauptphytotoxin von G. bidwellii,"*® wobei die Phytotoxizitit von
Phenguignardiasdure (227) etwas hoher zu sein scheint. Die biologische Aktivitit von

Alaguignardiasdure (228) ist mit der von 226 vergleichbar.!4®

% o OH
ph/\(/(o ©/\‘)J\OH Aminotransferase Ph \/YO
O\ﬁfo NH; OH
R Phenylbrenz-
OH Phenylalanin (3) traubensaure (229)
R = CH(CH3),: Guignardiasaure (226)
R =CH,Ph:  Phenguignardiasdure (227) CH-. O o
= : i iasa 228
R =CH,3 Alaguignardiasaure (228) Hsc)\)J\OH Aminotransferase o
o} NH, OH
A OH . Dimethylbrenz-
OH Valin (232) traubensaure (230)
W 229 (Enol-Form) o o
AN .
e} HsC\‘)J\ Aminotransferase o
o) - OH HC
CO,H } NH, OH

(0] . Brenztrauben-
227 Alanin (233) saure (231)
O~ OH

229 (Keto-Form)

Schema 3.1. Phytotoxische Dioxolanone und ihre mutmafBlichen Biosynthesevorldufer: Die Aminoséuren
Phenylalanin (3), Valin (232) und Alanin (233).
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3 PHYTOTOXISCHE 1,3-DIOXOLAN-4-ONE

Biosynthetisch leiten sich die Verbindungen vom Aminosdurestoffwechsel ab
(Schema 3.1). So handelt sich bei den Sduren 226—228 vermutlich um die Produkte der
oxidativen Desaminierung von Valin (232), Phenylalanin (3) und Alanin (233). Formal
handelt es sich bei Phenguignardiasdure (227) um ein Dimer der Phenylbrenz-

traubensdure (229).

3.1.2 Uber die Schwarzfiule der Weinrebe

Die Schwarzfiule hat in der Vergangenheit hauptsichlich Weinanbaugebiete in

Nordamerika und Kanada befallen'#®

und wurde gegen Ende des 19. Jahrhunderts nach
Europa eingeschleppt.'®® Vorwiegend betroffen waren seitdem Frankreich und Italien,
Deutschland hingegen eher selten. Seit Jahrtausendwechsel werden zunehmend auch in
Deutschland Ernteausfille (5-80%)'47 durch Befall mit G. bidwellii verzeichnet. Vor
allem fiir die Gebiete an Rhein, Nahe und Mosel stellt dies eine wachsende Bedrohung
dar.’3! Als vorbeugend wirksam haben sich Fungizide der Klassen Strobilurine
(Qo-Inhibitoren, siehe 1.6), Triazole und Dithiocarbamate erwiesen. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass die Behandlung mit Pyraclostrobin (234) und Myclobutanil (235)
(Abbildung 3.1) auch nach der Ansteckung und den ersten Symptomen den Schweregrad

des Krankheitsverlaufs deutlich verringern kann.!5?

Cl
cl Nx O\/©
N FN
= N P
MeOzC OMe H3C N\N
CN
Pyraclostrobin (234) Myclobutanil (235)

Abbildung 3.1. Strukturformeln von Pyraclostrobin (234) und Myclobutanil (235).

Andere Guignardia-Spezies (u. a. G. aesculi) sind verantwortlich fiir Krankheiten

der Rosskastanie sowie von Zitrus- und Tropenfriichten (z. B. Papaya).!>?
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3.1 GUIGNARDIASAURE, ALAGUIGNARDIASAURE UND PHENGUIGNARDIASAURE

3.1.3 Synthese

Von (S)-(-)-Guignardiasiure [(S)-226] ist als einzigem Vertreter, der in dieser
Arbeit genannten 1,3-Dioxolanone, eine (stereoselektive) Synthese publiziert worden

(Schema 3.2, RODRIGUES-HEERKLOTZ, 2001).'48

(0]
0 Br O /,
Wo — o — roon
OH
0 0 (R-237 _ +
< COH CO,Bn o)
CHs CHs HaC ?
(S)-(—)-Guignardiasaure [(S)-226] 236 3 CH,

1) BnOH, SOCl,, T=0 °C,

o 30 min, 82% H< K/<
—N|a+ 2) BF3 OEt2 (pur) 237
’ C)COZ Na®™ ™t 2h, 48%
3

CO Bn CO,Bn
CH3 _\ 2 H3C 2
CHa CHs
230 -238 i-238
syn dr 6:1 anti
1) NEt3, Aceton, r.t.,
o) 30 min, 92%
2) 10% Pd/C (Chinolin), Br AIBN, CCly, NBS
©/\/[<O Ho, rt., quant ©/ M T=80°C, 10 min , hv, 45%
0~
$ COH COZBn
HSC_\ _\
CH3 CH3
(S)-226 236

Schema 3.2. Die literaturbekannte Synthese von (S)-(—)-Guignardiasaure.

Die Darstellung von (S5)-226 gelang ausgehend von (R)-Phenylmilchsdure [(R)-237]
und Dimethylbrenztraubensiure (230). Das quartdre Stereozentrum konnte durch die
Verwendung von optisch reiner D-Phenylmilchsdure [(R)-237] diastereoselektiv (dr 6:1)
aufgebaut werden. Nach chromatographischer Trennung, radikalischer Bromierung von
syn-238 (durch Umsetzung mit N-Bromsuccinimid), baseninduzierter (NEt3)

Eliminierung von HBr und schlieBlich dem Entfernen der Benzylschutzgruppe mittels
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3 PHYTOTOXISCHE 1,3-DIOXOLAN-4-ONE

katalytischer Hydrierung nach LINDLAR'># [10% Pd/C (Chinolin)] wurde (S)-(—)-226

erhalten. Die absolute Konfiguration wurde damit durch Synthese verifiziert.

3.2 Weitere Dioxolanone

3.2.1 Vorkommen und qualitative Struktur-Wirkungs-
Beziehung (QSAR)

Die Identifizierung einer Reihe weiterer neuer Dioxolanone aus G. bidwellii mit
zunichst unbekannter Stereochemie erfolgte im Rahmen des ,,Naturstoffzentrums Rhein-
land-Pfalz*“. Zusitzlich zu den freien Sduren 226228 wurden sechs weitere, als Ester
auftretende, Minderkomponenten isoliert [Guignardianon A-F (239-244, Abbildung
3.2),'46 deren absolute Konfiguration (S) durch VCD-Spectroskopie bestimmt werden
konnte.'>> Die 2-(4-Hydroxyphenyl)ethylester von Guignardiasiure und Alaguignardia-
sdure, Guignardianon E und F (241 und 243), sind ebenfalls phytotoxisch, die anderen
Verbindungen nicht. Als Struktur-Wirkungs-Beziehung in puncto Phytotoxizitit 14sst
sich feststellen, dass eine freie Carboxylgruppe oder wenigstens eine polare Gruppe

(R = OH, bei 241 und 243) notwendig ist.

fe) 0] O
X
©/\(/<O ©/\'/‘<O =~ o
O\:((o ° o O\:'kfo \kf
N HsC
~ N\ OCHs O 3

o a7

Guignardianon C (239) R =H: Guignardianon A (240) R =H: Guignardianon B (242) Guignardianon D (244)
R = OH: Guignardianon E (241) R = OH: Guignardianon F (243)

Abbildung 3.2. Weitere Dioxolanone aus G. bidwellii.
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3.3 ZIELSETZUNG

Diese Informationen sind besonders fiir die Entwicklung neuer Agrochemikalien
wertvoll, da natiirlich vorkommende oder von Naturstoffen abgeleitete Phytotoxine als

Leitstrukturen fiir die Entwicklung neuer Herbizide hochinteressant sind.

3.3 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer asymmetrischen Totalsynthese der
bisher noch nicht synthetisierten Phenguignardiasdure (227). Idealerweise soll die
Syntheseroute die Darstellung beider Enantiomere erlauben. Die absolute Konfiguration

des linear polarisiertes Licht nach rechts drehenden Naturstoffs war nicht bekannt.

227 X =Br, Cl, SePh 229 (Keto-Form)
R = Benzyl

Schema 3.3. Erste retrosynthetische Analyse zur Herstellung von Phenguignardiaséure.

Retrosynthetisch betrachtet ldsst sich das 1,3-Dioxolanon formal in zwei

Phenylbrenztraubensiureeinheiten zerlegen (siehe Schema 3.1).

Jedoch bietet dieser Ansatz keine Mdglichkeit das quartidre Stereozentrum selektiv
aufzubauen. Durch die Verwendung von Phenylmilchsidure (ex-chiral-pool), die
kommerziell erhiltlich ist oder aus Phenylalanin leicht hergestellt werden kann,!>¢ als
Kondensationspartner eines Phenylbrenztraubensdurederivates, sollte sich das 1,3-

Dioxolanon gewinnen lassen.

Bei der Bildung des cyclischen Acetals kann von der Bevorzugung eines

Diasteromers ausgegangen werden (1,3-Induktion).!>’
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3 PHYTOTOXISCHE 1,3-DIOXOLAN-4-ONE

3.4 Resultate und Diskussion

3.4.1 Phenylbrenztraubensiureester

Zur Synthese von Phenguignardiasdure 227 (Schema 3.3) wird zunichst versucht,

148 ynd der

in Anlehnung an die literaturbekannte Synthese von (S)-Guignardiasdure
allgemeinen Strategie zur Synthese von 1,3-Dioxolan-4-onen aus Ketonen und
a-Hydroxysiuren,'>® Phenylbrenztraubensdurebenzylester 246 darzustellen. Nach
erfolglosen Versuchen diesen, analog der Synthese des Methylesters 245,'5° durch
nucleophile Substitution an Benzylbromid zu gewinnen, gelingt schlielich die Synthese
von 246 durch die Umsetzung von Phenylbrenztraubensdure (229) mit Benzylalkohol
unter Zugabe katalytischer Mengen an p-Toluolsulfonsidure in siedendem Benzol am
Wasserabscheider in 70%-iger Ausbeute (Schema 3.4). Zu erwéhnen ist auch der

erfolglos gebliebene Versuch, 246, durch die Addition von Benzylmagnesiumbromid an

Oxalsduredibenzylester zu gewinnen.

DMF, DBU,
CH4l, T=0°C O
25h
> CO,Me
85%
‘ ° 245
DMF, DBU,
o  BnBr, (TBA) o MgCl OBn
T=0°C—->rt. T=-78 °C-->rt. BS
— X
CO,H COBn = X Bno,” O
229 246 247

BnOH (1.5 Aquiv.), p-TsOH (kat.), Benzol,
| 12 h, Rickfluss (Wasserabscheider) T

70%

Schema 3.4. Darstellung von Phenylbrenztraubensédureestern.
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3.4 RESULTATE UND DISKUSSION

3.4.2 Versuche ausgehend von Estern der Phenylbrenz-
traubensaure

Ausgehend von Phenylbrenztraubensiurebenzylester (246) wird versucht zunéchst
versucht zu 1,3-Dioxolan-4-onen zu gelangen. Allerdings gelingt weder die Kondens-
ation mit (R)-Phenylmilchsdure (237) noch die mit Phenylbrenztraubensiure (229,
Schema 3.5). Uber die Kondensation von 229 in der Funktion als Hydroxysiure, mit
Hexafluoraceton zu 2,2-Bis(trifluormethyl)-1,3-dioxolan-4-onen (nicht abgebildet)
wurde berichtet.!*® Eine Reaktion erfolgt lediglich bei der Umsetzung von 246 mit (R)-
237 in siedendem Benzol, wobei aber nicht das gewlinschte Produkt 248, sondern nur

das durch Dealkoxycarbonylierung entstehende Dioxolanon 250 gebildet wird (13%).

O

_H
P M
O

0
Ph/A\?/COZH Ph/:fasozsn
(R)-237 OH
Ph CO2Bn 248
BF3-OEty, (pur), r.t.
0

246 (Keto-Form) \\\&\\\
COH

Ph SN 0
OH Ph/ﬁi(Jko

229 (Enol-Form) o
CO,Bn
Ph™ 249

H O
Ph/”%f/Q

246 + (R)-237 BF3'OEty, Benzol, T=80°C 5.0

13% H

Ph— 250

Schema 3.5. Phenylbrenztraubensdurebenzylester (246) zeigt auf Grund vollstandiger Enolisierung keine
Carbonylreaktivitit.
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3.4.3 Synthese von Modellverbindungen

Um die Hypothese, dass die Enolisierung von 246 fiir die Misserfolge
verantwortlich ist, zu bestitigen, wird versucht, eine Modellverbindung ausgehend von
Phenylaceton (P2P) darzustellen (Schema 3.6). Hierbei liefert die Umsetzung von (R)-
237 mit P2P in BF3-OEt; die diasteromeren Dioxolanone 251a (¢rans) und 251b (cis) in
einer Gesamtausbeute von 72% und in einem Diastereomerenverhéltnis von dr 1.5:1.
Nach der Trennung durch Flashchromatographie an Kieselgel werden die reinen
Diastereomere 251a in 41% und 251b in 27%, zusammen mit 4% einer Mischung aus
beiden Verbindungen, erhalten. Die relative Konfiguration wird durch zweidimensionale

NMR-Spektroskopie (NOESY) aufgeklart (Abbildung 3.3).

o o) NOE
o Phenylpropan-2-on, P H P H
BF5-OEt, (pur), r.t. H H
Ph/\.)J\OH o * o
5 72% “'CH SCH
OH dr1.5:1 o Npp
(R)-237 251a 251b
41% 27%
o Methode A Methode A O

34% 29%
PhMO 251a 251b PhMo

O/ oder O—
T///CH3 KCHs

Ph Methode B Ph
ent-252 50% 252

Methode A: 1.) LDA, THF, T=-78 °C — -20 °C, 2.) PhSeBr, T=-78 °C — 0 °C,
3.) HOAc, H,0,, T= 0°C
Methode B: N-Bromsuccinimid, AIBN, CCl,, T =80 °C

Schema 3.6. Synthese von Modellverbindungen.

Die Deprotonierung von 251a/251b mit Lithiumdiisopropylamid (LDA),
Umsetzung des gebildeten Lihiumenolats mit Phenylselenylbromid, gefolgt von der
Addition von Wasserstoffperoxid und Essigsdure fiihrt, durch syn-Eliminierung der
enstandenen Selenoxide (Methode A), zur Bildung der Modellsubstanzen 252 (29%) und
ent-252 (34%).1°!
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!
' -0
|
|
| -1
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~ -
b -2
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Abbildung 3.3. H.H-NOESY (400 MHz, CDCls) von 251b. NOE zwischen 5—H (6 = 4.64 ppm) und den
Protonen der 2—CH3-Gruppe (0 = 1.54 ppm).

Die radikalische Bromierung von 251a mit NBS und AIBN in siedendem CCly
liefert die o,B-ungesittigte Modellverbindung ent-252 in hoherer Ausbeute (50%).
Wihrend in der Literatur iiber die radikalische Bromierung dhnlicher 1,3-Dioxolan-4-
one zu den entsprechenden 5-Brom-1,3-dioxolan-4-onen berichtet wird,'#® 162 erfolgt
hier die Dehydrobromierung bereits spontan wiahrend der Reaktion, so dass eine

anschlieende baseninduzierte Eliminierung nicht mehr notwendig ist.
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3.4.4 Die absolute Konfiguration von (+)-Phenguignardiasiure

Die absolute Konfiguration des Naturstoffes (inp-227) war zu Beginn der Arbeiten
unbekannt. Der Vergleich des ECD-Spektrums von inp-227 mit dem in der Literatur
verdffentlichten ECD-Spektrum fiir (—)-Guignardiasdure (226)'*® legt den Schluss nahe,
Phenguignardiasdure besdBe (R)-Konfiguration, da alle Banden invertiert sind. Dieses
Argument wird durch das entgegengesetzte Vorzeichen des Drehwertes nochmals
verstirkt. Auf der anderen Seite sind die ECD-Spektren von 252 und dem Naturstoff
(inp-227) nahezu identisch, was auf (S)-Konfiguration von (+)-Phenguignardiasiure
hinweist. Es sollte sich spiter herausstellen, dass der Naturstoff (S)-konfiguriert ist und
die Inversion der Banden durch das Vorhandensein einer Benzylgruppe (227), anstelle

einer Isopropylgruppe (226) hervorgerufen wird (Abbildung 3.4, Tabelle 3.1).193

404 1
i' ," inp-227
A L 227 (gepunktet)
:'.'; J" .| 252 (gestrichelt)
204 1Nl
il
1I| II.: i
o
JI i
s |0
< 0 $
v T
b
b
o :
y ;
I e
-20 :i :;‘n;l " - ent227 (gepunktet)
}(‘ o ; ent252 (gestrichelt)
[
kh' wi
Ry
5:-:5 L
-40 S 7‘: I

I:l : ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | !
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Abbildung 3.4. ECD-Spektren: inp-227 (Linie), 252 und ent-252 (gestrichelt), sowie ent-227 (R) und
227 (S) (gepunktet).
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3.4 RESULTATE UND DISKUSSION

Tabelle 3.1. Chiroptische Eigenschaften: Ubersicht. *Es ist die CIP-Nomenklatur zu beriicksichtigen, da
einem 2-Benzylsubstituenten, im Vergleich zu einem 2-Methylsubstituenten, eine hoéhere Prioritét
zugewiesen wird.

# Verbindung abs. Konfiguration [a]p Ag Ag
299 nm 226/232 nm
1 226 S ) ™) H
2 252 R ) () )
3 ent-252 S (-) ) ()
4 227 S ) ) (&)
5 ent-227 R ) ) +)

Nach der Bestitigung, dass die Enolisierung in 246 fiir die nicht gelungenen
Versuche verantwortlich gewesen ist, wird versucht, ein geeignet geschiitztes

Hydroxyphenylacetonderivat als Ketonkonkomponente zu verwenden.

e} TIPSOTf, NEt;

CH,Cly, T=0°C CoMe DIBALH,
X OMe — Riickfluss, 2 h m 2Me CH,Cl,, 78 °C ©/\H/\OTIPS
OH 55% OTIPS 73% 0o

nicht reproduzierbar

254a

Ny oH
OTIPS

254b

245 253

Schema 3.7. Synthese von O-TIPS geschiitztem Hydroxyphenylaceton.

Hierfiir wird zunichst der bereits hergestellte Methylester 245 verwendet, der durch
die Umsetzung mit Triisopropylsilyltriflat (TIPSOTY) in Dichlormethan in 255 {iberfiihrt
werden kann, das dann durch die Reduktion mit DIBAL—H bei tiefer Temperatur O-TIPS
geschiitztes Hydroxyphenylaceton 254a liefert. Die Reaktion ist allerdings nicht

reproduzierbar und liefert bei Wiederholung des Versuchs meist 254b (Schema 3.7).
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3 PHYTOTOXISCHE 1,3-DIOXOLAN-4-ONE

3.4.5 Versuche ausgehend von 3-Phenylprop-2-in-1-ol

Die geeignetere Strategie zur Herstellung von Hydroxyphenylaceton 256 besteht
darin, von 3-Phenylprop-2-in-1-ol (255) auszugehen (Schema 3.8) Die Synthese von 256
erfolgt nach einer zweistufigen literaturbekannten Synthese.'®* Nach der Acylierung der
freien Hydroxygruppe mit Chloracetylchlorid und Umsetzung des erhaltenen
geschiitzten Produktes 257 erfolgt die Kondensation mit (R)-237 in reinem Bortrifluorid-
Etherat, wobei die diastercomeren Dioxolanone 258a und 258b in einer Gesamtausbeute
von 94% (dr 2:1) nach einer schnellen Flashchromatographie an Kieselgel mit sehr

kurzer Saule erhalten werden (Schema 3.8).

..................

1) n-PrSH, KOH, MeCN, 60 °C, 8 h, 92%

2)H 1M), EtOH, 65 °C, 8h, 779 : ;
) H2SO, (1M), EtOH, 65 °C, 8h, 77% E /\OH:
\ Ph™ 255 i
CICH,COCI, EtN(Pr),, o}
74% O 257
i H Q (R)-237,
vaph Ph™ M BF3-OEt, (pur), rt.,
O * O\S(")' OR 94%, dr 2:1 (cis:trans)
;'/”OSiEt3 PH
- " 260c - b (trans)

258alb: R = COCH,CI gg;l;C, 2,6-Lutidin, HOACc, r.t,

260a: 39%, 2 Stufen TESOTY, CH20|2< 259a/b: R=H Thioharnstoff, DMF, r.t.

260b: 30%, 2 Stufen g °c _ rt. o a
(+260a: 12%, 260c: 9%) 260alb: R = SiEts

Schema 3.8. Synthese der geschiitzten Dioxolanone; Die Struktur des isolierten Nebenproduktes 260c.

Die Trennung der Diastereomere gelingt durch erneute Flashchromatographie an
Kieselgel. Es werden das gewlinschte Produkt 258a (32%), das epimere Dioxolanon
258b (19%) und als dritte Fraktion eine Mischung aus beiden Verbindungen (9%)

erhalten. Der signifikante Verlust an Substanz kommt durch partielle Zersetzung
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3.4 RESULTATE UND DISKUSSION

wihrend der Chromatographie zustande. Die relative Konfiguration wird erneut durch

NOESY-Messungen ermittelt (Abbildung 3.5).

bl
N

Abbildung 3.5. H.H-NOESY (400 MHz, CDCls) von 258a. NOE zwischen 4—H (6 = 4.75 ppm) und den
Protonen der 2—-CH>02CCH2Cl-Gruppe (6 = 4.31 und 4.20 ppm).

Im Vergleich zu den hier erhaltenen, relativ geringen Ausbeuten haben frithere
Versuche mit O-TIPS und O-TBDPS geschiitztem 256 in der Acetalisierungsreaktion
komplexe Mischungen ergeben, aus denen die gewiinschten Produkte zwar isoliert
werden konnen, allerdings in erheblich geringerer Ausbeute. Hierfiir ist die vorzeitige,
wihrend der Reaktion eintretende, Abspaltung der Silylschutzgruppen verantwortlich,

als deren Folge die Bildung von Nebenprodukten klar dominiert.

Ebenso hat sich herausgestellt, dass eine Abspaltung der O-Chloracetylschutzgruppe
nach der spéter erfolgenden Installation der Doppelbindung nicht gelingt. Vermutlich ist
die vinyloge Addition der zur Abspaltung notwendigen Schwefelnucleophile dafiir

verantwortlich. Deshalb erfolgt als néichster Schritt die Abspaltung der
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3 PHYTOTOXISCHE 1,3-DIOXOLAN-4-ONE

Chloracetylschutzgruppe. Hierfiir haben sich zwei Merthoden als gleichwertig erwiesen.
Zum Einen kann HDTC (Hydrazindithiocarbamat) verwendet werden, das in situ aus
Hydrazinhydrat und Schwefelkohlenstoff hergestellt wird und in einer Mischung aus 2,6-
Lutidin und Essigsdure binnen kuurzer Zeit (20 min) zur Entfernung der Schutzgruppe
aus 258a/258b fiihrt,'® zum Anderen Thioharnstoff in DMF (15 h).!%¢ Obwohl typische
Abspaltprotokolle zur Entfernung der Chloracetylschutzgruppe 70 °C in Ethanol
angeben, gelingt die Abspaltung in diesem Fall (258a/258b) mit Thioharnstoff in DMF
bereits bei Raumtemperatur. Die so erhaltenen Alkohole 259a und 259b werden wegen
threr Instabilitdt und ihrer Tendenz Transacetalisierungsreaktionen einzugehen ohne
weitere Reinigung und Charakterisierung, durch die Umsetzung mit Triethylsilyltriflat in
Gegenwart von Triethylamin, in die O-TES geschiitzten Dioxolanone 260a und 260b
iiberfiihrt (Schema 3.8).

NBS, AIBN, O TEMPO O
CCl,, Ruick- Ph™X 5 PhI(OAC),, Ph/\/z<o
fluss, 3 h MeCN/H,O
A: 260a ——— O\:-Q/OH -~ T:QCOZH
36% ya 45% Y
Ph Ph
(S)-261 (S)-227
0 0
NBS, AIBN, CCl,, Ph/\(Z(O TEMPO phA\([(o
2,6-di-tert-butyl- o) PhI(OAc),, 0
pyridine, Riickfluss, 8 h \§ng MeCN/H,O \::KRZ
B: 260a/b 51 _— :1
R R
(S)-262: R" = CH,Ph, R? = CH,0SiEt;,  (S)-227: R' = CH,Ph, R? = CO,H,
23% von 260a 45% von (S)-262
(R)-261: R' = CH,OH, R? = CH,Ph, (R)-227: R' = CO,H, R? = CH,Ph,
33% + (R)-262, 2% von 260b 35% von (R)-261

Schema 3.9. Fertigstellung der Synthesen von (S)-227 und (R)-227.

Interessanterweise wird eine signifikante Umwandlung von 260a/260b ineinander
beobachtet. Vermutlich wird dies durch durch sequentielle Ringdéffnungs- und

Ringschlussreaktionen des Acetals verursacht. Die Entstehung und Isolierung des
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3.4 RESULTATE UND DISKUSSION

Nebenproduktes 260c¢ (9%), einem O-TES geschiitzten Ester der (R)-Phenylmilchséure,

untermauern diese These.

Nach der Reinigung von 260a und 260b mittels priparativer HPLC ergibt die
radikalische Bromierung/Dehydrohalogenierung 36% (25)-2-Benzyl-5-benzyliden-1,3-
dioxolan-4on [(5)-261, Reaktionspfad A, Schema 3.9]. Hierbei wird kein zusétzlicher
Schritt zur Schutzgruppenabspaltung bendtigt, da bei der Reaktion freigesetztes HBr zu
deren Abspaltung fiihrt. Wird der Reaktionsmischung hingegen 2,6-Di-fert-butylpyridin
zugesetzt, kann die Abspaltung effektiv unterdriickt werden, wobei die Reaktionszeit
allerdings verlédngert werden muss (Reaktionspfad B, Schema 3.9). In diesem Fall fiihrt
allerdings die schnell eintretende partielle Hydrolyse des TES-Ethers wéhrend der
Reinigung zu verminderten Ausbeuten an (5)-262 [23% (enthdlt noch Verun-
reinigungen), von 260a]. Ausgehend von 260b wird ein Produktgemisch, bestend aus

(R)-261 (33%) und (R)-262, erhalten.

AbschlieBend erwies sich die einstufige Oxidation mit katalytischen Mengen
TEMPO und einem Uberschuss an PhI(OAc), in Acetonitril/Wasser (1:1) als Methode
der Wahl.!3® So konnen die gewiinschten Zielverbindungen (5)-227 (45%) und (R)-227
(35%) erhalten werden. Erwdhnenswert ist, dass sich der TES-Ether (5)-262 mit dieser
Methode, gleichermassen (45%) zur Carbonsédure (S)-227 transformieren ldsst. Zum
Vergleich der NMR-Spektren der synthetisierten Verbindungen und dem aus G. bidwellii
isolierten Naturstoff, siehe Abbildung 3.6 und Abbildung 3.7. Die Drehwerte der
hergestellten Enantiomere von Phenguignardiasdure betragen fiir (S5)-227: [05]22 = +227
(c 0.57, CH3CN), +194 (c 0.24, CDCl3), +200 (c 1.00, CH2ClL), Lit.: [a]2D3: +116
(c 0.18, CDCl3)," fiir (R)-227: [05]22 ==-197 (c 0.25, CDCls), =224 (c 0.55, CH3CN).

Durch die Synthese beider Enantiomere der Phenguignardiasdure (227) kann die

(S)-Konfiguration des Naturstoffs als gesichert betrachtet werden.
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Abbildung 3.6. "H NMR (400 MHz, CDCIs) von inp-227 (unten) und '"H NMR (400 MHz, CD3CN) von
(S)-227 (oben).
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Abbildung 3.7. *C NMR (100.6 MHz, CDCIs) von inp-227 (oben) und '*C NMR (75.5 MHz, CD3CN)
von (5)-227 (unten).
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4 ZUSAMMENFASSUNG

4.1 Phenanthro-Alkaloide: Tylophorin-Typ

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Methoden zur Herstellung von
Phenanthro-Alkaloiden und deren Derivaten zu entwickeln. Ausgehend von (S)-Prolin
konnten sowohl (S)-(+)-Tylophorin [(S)-65] (>99% ee) als auch dessen bisher noch nicht
beschriebenes Derivat 194, das sich durch eine geringere Lichtempfindlichkeit aus-
zeichnet, in 33%-iger Gesamtausbeute iiber neun lineare Stufen, hergestellt werden
(Schema 4.1). Die Synthese von (R)-Tylophorin gelang in analoger Weise aus (R)-Prolin

in 21%-i1ger Ausbeute (93% ee). Der Einsatz von Schutzgruppen war nicht notwendig.

(S)-65, >99% ee, 9 Stufen, 33%
(R)-65, 93% ee, 9 Stufen, 21%

OMe

OMe

(13aS,14S)-194, >99% de,
9 Stufen, 33%

Schema 4.1. Synthese von Phenanthroindolizidin-Alkaloiden.

Der Schliisselschritt ist in beiden Fillen eine Cyclisierung an eine C=N-Doppel-
bindung iiber freie Radikale, die bei der Synthese von 194 hochstereoselektiv zur Bildung

des (13aS,14S)-Diastereomers fiihrt. Die Synthese von 7-Methoxycryptopleurin (143)
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4 ZUSAMMENFASSUNG

gelingt durch eine dhnliche Synthesestrategie (Schema 4.2). So kann ausgehend von
WEINREB-Amid 207 in acht linearen Stufen und einer Gesamtausbeute von 31% das
entsprechende Hydrazon 208 erhalten werden, das sich durch eine freie Radikal-

cyclisierung in 22%-iger Ausbeute zu 7-Methoxycryptopleurin umsetzen l&sst.

207 208, 8 Stufen, 31% 143, 22%

Schema 4.2. Synthese von 7-Methoxycryptopleurin (143).

4.2 Phenanthro-Alkaloide: Cryptopleurin-Typ

Zur Herstellung von Cryptopleurin ist zunichst ein neuer Syntheseweg fiir 9-
Hydroxymethyl-2,3,6-trimethoxyphenanthren (153) entwickelt worden (Schema 4.3).
Dieser fiihrt iiber den Aufbau eines Biphenylsystems durch palladiumkatalysierte Kreuz-
kupplung, eine anschlieBende COREY-FUCHS-Transformation und als Schliisselschritt
iiber eine von einem Gold-NHC-Komplex katalysierten 6-endo-dig-Cyclisierung zum
entsprechenden Phenanthren 153. Diese Ringschlussreaktion verlduft in gewiinschter
Weise regioselektiv unter Bildung des 2,3,6-trimethoxysubstituierten Phenanthrens. Die
Bildung des regioisomeren 2,3,8-Trimethoxyphenanthrens wird nicht beobachtet. Der
Alkohol 153 wird dann in fiinf linearen Stufen (34%) in das Xanthogenat (R)-223 iiber-
fiihrt, aus dem sich, durch eine zweistufige Reaktionssequenz bestehend aus einer
Radikalcyclisierung nach ZARD und einer Reduktion mit LiAlH4 das extrem licht-

empfindliche und hochtoxische Alkaloid (R)-Cryptopleurin gewinnen lésst (50%).™™

MM 15 vorherigen Versuchen wurde ausgehend von 153 in sechs linearen Stufen (18%) das racemische
Xanthogenat (rac-223) dargestellt, das in 14%-iger Ausbeute (2 Stufen, nicht optimiert) zu rac-
Cryptopleurin (rac-87) umgesetzt werden konnte.
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4.3 ABSOLUTE KONFIGURATION VON (—)-TYLOPHORIN

(5 mol-%)
NS
N
MeO A)’ MeO
u
SRS &
DMF, rt., 2d OH
= AgSbFg 10 (mol-%)
C o ®
MeO MeO
M

e OMe

6]
217 153

rac-223, 18%, 6 Stufen rac-87, 14%, 2 Stufen (nicht optimiert)
(R)-223, 34%, 5 Stufen (R)-87, 50%, 2 Stufen, >99% ee

Schema 4.3. Synthese von rac- und (R)-(—)-Cryptopleurin (87).

4.3 Absolute Konfiguration von (—)-Tylophorin

Nachdem beide Enantiomere und das Racemat von Tylophorin synthetisiert worden
sind und zum Vergleich bereit standen, wurde Tylophorin aus 7ylophora indica
extrahiert. Die Motivation riihrte unter anderem daher, weil in der bisherigen Literatur
Unstimmigkeiten iiber das in der Natur vorkommende Enantiomer des Tylophorins
herrschen. Vor Beginn dieser Arbeit ging man davon aus, dass in 7. indica nur
(R)-Tylophorin vorkommt und fiir die Diskrepanzen zwischen den berichteten Dreh-
werten des aus Pflanzenmaterial isolierten und synthetisierten Naturstoffs 65, dessen
Zersetzung vor oder wahrend der Messung verantwortlich ist. Dieser Effekt kann zwar
auch beobachtet werden, jedoch trdgt er nur in geringem Malle zur Erniederigung des
Drehwertes bei. SchlieBlich sind Proben von synthetisiertem Alkaloid in gleichem Maf3e
von der schnell eintretenden Oxidation des Alkaloids betroffen. Aus dem Rohextrakt ist
Tylophorin durch RP-HPLC isoliert worden. AnschlieBend wurde die Probe mittels
chiraler HPLC/MS analysiert. Durch den Vergleich mit den bereit stehenden

synthetischen Proben von (R)-65 und (S5)-65 konnte in dieser Arbeit erstmals
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4 ZUSAMMENFASSUNG

experimentell belegt werden, dass es sich bei (—)-Tylophorin aus 7. indica um ein

scalemisches Gemisch im Verhiltnis von 56:44 (R:S) handelt.

4.4 Phytotoxische Dioxolanone: Phenguignardiasaure

Das Ziel dieses Teilprojektes war die Entwicklung einer Synthese fiir den bisher
noch nicht synthetisch hergestellten phytotoxischen Sekundirmetabolit (+)-Phen-
guignardiasdure (227). Isoliert wurde diese Verbindung aus Guignardia bidwellii, dem
Erreger der Schwarzfdule der Weinrebe. Die absolute Konfiguration des quartiren
Stereozentrums war zu Beginn dieser Arbeit nicht bekannt. Ausgehend von (R)-Phenyl-
milchsdure [(R)-237] und 3-Phenylprop-2-in-1-ol (255) gelang die Synthese beider
Enantiomere des Naturstoffs in acht linearen Stufen. Sie liefert den experimentellen
Beweis (ECD, Polarimetrie) fiir die (S)-Konfiguration von natiirlicher (+)-Phen-

guignardiasdure.

OH

255
7
(R)-227

Schema 4.4. Synthese beider Enantiomere von Phenguignardiasédure (227).
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5 EXPERIMENTELLER TEIL

5.1 Allgemeines und Messgeriite

5.1.1 Reaktionen

Alle Reaktionen, sofern sie nicht in wassrigem Medium stattfanden, wurden in einer
Schutzgasatmosphire (N2 oder Ar) in getrockneten Glasgeriten (erhitzen mit einem
HeiBluftfon i. Vakuum) und unter Anwendung der giangigen SCHLENK -Technik durch-
gefiihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie (5.1.3)
und LC/MS (5.1.6).

5.1.2 Reagenzien und Losungsmittel

Sofern nicht anders angegeben, wurden zu Reaktionen verwendete Losungsmittel
unmittelbar vor Benutzung frisch absolutiert und destilliert: Diethylether, Benzol,
Toluol, Xylol und THF wurden durch Erhitzen zum Riickfluss mit Natri-
um/Kalium/Benzophenon in einer Argonatmosphdre und anschlieBender Destillation
erhalten. Absolutes Dichlormethan, Dichlorethan und Acetonitril wurden jeweils durch
Erhitzen mit Calciumhydrid und anschlieBender Destillation erhalten. Triethylamin, N, N-
Diisopropylethylamin (HUNIG S-Base) und Diisopropylamin wurden vor der
Destillation mehrere Stunden mit Lithiumaluminiumhydrid zum RiickfluB3 erhitzt. N,/NV-
Dimethylformamid und Tetrachlormethan (H2O < 0.005%, iiber Molekularsieb) wurden
kommerziell erworben und ohne weitere Reinigung eingesetzt.'®” BF3-OEt; und Tri-n-
butylzinnhydrid wurden vor der Benutzung jeweils mit einer Standard-
Detillationsapparatur (VIGREUX-Volonne, CLAISEN-Aufsatz, LIEBIG-Kiihler)
frisch destilliert. Triphenylzinnhydrid wurde unmittelbar vor der Verwendung durch
Kugelrohr-Destillation i. Vak. gereinigt. Sauerstofffreie Losungsmittel wurden jeweils
durch zwei- bis dreimaliges Einfrieren mit fliissigem Stickstoff, Anlegen eines

Olpumpenvakuums (<1072 mbar) und anschlieBendem Auftauen unter einem leichten
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Uberdruck (0.2-0.3 bar) an Schutzgas (Argon oder Stickstoff), erhalten (fieeze-pump-
thaw). Die bei LC/MS-Messungen verwendeten Losungsmittel (Optima-LC/MS®:
(Wasser, Methanol, Acetonitril, Ameisensdure) wurden von der Fa. Fisher Scientific, die
verwendeten Puffersubstanzen (Ammoniumhydrogencarbonat, Ammoniumformiat,

Ammoniumacetat) von Sigma-Aldrich (,,LCMS-Grade*) geliefert.

5.1.3 Diinnschichtchromatographie

Zur Diinnschichtchromatographie wurden Aluminium oder Glasplatten (Merck),
beschichtet mit Silicagel 60 F2s4 verwendet. Die Substanzen wurden mittels UV-Licht
(254 nm, 366 nm) sichtbar gemacht und anschlieBend mit entsprechenden
Farbereagenzien entwickelt: Iod-Kammer, ,,SEEBACHS-Reagenz“ [wird hergestellt
durch Losen von Phosphomolybdéansdure (25 g), Ce(SOs4)2-4 HDO (10 g) in einer
Mischung aus H2SO4 (60 mL) und Wasser (940 mL)].'68

5.1.4 Saulenchromatographie

Flashchromatograpie wurde mit unmodifiziertem Silicagel (Partikelgrof3e:
25-40 um, Porendurchmesser: 60 A, Macherey-Nagel oder 32-63 um, 60 A, Acros
Organics) mit selbstgepackten Glass-Saulen, bestiickt mit einem Losungsmittelreservoir
und einem angelegten Uberdruck (N2) von 0.4—1.0 bar, durchgefiihrt. Die Analyse der
Fraktionen erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie und/oder LC/MS. Die
Laufmittelgemische sind als Verhéltnisse der zusammengemischten Volumina (v/v)

angegeben.
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5.1.5 NMR

NMR-Spektren wurden mit Spektrometern der Firma Bruker [AMX400, AV400,

DRX500, Uni Hamburg; AC300, AV2-400, ARX400, AV3-600 (TCI-CryoProbe),
Johannes Gutenberg-Universitit Mainz)] mit 5 mm Probenkdpfen unter Verwendung
von Standard-Pulssequenzen aufgenommen. Die Spektren wurden in CDCl3;, CD3CN,
DMSO-ds, CD>Cl>, oder Methanol-ds aufgenommen.
Die chemische Verschiebung wurde auf das jeweilige Losungsmittelsignal kalibriert
(CDCls: 6u = 7.26, 6c = 77.16 ppm; CD2Cla: du = 5.32, ¢ = 53.84 ppm; CD3CN: ou =
1.94, 6c = 118.26/1.32 ppm; CD30D: ou = 3.31, d. = 49.00 ppm; DMSO-ds: ou = 2.50,
dc = 39.52).1°

5.1.6 LC/MS

LC/MS-Messungen wurde mit folgendem System durchgefiihrt:

Agilent 1200-HPLC-System, bestehend aus bindrer Pumpe, Sdulenofen, automa-
tischem Probenwechsler, DAD und Bruker XCT Ion Trap. Die jeweiligen Gradien-
tenprofile (MeOH/H>O oder MeCN/H>O, mit und ohne Additiv), Temperaturen

(25-60 °C) und verwendete Sdulen sind bei den einzelnen Substanzen vermerkt.

Gesamtiiberblick der verwendeten Siulen: Ascentis Express® (2.1 mm i.D., 2.7 um
core-shell-Partikel, Supelco) -Cs (30 mm), -Cis (30, 50 mm), -Fs (50 mm), Daicel
ChiralPak® AD-H (250 x 4.6 mm, 5 pm).

5.1.7 HPLC

HPLC im analytischen Mal}stab wurde mit folgenden Systemen durchgefiihrt:

System RP-1 (Knauer): Pumpen: Smartline K-1050 (H20), K-1001 (MeOH, MeCN),
je 10 mL Pumpenkopf, high-pressure gradient mode, Detektor: K-2800 Diodenarray-

detektor (DAD), Injektionsvolumen: 20 pL, Flussrate: 1.0-2.0 mL-min~!, Siulenofen:
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JetStream [T =25-40 °C (Acetonitril), 40-60 °C (Methanol)], Séulen: ACE3-Cig
(Advanced Chromatography Technologies, 125 x 4.6 mm, 3 um, 100 A), ACE3-CsPFP
(150 x 4.6 mm, 3 pm), ACE-Phenyl (125 x 4.6 mm, 3 pum).

System NP-1 (Knauer, Uni Hamburg): Pumpe: K-1000 Smartline, low-pressure
gradient mode, Detektor: S-2600 (DAD), Injektionsvolumen: 20 uL, Flussrate:
1.0-1.5 mL'min"!, Sdulenofen: JetStream (7 = 25-40 °C), Saule: Daicel ChiralPak®
AD-H (250 x 4.6 mm, 5 pm).

System NP-2 (Knauer, Uni Mainz): Pumpe: K-1001 Smartline, low-pressure
gradient mode, Detektor: K-2800 (DAD), Injektionsvolumen: 20 pL, Flussrate:
0.5-1.5 mL-min~!, Sdulenofen: JetStream (7 =25-40 °C), Sdulen: Macherey Nagel
NUCLEODUR® (125 x 4.6 mm, 3 um), Daicel ChiralPak® AD-H (250 x 4.6 mm,

5 um).
HPLC im priparativen Maflstab wurde mit folgendem System durchgefiihrt:

System Prdp 100 (Knauer): Pumpen: 2 x K-1800, je 100 mL Pumpenkopfvolumen,
Detektor: S-2600 DAD, T =21°C, Injektionsvolumen: 1.5-5.0 mL, Flussrate:
37.5-75.0 mL-min"! (30 mm i. D.), 26.2-52.4 mL'min"! (21.2 mm i. D), RP-Siulen:
ACES5-Cig (125 x21.2 mm, 5 um), ACES-CisPFP (150 x 30 mm, 5 pm), Eluenten:
Wasser (ohne Additiv, 0.1% Ameisensdure, 10-40 mmol-L~! Ammoniumhydrogen-
carbonat, Ammoniumacetat, Ammoniumformiat-Pufferlésungen)/Methanol od. Aceto-
nitril, NP-Séaule: Macherey Nagel NUCLEODUR® (125 x 21.2 mm, 3 pm), Eluenten:
n-Hexan/2-Propanol, n-Hexan/Ethanol, Chloroform (1% Ethanol).

146



5.1 ALLGEMEINES UND MESSGERATE

5.1.8 Infrarotspektroskopie

IR-Spektren wurden mit einem Bruker Tensor 27 FTIR-Spektrometer mit einer
Diamant-ATR-Einheit oder einem Thermo-Nicolet Avatar 370 FTIR-Spektrometer

aufgenommen.

5.1.9 Elementaranalyse, Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzbereiche wurden mit einem Kriiss Schmelzpunktmessgerit oder einem
Gerdat der Firma Biichi nach Dr. TOTTOLI gemessen und sind nicht korrigiert.

Verbrennungsanalysen wurden mit einem CHN-O-Rapid (Heraeus) durchgefiihrt.

5.1.10 Polarimetrie, Circulardichroismus (ECD)

Die optische Aktivitit wurde mit einem Perkin Elmer 241 Polarimeter bei den
Wellenldngen A =546, 578 nm (Hg-Lampe) bestimmt. Der spezifische Drehwert [a]g
einer chiralen, nichtracemischen Substanz (7 = Temperatur der Probe wéihrend der
Messung), wurde mit Hilfe der ersten Ndherung der DR UDE schen-Gleichung,!”® durch
Extrapolation der gemessenen Werte auf die Natrium-D-Linie (A = 589 nm) erhalten. Bei
einigen Messungen wurde ein Polarimeter der Firma Kriiss (Kriiss-P8000) verwendet

(Natrium-Laser, A = 589 nm).

Die ECD-Spektren wurden mit einem Jasco J-815 CD Spektrometer in einer Quarz-
Kiivette der Liange 1.0mm bei 7=20°C mit einer Scangeschwindigkeit von
50 nm'min~!' (5 Wiederholungen) im Bereich der Wellenlidnge A = 180-350 nm gemes-
sen. Die Proben wurden durch Losen der jeweiligen Substanz in Acetonitril

(¢ =0.3—1.5 mmol-L™!) pripariert.

147



5 EXPERIMENTELLER TEIL

5.1.11 Massenspektrometrie

FAB-Massenspektren wurden an einem VG70S-Gerdt (Xe-FAB Ionisierung)

aufgenommen. Als Matrix wurde m-Nitrobenzylalkohol (m-NBA) verwendet.

EI-Massenspektren wurden mit einem MS MAT 311A (Varian MAT) Spektrometer

aufgenommen.

ESI-Massenspektren wurden auf einem Spektrometer des Typs Agilent/Bruker 1200
LC/MSD Trap XCT mit einer Kapillarspannung von 3500 V und bei Temperaturen von
325-365 °C gemessen. Die Proben wurden in Acetonitril/Wasser-Mischungen geldst
(¢ =0.1 mg'mL™!) und iiber eine Agilent 1200 HPLC injiziert. Folgende Sdulen wurden
verwendet: Ascentis Express -Cs oder -Cis Sédule (30 x 2.1 mm, 2.7 um, core-shell-
Partikel) der Fa. Supelco. Als Standardelutionsmittel wurde Acetonitril oder
Methanol/Wasser [0.1% Ameisensiure (ESI+), 15 mmol-L™! (NH4)HCO3 (ESI-)] =

80:20 mit einer Flussrate von 0.50 mL-min ' verwendet.
Isotopenverteilung: Angegeben ist jeweils das intensititsstiarkste Signal.

HRMS (ESI)-Massenbestimmung wurden auf einem Waters Q-ToF-Ultima 3
Instrument mit Lockspray-Interface bei einer cone voltage von 70-80 V an der
Universitdt Mainz aufgenommen. Die Proben wurden in Acetonitril/H,O-Mischungen
gelost (¢c=0.01 mg-L™"). Als externer Standard wurde fiir kleine Massen (m/z =
160—380) ein Trialkylamin-Standard verwendet, fiir hohere Massen eine Mischung aus
Nal (400mg) und CslI (10mg), gelost in 400 mL eines Gemisches aus
H>0O/2-Propanol = 1:1.

HRMS (FAB)-Massenbestimmung wurde mit PEG 300 oder PEG 600 als Standard

an einem VG70S-Gerit (Xe-FAB lonisierung) aufgenommen.

Die angegebenen Molekiilmassen, die durch hochaufgeloste Massenspektrometrie
mit Hilfe der hier aufgefiihrten Gerdte bestimmt wurden, beziehen sich auf die Neutral-

molekiile, da die Kalibrierung die Masse des Elektrons von 0.000549 u beriicksichtigt.
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5.2 Reaktionsvorschriften: Phenanthro-Alkaloide

5.2.1 Synthese der Aminosaurederivate:

5.2.1.1 Aminosaureester

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Veresterung von Aminosiuren mit
SOCI,/Alkohol am Beispiel der Synthese von L-Prolinmethylester-HCI [(S)-170]
Zu einer Losung von L-Prolin (2.00 g, 17.4 mmol) in Methanol (50 mL)

CO,Me
wird unter Riithren bei einer Temperatur von —15°C tropfenweise O""H - HC

Thionylchlorid (1.90 mL, 26.1 mL, 1.50 Aquiv.) zugegeben. Nach "

beendeter Zugabe wird noch 30 min bei dieser und weitere 15 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach dem Entfernen des Losungsmittels 1. Vak. wird der verbliebene Riickstand
mit Methanol (30 mL) versetzt und erneut 1. Vak. vom Losungsmittel befreit. Diese

Prozedur wird erst mit Methanol (40 mL), dann mit Et,O (2 x 50 mL) wiedeholt und der

zahfliissige, farblose Riickstand i. Vak. getrocknet.

Ausbeute: 2.88 g (quant.), Lit.: 99%, '"177% (Enantiomer),!”? farblose Kristalle, sehr
hygroskopisch, CsHi2CINO> (166.63 g-mol ™).

Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.26 (Petrolether/Aceton = 3:2).
Schmp.: 70-72 °C, Lit.: 73 °C.!7?

27 _ 20
Drehwert: [CZ]D =-30.9 (¢ 1.0, H,0), Lit.: [05]13 =-31(c 0.5, H,0),'”
20
[CZ]D = +30.8 (¢ 2, MeOH, Enantiomer).!”?

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 10.70 (s, 1 H, 1-H"), 9.30 (s, | H, 1-/?),
4.37 (me, 1 H, 2-H), 3.77 (s, 3 H, CO.CHs), 3.30-3.18 (m, 2 H, 5-H), 2.32-2.22 (m,
1 H, 3-H"), 2.06-1.89 (m, 3 H, 3-H2, 4—H) ppm.

13C NMR (100.6 MHz, DMSO-de): = 169.0 (CO,CH3), 58.3 (C2), 52.9 (CO,CHs),
45.0 (C5), 27.6 (C4), 23.0 (C3) ppm.

149



5 EXPERIMENTELLER TEIL

FTIR (NaCl): ¥ = 3415, 2950, 2725, 1740, 1729, 1565, 1443, 1356, 1237, 918, 723 cm™".
MS (ESI+): m/z (%) = 130.0 (100) [M + H]".

Die Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.!7>-174

D-Prolinmethylester-HCI [(R)-170]

Durchfiihrung: siehe Allgemeine Arbeitsvorschrift.
°_ CO.Me
<y - HCI

D-Prolin (1.00 g, 8.70 mmol), Thionylchlorid (0.95 mL, 13.1 mmol, NH
1.50 Aquiv.), Methanol (25 mL).

Ausbeute: 1.44 g (quant.), Lit.: 77%,!7? farblose Kristalle, sehr hygroskopisch,
CeH12CINO; (166.63 grmol ™).

Schmp.: 69-71 °C, Lit.: 73 °C.'72

28 20
Drehwert: [05]1) = 4+30.2 (¢ 1.0, H20), Lit.: [a']D =-31 (¢ 0.5, H>0, Enantiomer),!”3
20
o]y = +30.8 (¢ 2. MeOH). 172

Die andere Daten sind mit denen des Enantiomers identisch.

(¥)-Pipecolinsiuremethylester-HCI (rac-200)
Durchfiihrung: siehe Allgemeine Arbeitsvorschrift.

Pipecolinsiure (2.24 g, 17.4 mmol), Thionylchlorid (1.90 mL, 26.1 mmol, 1.50 Aquiv.),
Methanol (50 mL).

Ausbeute: 3.13 g (quant.), farblose Kristalle, hygroskopisch, C;H14CINO>
(179.64 g-mol ™).

Schmp.: 207.0-207.3 °C, Lit.: 206-207 °C. 7>
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TH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 9.39 (spr, 2 H, 1-H), 4.07 (dd, J= 3.4, 11.7 Hz,
1 H, 2-H), 3.76 (s, 3 H, CO2CHs), 3.23 (dt, J=3.7, 12.6 Hz, 1 H, 6-H"), 2.88 (td,
J=12.6,3.7Hz, 1 H, 6-H7), 2.10-2.04 (m, 1 H, 3-H"), 1.75 — 1.52 (m, 5 H, 3-H?, 4-H,

5-H) ppm.

13C NMR (100.6 MHz, DMSO-de): 6 = 169.0 (CO.CHs), 55.4 (C2), 52.7 (CO.CHs),
43.3 (C6), 25.5 (C5), 21.1 (C3), 21.0 (C4) ppm.

FTIR (ATR): ¥ = 2907, 2708, 1746, 1430, 1357, 1269, 1230, 1209, 892, 656 cm .
MS (ESI+): m/z (%)= 144.0 (100) [M + H]".

Elementaranalyse: Ber.: C:46.80% H: 7:86% N: 7.80%
C7H13NO2-HC1 Gef.. C:46.92% H:8.55% N:7.70%

L-Prolinisopropylester-HCI [(S5)-169]

1

Zu einer Lésung von L-Prolin (2.00 g, 17.4 mmol) in 2-Propanol (50 mL) o >2\
5

: . . . o
wird unter Riihren bei einer Temperatur von —15 °C tropfenweise Q)};

Thionylchlorid (1.90 mL, 26.1 mmol, 1.50 Aquiv.) zugegeben. Nach e

beendeter Zugabe wird 30 min bei dieser Temperatur und weitere 15h bei
Raumtemperatur geriihrt. AbschlieBend wird 3 h zum Riickfluss erhitzt. Nach dem
Entfernen des Losungsmittels 1. Vak. wird der verbliebene Riickstand mit 2-Propanol
(40 mL) versetzt und erneut i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Diese Prozedur wird erst
mit 2-Propanol (40 mL), dann mit Et;O (2 x 50 mL) wiedeholt und der zéhfliissige,
farblose Riickstand i. Vak. getrocknet.. Bei ldngerem Stehem (3 d) kristallisiert der

gewiinschte Ester als Hydrochlorid aus.

Ausbeute: 3.35 g (quant.) Lit.: 99%,!7¢ farblose Kristalle, sehr hygroskopisch,
CsHsNO2'HCI (193.67 g-mol ™).

Schmp.: 59.3-61.1 °C, Lit.: gelbes O1.17
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23
Drehwert: [Ol]D =-33.9 (¢ 0.93, MeOH), Lit.: k. A.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 10.81 (sor, | H, 1-H"), 8.98 (sor, | H, 1-H?), 5.09
(sep, J= 6.4 Hz,1 H, 2'-H), 4.40 (me, 1 H, 2-H), 3.65-3.42 (m, 1 H, 5-H), 2.44-2.32
(m, 1 H, 3-H"), 2.17-1.93 (m, 3 H, 3-H2, 4-H), 1.27,1.26 (2 x d, J=6.4 Hz, 3 H, 1'-H,

3'-H) ppm.

13C NMR (75.5 MHz, CDCls): 168.3 (C=0), 71.1 (C2'), 59.2 (C2), 46.0 (C5), 28.0
(C4), 23.6 (C3), 21.6 (C1’, C3) ppm.

FTIR (ATR): ¥ = 2894, 1738, 1587, 1451, 1379, 1232, 1101, 902, 814 cm ™.
MS (ESI+): m/z (%)= 158.0 (100) [M + H]".

Elementaranalyse: Ber.: C:49.61% H:8.33% N:7.23%
CsHisNO,-HCI Gef.. C:48.42% H:8.69% N:7.14%

(¥)-Pipecolinsiureisopropylester-HCI (rac-199)

.
Zu einer Losung von Pipecolinsdure (2.50 g, 19.3 mmol) in 2-Propanol H3C>£CH

33

(60 mL) wird unter Riihren, bei einer Temperatur von —15 °C, Q o

Ch

tropfenweise  Thionylchlorid (2.12mL, 29.1 mmol, 1.50 Aquiv.) il « HCI

1
zugegeben. Nach vollstindiger Zugabe wird 30 min bei dieser Temperatur

geriihrt, dann weitere 24 h bei 7'= 80 °C. Nach dem Entfernen des Losungsmittels i. Vak.
wird der verbliebene Riickstand mit 2-Propanol (40 mL) versetzt und erneut i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Diese Prozedur wird erst mit 2-Propanol (40 mL), dann mit Et;O
(2 x 50 mL) wiedeholt und der zdhfliissige, farblose Riickstand i. Vak. getrocknet. Bei

langerem Stehen (=3 d) kristallisiert der gewiinschte Ester als Hydrochlorid..

Ausbeute: 4.01 g (quant.), farbloser kristalliner Feststoff, CoH17NO>-HCl
(207.70 g-mol ™), freie Base: CoHi7NO> (171.24 g'mol ™).
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Schmp.: 142.9-143.6 °C, Lit.: k.A.

TH NMR (400 MHz, DMSO-d): 6 = 9.91 (s, 1 H, 1-H"), 9.39 (s. 1 H, 1-F7), 4.97
(sep, J= 6.4 Hz, 1 H, 2'~H), 3.97 (me. 1 H, 2-H), 3.16 (m., 1 H, CH>), 2.88 (m., | H,
CH,), 2.05-1.96 (m, 1 H, CHa), 1.75-1.49 (m, 5 H, CH>), 1.21 (tupp..J = 5.8 Hz, 1'-H,

3'-H) ppm.

13C NMR (100.6 MHz, DMSO-de): § = 173.3 (CO(CHs),), 74.7 (C2"), 60.7 (C2), 48.4
(C6), 30.7 (C5), 26.6, 26.5, 26.3, 26.1 (C1’, C3', C3, C4) ppm.

FTIR (ATR): ¥=2923, 2709, 1740, 1454, 1433, 1384, 1368, 1270, 1226, 1145, 1083,
902 cm™ L.

MS (ESI+): m/z (%) = 172.0 (100) [M + H]".

HRMS (ESI+): Ber. fiir [CoH1sNOz]: m/z = 172.1338, gef.: 172.1344.

L-Pipecolinsiuremethylester-HCI [($5)-200] CO,Me

e
NH

L-Pipecolinsiure (1.00 g, 7.74 mmol), Thionylchlorid (847 uL, 11.6 mmol, 1.50 Aquiv),

Durchfiihrung: siehe Allgemeine Arbeitsvorschrift

Methanol (25.0 mL).

Ausbeute: 1.39 g (quant.), farblose Kristalle, C7H;3NO2-HCI (179.64 g-mol™!), sehr

hygroskopisch.
Schmp.: 157.6-158.4 °C, Lit.: 168-170 °C.!"’

23 _ 20
Drehwert: [a]D =—6.6 (¢ 0.90, MeOH), Lit.: [05]0 =—7.47 (c 0.5, MeOH).'"8

Elementaranalyse: Ber.: C:46.80% H: 7:86% N: 7.80%
C7H13NO2-HCl Gef.. C:46.04% H:8.45% N:7.59%
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Alle anderen Daten sind mit denen des Racemats identisch.

D-Pipecolinsiauremethylester-HCI [(R)-200] LOMe
* HCI
Durchfiihrung: siehe Allgemeine Arbeitsvorschrift.

D-Pipecolinsdure (1.00 g, 7.74 mmol), Thionylchlorid (847 pL, 11.6 mmol,
1.50 Aquiv), Methanol (25.0 mL).

Ausbeute: 1.39 g (quant.), farblose Kristalle C7H;3NO2-HCI (179.64 g'mol™), sehr

hygroskopisch.
Schmp.: 164.5-164.9 °C, Lit.: 168-170 °C.!77

23 20
Drehwert: [a]D =+7.8 (¢ 0.52, MeOH), Lit.: [05]0 =-7.47 (¢ 0.5, MeOH,

Enantiomer).'”8

Elementaranalyse: Ber.: C:46.80% H:7:86% N: 7.80%
C7H13NO»-HCI Gef.. C:45.62% H:8.42% N:7.56%

Alle anderen Daten sind mit denen des Racemats identisch.
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5.2.1.2 WEINREB-Amide
(£)-1-(tert-Butoxycarbonyl)-2-(/N-methoxy-/N-methylcarboxamido)piperidin (205)
In Anlehnung an eine Vorschrift von Schmalz et al.:'”” 4

Me
Qg(m
) . . . N “OMe
Einfiihren der Schutzgruppe: Eine Suspension von Pipecolinsédure L - 0
(5.00 g, 38.7mmol) und Di-tert-butyldicarbonat (Boc.O) (8.87 g,
40.6 mmol, 1.05 Aquiv.) in CHCI; (80 mL) wird bei 7= 0 °C unter Riihren binnen
10 min tropfenweise mit NEt; (5.08 g, 7.00 mL, 50.3 mmol, 1.30 Aquiv.) versetzt. Das

Kéltebad wird entfernt und die Reaktionsmischung (Suspension) wird 15h bei

Raumtemperatur geriihrt.

Amidbildung: Die nun klare Reaktionslosung wird nach erneutem Abkiihlen auf 7= 0 °C
mit N,0-Dimethylhydroxylamin-HCI (4.46 g, 45.8 mmol, 1.20 Aquiv.) versetzt. Die
Mischung wird bei dieser Temperatur 30 min geriihrt (Vernichten des Uberschusses an
Boc0), dann werden 4-(N,N-Dimethylamino)pyridin (DMAP) (945 mg, 7.74 mmol,
20 mol-%) und anschlieBend tropfenweise (30 min) eine Lésung aus N-Ethyl-N'-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid (EDC-HCl) (8.15g, 42.6 mmol,
1.1 Aquiv.) in CHCl; (33 mL) hinzugegeben. Die Kiihlung wird entfernt und die
Mischung 15 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach erneutem Abkiihlen auf 0 °C wird HCI
(1M, 33 mL) zugegeben und weitere 15 min geriihrt. Die organische Phase wird
abgetrennt, die waissrige Phase mit CHCI; extrahiert (3 X 75 mL), die vereinigten
organischen Phasen mit ges. NaHCO3 - und ges. NaCl-Losung gewaschen (je 50 mL),
tiber NaxSO4 getrocknet und i. Vak vom Losungsmittel befreit. Der verbleibende
Rickstand ~ wird  durch  Flashchromatographie = an  Kieselgel  gereinigt

(Petrolether/Ethylacetat = 1:1).

Ausbeute: 7.31 g (70%, iiber 2 Stufen), farbloser Feststoff, C13H24N2O4
(272.34 g'mol ™).

Schmp.: 64.3-65.0 °C, Lit.: 50-52 °C.!80
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Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.50 (Petrolether/Ethylacetat = 1:1).

RP-HPLC/MS (Agilent 1200): tr = 0.35 min, MeOH/H>O (0.1% HCO>H) = 65:35,
PFP (Fs), 1.00 mL-min"!, 7= 60 °C.

TH NMR (400 MHz, DMSO-dq): 6 = 4.88/4.80 (d,J=5.4, 5.1 Hz, 1 H, 2-H),

4.10 (me, 1 H, 6-H"), 3.83-3.73 (m, 1 H, 6-H2), 3.70 (s, 3 H, OCHj), 3.40-3.32 (m,

1 H, CHs), 3.10 (sbr, NCH3), 1.93-1.85 (m, 1 H, CH), 1.71-1.58 (m, 2 H, CHy), 1.57—
1.51 (m, 1 H, CH,), 1.38/1.36 (s, 9 H, C(CHz)3), 1.31-1.20 (m, 1 H, CH) ppm."™®

13C NMR (100.6 MHz, CDCL): § = 173.6 (C(O)N(OMe)CHs), 156.1
(RNC(=0)0'Bu), 79.6 (OC(CHs)3), 61.3 (OCH3), 52.3/50.6 (C2), 42.2/41.4 (C6), 32.2
(NCHs), 28,4 (OC(CHs)3), 26.4 (C3), 24.8 (C5) 19.6 (C4) ppm.©°

FTIR (ATR): v = 2941, 1682, 1662, 1458, 1367, 1162, 1093, 872 cm".
MS (ESI+): m/z (%) = 295.1 (100) [M + Na]".
HRMS (ESI+): Ber. fiir [C13H24N204Na]: m/z = 295.1634, gef.: 295.1644.

Die Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!80-18!

(£)-2-(V-Methoxy-/N-methylcarboxamido)piperidin-trifluoracetat (206)

1-(tert-Butoxycarbonyl)-2-(N-methoxy-N-methylcarboxamido)- =~ =5
piperidin (2.76 g, 10.1 mmol) wird in einem Gemisch aus CH>Cl»
(40.0 mL) und TFA (40.0 mL) 15 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach
Entfernen der Losungsmittel i. Vak. wird das gewiinschte Produkt in ausreichender

Reinheit als farbloser Feststoff in Form des Trifluoracetat-Salzes erhalten.

"1 Es handelt sich um Rotamere
90 Alle Signale sind stark verbreitert (Rotamere)
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Ausbeute: 2.89 g (quant.), farbloser, kristalliner Feststoff, TFA-Salz: C1oH17F3N204
(286.25 g-mol ™), freies Amin: CgH16N202 (172.22 g-mol™!).

Schmp.: 56.5-58.0 °C.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 9.18 (dor, J= 9.5 Hz, 1 H, 1-H"), 8.67 (qor,
J=9.5Hz, 1 H, -], 4.18 (tor, J= 11.0 Hz, 1 H, 2-H), 3.73 (s, 3 H, NMcOCH3), 3.24
(dor, J= 12.0 Hz, 1 H, 6-H"), 3.16 (s, 3 H, NCHz), 3.05 (m, 1 H, 6-F?), 2.03 (br,
J=12.0 Hz, | H, 5-H"), 1.79-1.40 (m, 5 H, 5-I, 4-H, 3—H) ppm.

13C NMR (100.6 MHz, CDCL): = 178.1 (C(O)N(OMe)CHs), 61.9 (NOCHs), 55.2
(C2), 43.2 (C6), 31.9 (NCH3), 25.8 (C3), 21.4 (C5) 21.2 (C4) ppm.

FTIR (ATR): ¥ = 3049, 1730, 1651, 1387, 1189, 1134, 985, 787, 707 cm".
MS (ESI+): m/z (%) = 173.0 (21) [M + HJ*, 84.4 (100) [CsHsNT*.

HRMS (ESI+): Ber. fiir [CsH17N202]: m/z = 173.1290, gef.: 173.1294.

5.2.1.3 Aminoalkohole

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Reduktion von Aminosiduren mit Lithiumalumi-
niumhydrid am Beispiel der Synthese von L-Prolinol.

T
L-Prolin (4.00 g, 34.8 mmol) wird in kleinen Portionen (jeweils ca. 500 mg)

bei RaumtemperaturPP zu einer gut geriihrten Suspension von Lithiumalumini-

umhydrid (1.98 g, 52.1 mmol, 1.50 Aquiv.) in THF (150 mL) gegeben. Nach beendeter
Zugabe wird 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Abkiihlen auf 7= 0°C wird, zur
Vernichtung von {iiberschiissigem Reduktionsmittel vorsichtig eine wissrige KOH-
Losung (20%, 10 mL) zugetropft. Die Reaktionsmischung wird durch eine Filterfritte
(Keramik, Por. 4) vakuumfiltriert, der Feststoff (LiAlO;) mit reichlich frischem THF%4

PP Es kann eine externe Kiihlung notwendig werden,v.a. bei rascher Zugabe.
99 Es empfiehlt sich, das THF zum Waschen des Filterriickstandes auf 7'= 50—-60 °C vorzuwiirmen.
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(ca. 200-300 mL) gewaschen. AnschlieBend wird das erhaltene Filtrat {iber Na;SO4
getrocknet und i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit.”™ Der gewiinschte Aminoalkohol
(3.39 g) wird als leicht gelbliches Ol erhalten und ist in der Regel fiir die weitere
Verwendung ausreichend rein. Fiir hohere Anspriiche kann L-Prolinol mittels Kugelrohr-

Destillation i. Vak. gereinigt werden.!8?

Ausbeute:3.39 g (96%), Lit.: 94%,'83 leicht gelbliches Ol, CsH;;NO (101.15 g-mol™).
30 20

Drehwert: [Ol]D =+39.8 (¢ 1.0, Benzol), Lit.: [Ol]D = +41.0 (c 1.0, Benzol).'®3

TH NMR (400 MHz, CDCl3): § = 3.51 (m., 1 H, CH,OH), 3.31( m, 1 H, CH>OH),
3.27-3.20 (m, 1 H, 2—H), 3.14 (mpr, 1 H, NH), 2.91-2.83 (m,, 2 H, 5-H), 1.85-1.31 (m,
4 H, 3—H, 4-H) ppm.

13C NMR (100.6 MHz, CDCL): 5 = 64.9 (CH,OH), 59.9 (C2), 46.5 (C5), 27.7, 26.0
(C3, C4) ppm.

FTIR (ATR): ¥ = 3400-3000, 2960, 2870, 1456, 1045 cm™!.

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.!®

(¥)-Pipecolinol [rac-2-(Hydroxymethyl)piperidin] (rac-220)
Durchfiihrung: siehe Allgemeine Arbeitsvorschrift.

Pipecolinsdure (2.00 g, 15.5 mmol), LiAlHs (882 mg, 31.0 mmol,
1.50 Aquiv.), THF (75 mL), KOH (20%, 5.0 mL). Ohne weitere Reinigung.

Ausbeute: 1.76 g (99%), leicht gelbliches Ol, C¢H13NO (115.17 g'mol ™).

Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.44 (CH,Clo/MeOH/H20 = 5:5:1, 1% HOACc).

T Gelegentlich kann ein ,,Auskochen* des Aluminiumoxidhaltigen Niederschlags mit frischem THF
(ca. 30 min, Riickfluss, Riithren) notwendig sein.

158



5.2 REAKTIONSVORSCHRIFTEN: PHENANTHRO-ALKALOIDE

TH NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 3.61 (sbr, 2 H, NH, OH), 3.53 (dd, J = 10.8,

3.7Hz, 1 H, I'-H"), 3.37 (dd, J=10.8, 8.2 Hz, 1 H, I'-F?), 3.06 (dor, J= 11.8 Hz, 1 H,
2-H), 2.67-2.54 (m, 2 H, 6-H), 1.83-1.71/1.66-1.47/1.43-1.26 (m, 5 H, 3-H, 4-H,
5-H'), 1.18-1.03 (m, 1 H, 5-H?) ppm.

I3C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 = 66.1 (C1"), 58.2 (C2), 46.4 (C6), 28.4, 26.2, 24.3
(C3, C4, C5) ppm.

MS (ESIH): m/z (%) = 116.1 (100) [M + H]*.

Die Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!%*

D-Pipecolinol [(R)-2-(Hydroxymethyl)piperidin] [(R)-220]

Durchfiihrung: siehe Allgemeine Arbeitsvorschrift.

).

2

D-Pipecolinsdure (2.00 g, 15.5 mmol), LiAlH4 (882 mg, 31.0 mmol, N (|3H
1.50 Aquiv.), THF (75 mL), KOH (20%, 5.0 mL). Ohne weitere Reinigung.

Ausbeute: 1.76 g (99%), leicht gelbliches Ol, C¢H13NO (115.17 g-mol™).
30 20
Drehwert: [a]D = —16.0 (¢ 1.00, Ethanol), Lit.: [a]D =-13.5 (¢ 2.38, EtOH).!#

Die iibrigen analytischen Daten sind mit denen des Racemats identisch.
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5.2.2 Synthese von Aminoaziridinen

(£)-2-(trans-2,3-Diphenylaziridin-1-yl)isoindolin-1,3-dion (190)

In Anlehnung an ein Literaturprotokoll:'3'¢ Pb(OAc)s (15.0 g,

30.0 mmol, 1.00 Aquiv.) wird bei Raumtemperatur iiber einen S ;N\,;TO'
Zeitraum von 10 min zu einer Suspension von N-Aminophtalimid . 3
(4.88 g, 30.0 mmol) und (E)-Stilben in CH>Cl> (75.0 mL) gegeben. 0

Nach 30-miniitigem Riithren bei dieser Temperatur wird die

Suspension iiber Kieselgur (Celite®) filtriert und mit CH2Cl> (2 x 15 mL) gewaschen.
Das Filtrat wird mit 2-Methylpentan (375 mL ) versetzt und unter Eiskiihlung solange
geriihrt, bis sich ein gelber Niederschlag bildet, der abfiltriert wird. Nach Losen des
Niederschlags in CH>Cl, (50.0 mL) wird Kiselgel (5.00 g) zugegeben und die Mischung
wird erst 5 min geriihrt, dann iiber Kieselgur (Celite®) filtriert und mit Dichlormethan
(2 x 25 mL) gewaschen. Zum Filtrat wird unter Riihren bei 7< 0 °C erneut 2-Methyl-
pentan (200 mL) hinzugegeben. Anschlieend wird das entstandene gelbe Prizipitat

abfiltriert und i. Vak. getrocknet.

Ausbeute: 2.25 g (26%), Lit.: 39-51%,'3'¢ kanariengelber Feststoff, C22HisN20>
(340.27 g'mol ™).

Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.39 (CH2Cl,).
Schmp.: 172-174 °C, Lit.: 175 °C.131¢

TH NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.60-7.55 (m, 5 H, Aryl"-H), 7.45-7.33 (m, 5 H,
Aryl"-H), 7.29-7.23 (m, 4 H, Aryl-H), 4.94 (d, J=5.9 Hz, 1 H, 2'-H oder 3'-H),
398 (d,J=5.9 Hz, 1 H, 2'-H oder 3'-H) ppm.

13C NMR (125.8 MHz, CDCL): d = 165.7 (C1,3), 136.7 (Cy), 134.1 (CH), 131.4 (Cy),
130.2 (Cy), 129.5 (CH), 128.9 (CH), 128.7 (CH), 128.4 (CH), 128.3 (CH), 127.4 (CH),
123.0 (CH), 53.7, 46.7 (C2', C3') ppm.

FTIR (NaCl): ¥ = 1775, 1719 cm™.
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MS (FAB+): m/z (%) = 340 (36) [M]™, 236 (25) 194 (100), 165 (18), 104 (26), 76 (24).

HRMS (FAB+): Ber. fiir [C22H1sN202]: m/z = 340.1212, gef.: 340.1207.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!3!

(¥)-trans-2,3-Diphenyl-1-aminoaziridin (191)
HaN,

Das Aminophtalimid-Derivat 190 (2.04 g 6.00 mmol) wird in Ethanol N2 MQ
(95%, 15.0 mL) suspendiert und mit H,NNH>-H>O (15.0 mL) versetzt. O

Das Reaktionsgemisch wird 40 min bei 7'=45 °C geriihrt. Nach der

Zugabe von H>O (20 mL) wird mit Et;O (3 x40 mL) extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen mit Eiswasser (3 x 20 mL) gewaschen und die vereinigten wassrigen
Phasen nochmals mit Et;O (30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden iiber Na;SO4 getrocknet, filtriert und vorsichtig (i. Vak, 7<30 °C) auf ein
Volumen von =30 mL engeengt. Nach der Zugabe von iso-Hexan (40 mL) wird die
Mischung 15 h bei 7'=—26 °C stehen gelassen (Kristallisation). Nach Filtrieren und

Trocknen i. Vak. wird das gewiinschte Aziridin 191 erhalten.

Ausbeute: 820 mg (65%), Lit.: 94%,!312 136 farbloser Feststoff, C14H4N>,
(210.27 grmol ™).

Diinnschichtchromatographie: Rs= 0.39 (CH2CL).
Schmp.: 91-92 °C, Lit.: 92-93 C.131a. 186

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.51-7.25 (m, 10 H, Aryl-H), 3.37/3.22 (2 x d,
J=4.8Hz, 2 x 1H, 2-H, 3—-H), 3.18 (svr, 2 H, NH>) ppm.

13C NMR (100.6 MHz, CDCl3): § = 139.0, 132.0 (C1"), 128.5, 127.4 (C4"), 130.6,
128.6, 128.6, 126.4 (C2',6', C3',5"), 53.5, 49.9 (C2, C3) ppm.

Die Daten sind im Einklang mit der Literatur.!3!a 186
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(¥)-Styrolglycoldimesylat (rac-1-Phenylethan-1,2-diyl-dimethansulfonat) (186)

. H3CO,SO
Methansulfonsdurechlorid (12.9 g, 112 mmol, 2.25 Aquiv.) wird AN

2
Cﬁ_\ OSO,CH;
unter Eiskiihlung (Eis-Kochsalz) bei 7= —5 °C zu einer Losung von
Styrolglycol (6.90 g, 50.0 mmol) in Pyridin (18.0 mL) mit einer Ge-
schwindigkeit zugetropft, dass die Innentemperatur 0 °C nicht iibersteigt (=1 h). Dann
wird bei einer Innentemperatur 7 =2-4 °C (Eiskiihlung) weitere 4 h geriihrt und
anschliefend die Reaktionsmischung auf Eis gegeben (125 g), wobei ein Niederschlag
entsteht. Es wird mit 6 N HCl auf pH =3 eingestellt (=22 mL), der Niederschlag
abfiltriert und mit Eiswasser (2 x 20 mL) gewaschen. Der abfilitrierte Feststoff wird in
CH2Cl (200 mL) gelost, in einen Scheidetrichter iiberfiihrt und mit ges. NaCl-Lésung
(100 mL) gewaschen. Nach dem Trocknen der organischen Phase iiber Na;SO4 wird die
Losung i. Vak. bei niedriger () Temperatur (7= 30-33 °C) bis auf =50 mL eingeengt.
Nach der Zugabe von Pentan (75 mL) wird die Mischung 15 h bei 7= —25 °C stehen
gelassen, wobei das gewiinschte Produkt in Form farbloser Kristalle anfillt. Nach dem

Filtrieren wird noch mit Pentan (3 < 30 mL) gewaschen und i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 12.6 g (85%), Lit.: 84%,'3!¢ farblose Kristalle, Ci1oH1406S2 (294.34 g-mol ™).
Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.41 (Petrolether/Ethylacetat = 1:1).

Schmp.: 93-94 °C, Lit.: 93-94 °C.131¢

TH NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.48-7.42 (m, 5 H, Aryl-H), 5.82 (dd, J = 8.6,
3.3 Hz 1 H, 1-H), 4.54 (dd, J=11.9, 8.6 Hz, 2-H"), 4.41 (dd, J= 11.9, 3.3 Hz, 2-IP)
3.09 (s, 3 H, CH:S0,0R), 2.89 (s, 3 H, CH3SO,0R) ppm.

13C NMR (100.6 MHz, CDCL3): § = 133.4 (C1’), 130.3 (C4"), 129.4, 127.0 (C2",6"),
80.3 (C1), 70.0 (C2), 39.3, 38.2 (2x CH3SO,0R) ppm.

Die Daten sind im Einklang mit der Literatur,!3!a 186
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T Arine?- N
(£)-1-Amino-2-phenylaziridin-HOAc (187) NH; -HOAG

N
2
Styrolglycoldimesylat (186, 10.0 g, 34.0 mmol) wird bei Raum- ©1/u *
temperatur zu Hydrazinhydrat (80% N>H4-H20, 30.6 mL) gegeben.

Nach der Zugabe von Pentan (300 mL) wird 24 h bei Raumtemperatur geriihrt.* Die nun
klare Losung wird in eine Scheidetrichter iiberfiihrt, die organische Phase abgetrennt und
die wissrige Phase mit Pentan (2 x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden auf 0 °C abgekiihlt und vorsichtig mit Eisessig (1.94 mL, 34.0 mmol,
1.00 Aquiv.) versetzt. Zuerst werden nur wenige Tropfen hinzugegeben, dann so lange
geriihrt, bis die Kristallisation einsetzt. Die Zugabe der restlichen Sdure erfolgt tiber einen
Zeitraum von =10 min. Nach weiteren 20 min Riithren bei 7= 0 °C werden die farblosen

Kristalle abgesaugt, mit eiskaltem Pentan gewaschen und 1. Vak. getrocknet.

Ausbeute: 4.10 g (62%),% Lit.:'3!¢ 76-79%, farblose Kristalle, bei Raumtemperatur
instabil, explosiv, C10H14N202 (194.23 g'mol ™).

Diinnschichtchromatographie: Rr= 0.15 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1, 0.5% NEt).
Schmp.: 69-70 °C, Lit.: 69-70 °C.131¢

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.33-7.22 (m, 3 H, Aryl-H), 7.20-7.15 (m, 2 H,
Aryl-H), 6.39 (svr, 3 H, RNNH3"), 2.76 (X-Teil eines ABX-Spinsystems, 1 H, 2—-H),
2.14-2.10 (AB-Teil eines ABX-Spinsystems mit [Jagl = 1.0 Hz, 2 H, 3-H', 3-H?),
2.05 (CH3COz") ppm.

13C NMR (100.6 MHz, CDCl3): § = 175.9 (CH3;CO,"), 138.1 (C1"), 128.5 (C2',6"),
127.5 (C4), 126.4 (C3',5'), 45.8 (C2), 41.0 (C3), 21.1 (CH3CO;") ppm.

Die Daten sind im Einklang mit der Literatur.'3!°

5 Die Reaktionsgeschwindigkeit ist stark von der Riihrgeschwindigkeit abhéngig. Bei (zu) langsamem
Riihren kann durchaus eine Reaktionszeit von 48 h oder mehr notwendig werden.

 Die geringere Ausbeute ist auf den Einsatz von 80%-igem Hydrazinhydrat zuriickzufiihren. In der
Literaturvorschrift wurde reines Hydrazinhydrat (100%) eingesetzt.

163



5 EXPERIMENTELLER TEIL

5.23 2,3,6,7-Tetramethoxyphenanthrenderivate

2,3-Bis-(3,4-dimethoxyphenyl)acrylsiure
Nach einem Literaturprotokoll:382

Veratrumaldehyd (163, 7.80 g, 46.9 mmol), Homoveratrumsdure

(112, 10.0 g 51.0 mmol, 1.10 Aquiv.), Essigsiureanhydrid 20 mL) = oy

and Triethylamin (10 mL) werden zusammengegeben und die Reaktionsmischung wird
15 h bei 7= 100°C geriihrt. AnschlieBend wird Wasser (ca. 30 mL) hinzugegeben, dann
der Reaktionsansatz bei 7= 25 °C 1 h stehen gelassen. Die Mischung zu einer wéssrigen
K2COs-Losung (500 mL, 1M) gegeben und unter kriaftigem Riithren zum Riickfluss
erhitzt, bis das rot-braune, gummiartige Material nahezu komplett gelost ist (¢ = 1-2 h).
Anschlieend wird die Losung in einen Scheidetrichter iiberfiihrt und mit Et;O
(2 x 100 mL) gewaschen. Die organischen Phasen, die hauptsédchlich nicht umgesetzten
Veratrumaldehyd enthalten, werden abgetrennt und verworfen. Die wéssrige Phase wird
vorsichtig mit konz. HCI (37%) auf pH = 1 eingestellt (unter Riihren), die als Prézipitat
anfallende Sdure abfiltriert, der Niederschlag mit eiskaltem H>O (50 mL) gewaschen
und i. Vak. getrocknet. Die Reinheit der so erhaltenen, leicht gelblichen, Sdure ist fiir die
folgende Veresterung ausreichend, kann jedoch fiir hohere Anspriiche oder zu
analytischen Zwecken aus Methanol umkristallisiert werden. Die Gesamtausbeute (iiber
2 Stufen) an Methylester 164 ist jedoch bei Verzicht auf die Umkristallisation héher und
fiihrt zu einem Produkt von identischer Reinheit. (siehe nachfolgende Versuchs-

vorschrift).
Nach Umbkristallisation (3 x) aus Methanol: (Z)-Isomer.

Ausbeute: 8.20 g (51%), (Z)-Isomer, farblose Kristalle, Lit.: 75%,%% C19H200¢
(344.36 g-mol ).

Schmp.: 216-220 °C, Lit.: 217.5-220 °C.3%
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TH NMR (400 MHz, CDCL): 6 = 7.87 (s, 1 H, 3-H), 6.93 (d, /= 8.1 Hz, | H,
Aryl-H), 6.85 (m., 2 H, Aryl-H), 6.80 (d, J= 1.5 Hz, 1 H, Aryl-H),

6.73 (d,J = 8.1 Hz, 1 H, Aryl-H), 3.90 (s, 3 H, OCH5), 3.85 (s, 3 H, OCHs), 3.82 (s,
3 H, OCHs), 3.49 (s, 3 H, OCHs) ppm.

Die Daten stimmen mit denen der Literatur iiberein.%%

2,3-Bis-(3,4-dimethoxyphenyl)acrylsduremethylester (164)

Herstellung einer Losung von HCI in Methanol (=1.2 Mm).'%7

Acetylchlorid (30.0 mL, 420 mMol, p=1.10 g'mL™") wird bei
T =0 °C langsam und unter Riihren zu Methanol (350 mL) getropft und weitere 30 min

bei dieser Temperatur geriihrt.
Veresterung:

Nach Erwédrmen auf Raumtemperatur wird die gesamte Menge der aus der PERKIN-
Reaktion erhaltenen und nicht weiter gereinigten Arylzimtsdure zur frisch hergestellten
Losung von HCI in MeOH (=1.2 M, siehe oben) gegeben und die Reaktionsmischung
18 h zum Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird das Losungsmittel i. Vak entfernt und der
Riickstand mit ges. wissriger NaHCOs-Losung (200 mL) versetzt. Die wissrige Phase
wird mit Ethylacetat extrahiert (3 x 200 mL). Nach anschlieBendem Waschen der
vereinigten organischen Phasen mit Wasser (250 mL) und ges. NaCl-Losung (250 mL)

sowie Trocknen iiber Na>SO4 wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Ausbeute: 12.2 g (73%, liber 2 Stufen), leicht gelblicher Feststoff, C20H2206
(358.39 g'mol ™)

Diinnschichtchromatographie: R-= 0.34 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1).

Schmp.: 125-126 °C, Lit.: 125-126 °C,8 128-129 °C.%m
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TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 7.76 (s, | H, 3-H), 6.91 (d, J= 8.3 Hz, 1 H, Aryl-H),
6.81 (dd, J=8.3 Hz, J= 1.8 Hz, 2 H, Aryl-H), 6.77 (d, /= 1.8 Hz, 1 H, Aryl-H), 6.72
(d,J=8.3Hz, | H, Aryl-H), 6.53 (d, J= 1.8 Hz, 1 H, Aryl-H), 3.90 (s, 3 H, OCH5),
3.84 (s, 3 H, OCHz), 3.81 (s, 3 H, OCH:), 3.79 (s, 3 H, CO,CH3),

3.48 (s, 3 H, OCH3) ppm.

13C NMR (100.6 MHz, CDCls): 6 = 168.8 (C1), 150.2 (C4~OMe), 149.5 (Cq~OMe),
148.8 (C;~OMe), 148.4 (C.—OMe), 140.5 (C3), 129.9 (C2), 129.0 (C1"), 127.6 (C1"),
125.4 (CH), 122.4 (CH), 113.2 (CH), 112.7 (CH), 111.7 (CH), 110.7 (CH), 56.1
(OCH3), 56.1 (OCH3), 56.0 (OCH3), 55.4 (OCH3), 52.5 (CO2CH3) ppm.

FTIR (NaCl): ¥ =2952, 1706, 1598, 1514, 1463, 1248, 1232, 1231, 1139, 1025,
730 cm™L.

MS (FAB+): m/z (%) = 359 (47) [M + HT*, 358 (100) [M]*, 344 (6), 327 (11), 299
(27), 181 (26).

Elementaranalyse: Ber.: C:67.03% H:6.19%
C20H2206 Gef.: C:66.97% H: 6.34%

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur iiberein. 3% 93m

2,3,6,7-Tetramethoxyphenanthren-9-carbonsiuremethylester MmE:r o

(165)

Zu einer Losung von 2,3-Bis-(3,4-dimethoxyphenyl)acrylsdure-
methylester (164, 4.07 g, 11.4 mmol) in sauerstofffreiem Dichlor-
methan (50 mL) wird unter Riihren in einer Argonatmosphire bei 7'=—40 °C eine
Lésung von PhI(OCOCF3)2 (5.40 g, 12.5 mmol, 1.10 Aquiv.) in CH2Cl, (70 mL) in einer
Portion rasch zugegeben. Nach erfolgter Zugabe wird BF3-OEt; (50% BF3, 1.51 mL,

13.6 mmol, 1.20 Aquiv.) ebenfalls ziigig hinzugegeben. Nach der Zugabe von BF3-OEt,
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5.2 REAKTIONSVORSCHRIFTEN: PHENANTHRO-ALKALOIDE

farbt sich die Reaktionsmischung sofort dunkelblau. Nach 4 h Riihren bei 7'=—40 °C
wird mit einer ges. Na;COs3-Losung (30 mL) versetzt und auf Raumtemperatur erwéarmt.
Nach der Zugabe von Wasser (50 mL) wird die organische Phase abgetrennt und die
wissrige Phase mit CH2Cl, extrahiert (3 x 80 mL). Die vereinigten organischen Phasen
werden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak.
vom Losungsmittel befreit. Nach der Aufnahne eines '"H NMR wurde der aromatische
Ester ohne weitere Reinigung und Charakterisierung in die nachfolgende Reduktion

eingesetzt.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =8.60 (s, 1 H, 9-H ), 8.34 (s, 1 H, Aryl-H), 7.69 (s,
1 H, Aryl-H), 7.65 (s, 1 H, Aryl-H), 7.18 (s, 1 H Aryl-H), 4.09 (s, 3 H, OCH3), 4.09 (s,
3 H, OCH3), 4.06 (s, 3 H, COOCH5), 4.00 (s, 3 H, OCH5), 3.99 (s, 3 H, OCH3) ppm.

Diinnschichtchromatographie: Rr= 0.33 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1).

Die analytischen Daten stimmen mit den entsprechenden Literaturwerten iiberein.?32

9-Hydroxymethyl-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren (166)

OMe
Eine Losung des Esters 165 (Rohprodukt aus oxidativer Kupplung mit MeO O OH
PhI(O2CCF;)2/BF3-OEty, <11.4 mmol) in THF (120 mL) wird bei ‘
Raumtemperatur zu einer stark geriihrten Suspension von Lithium- MeO O
aluminiumhydrid (531 mg, 14.0 mmol, 1.20 Aquiv.) in THF (20 mL) OMe

zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird 15h bei dieser Temperatur geriihrt.
Uberschiissiges LiAlHs wird durch vorsichtiges Zutropfen von H>O (5.0 mL) umgesetzt.
Nach Entfernen des Losungsmittels i. Vak. wird der verbliebene Riickstand in
Dichlormethan (400 mL) aufgenommen, dann nacheinander mit 1IN HCIl (250 mL),
Wasser (2 x 250 mL) und schlielich mit einer ges. NaCl-Losung (250 mL) gewaschen.
Nach Trocknen iiber Na>SOs, Filtrieren und verdampfen des Losungsmittels i. Vak.
wurde der gewiinschte Alkohol (166) als hellbrdunlicher Schaum erhalten. Das Produkt

kann aus Benzol umkristallisiert werden.
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Ausbeute: 3.59 g (98%), hellbrauner Feststoff, C19H200s (328.36 g'mol ™).

Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.11 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1), 0.60
(Ethylacetat).

Schmp. 182-183 °C (Benzol), Lit.: 184-186 °C.38

TH NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 7.78 (s, 1 H, Aryl-H), 7.72 (s, 1 H, Aryl-H), 7.53 (s,
1 H, Aryl-H), 7.51 (s, 1 H, Aryl-H), 7.14 (s, 1 H, 9-H), 5.08 (s, 2 H, CHOH), 4.11 (s,
3 H, OCH3), 4.10 (s, 3 H, OCHs), 4.04 (s, 3 H, OCH3), 3.99 (s, 3 H, OCH3), 1.75 (sbr,

1 H, OH) ppm.

13C NMR (100.6 MHz, CDCls): 6 = 149.3 (C;~OMe), 149.0 (C.—OMe), 148.8
(Co~OMe), 148.7 (C.—OMe), 132.1 (Cy), 125.9 (Cy), 125.0 (Cy), 124.6 (Cy), 124.5 (Cy),
123.8 (CH), 108.4 (CH), 104.9 (CH), 103.3 (CH), 102.8 (CH), 64.6 (CH,OH), 56.1
(OCH3), 56.1 (OCH3), 56.0 (OCH3), 55.9 (OCH3) ppm.

FTIR (NaCl): v =3508, 3001, 2936, 2835, 1616, 1511, 1474, 1430, 1255, 1150, 1070,
1042, 731 cm™.

MS (FAB+): m/z (%) = 329 (28) [M + HJ*, 328 (100) [M]*, 311 (48) [M — (OH)]*.
HRMS (FAB+): Ber. fiir [C19H00s]: m/z = 328.1311, gef.: 328.1315.

Die analytischen Daten stimmen mit den entsprechenden Literaturwerten iiberein.?%8

9-Brom-10-(brommethyl)-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren (167)

Brom (700 pL, 13.1 mmol, 1.10 Aquiv.) in CH>Cl, (20 mL) wird unter
kriaftigem Riihren bei Raumtemperatur zu einer Losung des Alkohols
166 (3.90 g, 11.9 mmol) in CH>Clx (250 mL) getropft (¢ =45 min).
Nach vollendeter Zugabe wird die graue Suspension 15h bei

Raumtemperatur geriihrt und anschlieend 24 h bei 7= —32 °C stehen gelassen. Das
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graue Prézipitat wird abfiltriert, mit eiskaltem Dichlormethan gewaschen (100 mL) und

1. Vak. getrocknet.

Ausbeute: 5.48 g (98%), nahezu farbloser kristalliner Feststoff, CioHisBr2O4
(470.15 g'mol ™).

Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.28 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1).
Schmp.: 222.5-223.5 °C (Zersetzung), Lit.:?3 245-246 °C.

TH NMR (400 MHz, CDCL): 6 = 7.77 (s, 1 H, Aryl-H), 7.72 (s, 1 H, Aryl-H), 7.68 (s,
1 H, Aryl-H), 7.4 (s, 1 H, Aryl-H), 5.24 (s, 2 H, ArylCH,Br), 4.12 (s, 3 H, OCH),
4.11 (s, 3 H, OCHs), 4.09 (s, 3 H, OCHz), 4.07 (s, 3 H, OCH3) ppm.

13C NMR (100.6 MHz, CDCls): 8 = 150.4 (Cq~OMe), 149.7 (Cq-OMe), 149.7
(C-OMe), 149.4 (Co—OMe), 128.6 (Cy), 125.8 (Cy), 125.0 (Cy), 124.7 (Cy), 124.4 (Cy),
123.4 (Cy), 109.6 (CH), 105.4 (CH), 103.4 (CH), 102.8 (CH), 56.3 (OCH3), 56.2
(OCH3), 56.1 (OCH3), 33.5 (ArylCH2Br) ppm.

FTIR (NaCl): ¥ = 2934, 1621, 1509, 1465, 1421, 1254, 731 cm™ .

MS (EI+ 70 eV): m/z (%) = 468 (12) [M (°Br2)]*, 389 (100) [C1oH1s7BrO4]", 311 (7),
195 (14), 82 (4), 80 (3).

HRMS (FAB+): Ber. fiir [C19H19”°Br204]: m/z = 468.9650, gef.: 468.9630.
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5.2.4 Verkniipfung der Fragmente durch N-Alkylierung

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur N-Alkylierung von Aminosiureesterhydro-
chloriden am Beispiel von (25)-1-[(10-Brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-

yl)methyl]pyrrolidin-2-carbonséiureisopropylester [(S)-171]

Zu einer stark geriihrten Suspension von 9-Brom-10-(brom-
methyl)-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren 167 (500 mg,
1.06 mmol) in abs. CH>Cl, (25.0 mL) werden nacheinander
(S)-Prolinisopropylester-Hydrochlorid [(S)-169] (246 mg,

1.27 mmol, 1.20 Aquiv.) und Triethylamin (370 puL, 268 mg,
2.65 mmol, 2.50 Aquiv.) zugegeben und 15 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wird mit
einer ges. NaHCOz3-Losung (3 x 25 mL) gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet.
Nach dem Entfernen des Losungsmittels i. Vak. und anschlieBender Reinigung des
Riickstandes durch Flashchromatographie an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

wird der N-alkylierte Aminosdureester in Form eines farblosen Feststoffes erhalten.
Ausbeute: 362 mg (63%), farbloser Feststoff, C27H32BrNOg (546.46 g-mol™!).
Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.34 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1).
Schmp.: 147-149 °C.

22
Drehwert: [CY]D =+12.1 (¢ 1.00, CDCI5).

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8.41 (s, 1 H, Aryl-H), 7.86 (s, 1 H,

Aryl-H), 7.79 (s, 1 H, Aryl-H), 7.75 (s, 1 H, Aryl-H), 5.05 (sep,J = 5.9 Hz, 1 H,
2"-H, )4.66 (d,J=12.1 Hz, 1 H, ArylCH>N), 4.44 (d,J=12.1 Hz, 1 H, ArylCH:N),
4.13 (sor, 6 H, OCH3), 4.11 (s, 3 H, OCH3), 4.08 (s, 3 H, OCH3), 3.66 (t,J=7.5Hz 1 H,
2'-H), 2.85-2.78 (m, 1 H, 5—H"), 2.64 (q, Japp = 8.2 Hz, 1 H, 5—H?), 2.26-2.13 (m,

1 H, 3'-H"), 1.98-1.88 (m, 1 H, 3'-H?), 1.77-1.66 (m, 2 H, 4'-H), 1.25/1.23 (2 x d,
J=5.9Hz, 2 x3 H, 1"-H, 3"-H) ppm.
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FTIR (NaCl): v = 2955, 2833, 1743, 1619, 1511, 1469, 1437, 1420, 1250, 1148, 1070,
1041, 914, 731 cm™ .

(25)-1-[(10-Brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-yl)methyl]|pyrrolidin-2-

carbonsiuremethylester [(S)-172]

Zu einer stark geriihrten Suspension von 9-Brom-10-(brom-

methyl)-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren (167, 2.00 g,

4.25 mmol) in abs. CH>Cl: (55.0 mL) werden nacheinander (S)- OMe

Prolinmethylester-HCI [(S)-170, 880 mg, 5.31 mmol, 1.25 Aquiv.] und dann N.N-Diiso-
propylethylamin (1.85 mL, 1.37 g, 10.6 mmol, 2.50 Aquiv.) zugegeben und 48 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Entfernen des Losungsmittels i. Vak. und an-
schlieBender Reinigung des Riickstandes durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1) wird der N-alkylierte Aminoséureester (S)-172 in Form

eines farblosen Feststoffes erhalten.
Ausbeute: 2.02 g (92%), farbloser Feststoff, C2sH2sBrNOg (518.40 g-mol ™).

Diinnschichtchromatographie: Rs= 0.34 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1), 0.51
(Cyclohexan/Ethylacetat, 0.5% NEt:= 1:5).

Schmp.: 154-155 °C.
22
Drehwert: [Ol]D =+10.1 (¢ 1.00, CHCI5).

Chirale HPLC (NP-1): tr = 6.9 min [(S)-172], ChiralPak® AD-H,
n-Hexan/2-Propanol 50/50 (0.0 min) — 30/70 (20.0 min), 1.00 mL-min~!, 7= 30 °C,
A =244 nm (siehe Abb. A.2.1), [(S)-172] >99% ee.

IH NMR, COSY, NOESY (500 MHz, CDClz): = 8.33 (s, | H, Aryl-H), 7.85 (s, | H,
Aryl-H),7.75 (s, | H, Aryl-H), 7.71 (s, 1 H, Aryl-H), 4.61 (d, J=12.3 Hz, 1 H,
ArylCHLN), 4.43 (d, J=12.3 Hz, 1 H, ArylCH,N), 4.12 (s, 3 H, OCH3), 4.12 (s, 3 H,
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OCH), 4.10 (s, 3 H, OCHs), 4.07 (s, 3 H, OCHz), 3.68 (s, 3 H, CO.CHs), 3.40 (t,
J=79Hz, 1 H, 2"-H), 2.83-2.75 (m, | H, 5'~H"), 2.64 (q, Japp = 8.5 Hz, | H, 5'-I?),
2.25-2.14 (m, 1 H, 3'~H"), 1.99-1.89 (m, 1 H, 3'~H?), 1.78-1.66 (m, 2 H, 4'_H) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (125.8 MHz, CDCl3): § = 174.6 (CO2Me), 149.7 (Co—OMe),
149.5 (C4~OMe), 149.3 (C;—OMe), 149.2 (C4—OMe), 130.6 (Cy), 126.9 (Cy), 125.5
(Cy), 125.1 (Cy), 124.1 (Cy), 122.8 (Cy), 110.1 (CH), 108.0 (CH), 103.0 (CH), 102.5
(CH), 66.1 (C2'), 56.7 (ArylCH:N), 56.3 (OCH3), 56.1 (2 x OCHs), 51.8 (C5"), 51.7
(CO,CH3), 29.8 (C3'), 23.0 (C4') ppm.

FTIR (NaCl): ¥ = 2954, 2836, 1744, 1619, 1510, 1467, 1438, 1421, 1249, 1212, 1147,
1070, 1042, 915, 730 cm™ .

MS (FAB+): m/z (%) = 518 (28) [M + HJ, 458 (21), 389 (100).
MS (ESI+): m/z (%) = 518.1 (100) [M ("Br) + HT", 391 (17 ) [C1oH1s™BrO4]".
HRMS (FAB+): Ber. fiir [CasHao(”Br)NQg]: m/z = 518.1178, gef.: 518.1158.

Elementaranalyse: Ber.: C:57.92% H:5.44% N:2.70%
C25H23BrNOg Gef.. C:58.06% H:5.67% N:2.66%

(2R)-1-[(10-Brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-yl)methyl|pyrrolidin-2-
carbonsiuremethylester [(R)-172]

Durchfiihrung: siehe Versuchsvorschrift zur Synthese von

(S)-172.

9-Brom-10-(brommethyl)-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren
(167, 1.09 g, 2.32 mmol), (R)-Prolinmethylester-HCI [(R)-170,
423 mg, 2.55 mmol, 1.1 Aquiv.], N.N-Diisopropylethylamin
(890puL, 659 mg, 5.10 mmol, 2.20 Aquiv.), CH2Cl, (27 mL).
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Ausbeute: 1.01 g (84%), farbloser Feststoff, CosHsBrNOg (518.40 g-mol ™).
Schmp.: 153-155 °C.

Chirale HPLC (NP-1): tr = 26.9min [(R)-172)], ChiralPak® AD-H,
n-Hexan/2-Propanol 50/50 (0.0 min) — 30/70 (20.0 min), 1.00 mL-min™!, 7= 30 °C,
A =244 nm, [(R)-172)] >99% ece.

Die anderen analytischen Daten sind mit denen des (S)-Enantiomers identisch.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Reduktion der N-alkylierten Aminosiureester
mit Diisobutylaluminiumhydrid am Beispiel von (25)-1-[(10-Brom-2,3,6,7-
tetramethoxyphenanthren-9-yl)methyl|pyrrolidin-2-carbaldehyd [($)-177a];
(25)-1-[(10-Bromo-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-yl)methyl]pyrrolidin-2-
yl(methoxy)methanol [(S)-177b]

Zu einer Losung des Methylesters (5)-172 (600 mg,
1.16 mmol) in abs. Toluol wird Diisobutyl-
aluminiumhydrid (5.80 mL, 5.80 mmol, 5.00
Aquiv.,1M in Hexanfraktion) tropfenweise

(iber 1 h) bei T=-78 °C zugegeben. Es wird so

(S)-177b

lange bei dieser Temperatur geriihrt, bis kein Edukt

mehr nachzuweisen ist (90—120 min, LC/MS)." Bei vollstindigem Umsatz wird zuerst
bei T=-78 °C vorsichtig Methanol (670 uL) zugetropft, dann die Mischung auf
T=0 °C erwarmt und schlief8lich eine gesittigte NH4+Cl-Losung (2.00 mL) zugetropft.

Nach Verdiinnen mit frischem Toluol (20 mL) und 15 min Riihren bei Raumtemp. wird

U Bei der hier durchgefiihrten Reaktionskontrolle mittels LC/MS ist eine Mikroaufarbeitung notwendig:
Es wird aus dem Reaktionsansatz rasch eine kleine Menge (~20uL) des Reaktionsgemisches mit Hilfe
einer Spritze entnommen und sofort in eine gesittigte, wissrige Losung von NH4Cl (0.3-0.5 mL)
gegeben und anschlieBend mit Ethylacetat (0.5-0.8 mL) iiberschichtet. Zur Analyse gelangt ein Aliquot
aus der organischen Phase. Um den Fortschritt der Reduktion korrekt zu tiberpriifen, muss wihrend der
Entnahme das Erwérmen des noch aktiven Reaktionsansatzes in der Kaniile/Spritze vermieden werden,
gelingt dies nicht, wird die gegenwértige Zusammensetzung der Reaktionsmischung falsch bestimmt.
Zur Sicherheit wurden deshalb immer zwei Aliquote im zeitlichen Abstand von ca. 30 sec aus der
Reaktionsmischung entnommen und getrennt analysiert.
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wasserfreies Na>SO4 hinzugegeben und weitere 15 min gerithrt. Vakuumfiltration
(Glasfritte, Porengrof3e 4) und anschlieBendes Entfernen des Losungsmittels i. Vak."v
liefert den gewiinschten Aminoaldehyd (partiell als Halbacetal mit Methanol) als farblos
bis leicht gelblichen, (590 mg, quant.) schmierigen Feststoff, der entweder direkt weiter

umgesetzt oder bei 7' < —24 °C aufbewahrt wird."W

Ausbeute: 590 mg (quant.) gelblicher Feststoff, Gemisch aus freiem Aldehyd und
Halbacetal (=1:1),%* (5)-177a: C24H26BrNOs (488.38 g'mol™), (S)-177b: C2sH30BrNOg
(520.42 g'mol ™), theor. gemitteltes My = 504.40 g-mol .

Diinnschichtchromatographie: R-= 0.42 (Cyclohexan/Ethylacetat, 0.5%NEt; = 1:1,

2,4-Dinitrophenylhydrazin).

MS (ESI+): m/z (%) = 520.2 (100) [M ("Br) + HI* [(S)-177b],
488.1 (100) [M (Br) + H]* [(S)-177a].

Die Reduktion von (R)-172 verliuft analog und liefert in identischer Weise

(R)-177a und (R)-177b

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Hydrazonbildung am Beispiel von
N-{[(S)-1-((10-Brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-yl)methyl)pyrrolidin-2-
yllmethylen}-2-phenylaziridin-1-amin [($)-192]

Eine Mischung des Aminoaldehyd/Halbacetal-Gemischs
(180 mg, 357 umol, ber. auf ein  gemitteltes
My =504.40 gmol™!) in CHCl, (5.0mL) und
Molekularsieb (4A) wird bei T=-10°C mit 1-Phenyl-2-

aminoaziridinacetat 187 (143 mg, 737 umol, 2.05 Aquiv.)

YV Sehr lichtempfindlich. Vor Lichteinwirkung schiitzen!
WW Bei Lagerzeiten bis 3 Monaten wurde keine Zersetzung/Racemisierung festgestellt.
XX Das Verhiltnis variiert und lésst sich nicht reproduzieren.
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und NaOAc (63.6 mg, 775 pmol, 2.10 Aquiv.) versetzt und 2 h bei dieser Temperatur
geriihrt. Die Reaktionsmischung wird filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.
Flashchromatographie an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat =5:2, 0.5% NEts) liefert
das gewiinschte Hydrazon (5)-192 (177 mg, 293 pmol, 82%, dr 1:1) als
Diastereomerengemisch. Die Isomere konnen fiir analytische Zwecke voneinander ge-
trennt werden, eine préparative Separation ist hingegen nicht notwendig, da im nichsten

Schritt beide Isomere gleichwertig eingesetzt werden konnen.¥Y

Ausbeute: 177 mg (82%), farbloses Ol (dr 1:1), C32H34BrN304 (604.55 g-mol ™).
Diastereomer 1:

Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.55 (Cyclohexan/Ethylacetat, 0.5% NEt; = 1:1).

TH NMR, COSY, NOESY (400 MHz, CDCLs): 5=7.89 (s, 1 H, 1-H), 7.83 (s, 1 H,
8-H),7.78 (s, | H, 4-H), 7.74 (s, 1 H, 5-H), 7.62 (d, J= 7.6 Hz, | H, CHN=NR)),
7.33-7.22 (m, 3 H, 3""~H, 4"~H, 5""~H ), 7.16-7.10 (m, 2 H, 2""—H, 6""~H), 4.54 (d,
J=12.9 Hz, 1 H, ArylCH:N), 4.43 (d, J=12.9 Hz, 1 H, ArylCH:N), 4.13 (s, 3 H,
3-OCH3), 4.11 (s, 3H, 6-OCH3), 4.09 (s, 3 H, OCHs), 4.00 (s, 3 H, 7-OCH3), 3.35 (dd,
J=14.6,7.5Hz, 1 H, 2'~H), 2.98-2.92 (m, 1 H, 5'-H"), 2.74 (dd, J=7.6, 4.8 Hz, 1 H,
2"_H),2.72-2.68 (m, 1 H, 5'~H?), 2.14-2.07 (m, 1 H, 3~H'),2.03 (d, /= 4.8 Hz, 1 H,
3"-H"), 1.95(d, J=7.6 Hz, 1 H, 3"-H?), 1.83-1.72 (m, 3 H, 3'~H2, 4'—H) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CDCl3): § = 163.6 (CHN=NR3), 149.7 (C3),
149.4 (C2), 149.3 (C6), 148.9 (C7), 138.7 (C1'), 130.4 (C9), 128.5 (C3"",5"), 127.3
(C4'"), 126.6 (C8a), 126.3 (C2",6'"), 125.4 (C4a), 125.2 (C10a), 124.2 (C4b),
123.1(C10), 110.1 (C1), 107.1 (C8), 102.9 (C4), 102.77 (C5), 65.4 (C2"), 56.6
(ArylCH:N), 56.3 (OCH:) , 56.2 (OCH3), 56.1 (2 x OCHs), 53.7 (C5"), 43.6 (C2"), 40.1
(C3"), 27.1 (C3'), 23.4 (C4") ppm.

YYEine préparative Trennung gelingt durch mehrfache sdulenchromatographische Reinigungen. Hierbei
werden jeweils die Fraktionen, die beide Diastereomere enthalten, vereinigt und anschlie8end erneut
chromatographiert (3—4 x). Das Volumen und die Eluentenzusammensetzung bleiben unverandert.
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MS (FAB+): m/z (%) = 606 (15), 604 (17) [M("’Br) + H]*, 391 (100), 389 (99).
Diastereomer 2:
Diinnschichtchromatographie: R = 0.51 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1, 0.5% NEt3).

TH NMR, COSY, NOESY (500 MHz, CDCls): 6 =7.84 (s, 1 H, 1-H), 7.76 (s, 1 H,
8—H), {7.66,7.65 (s, | H, 4-H, 5-H)}, 7.59 (d, J= 7.6 Hz, 1 H, CH=N-NRy),
7.28-7.17 (m, 3 H, 3""-H, 4""~H, 5""—H), 6.99-6.94 (m, 2 H, 2""—H, 6""—H), 4.51
(d,J=12.9 Hz, | H, ArylCH:N), 4.41 (d, J= 12.9 Hz, | H, ArylCHLN), 4.09 (s, 3 H,
OCH?), 4.08 (s, 3 H, OCHs), 4.07 (s, 3 H, OCHs), 3.84 (s, 3 H, OCHs), 3.38 (dd,
J=14.7,7.7Hz, 1 H, 2'-H), 2.97 (m¢, 1 H, 5~H"), 2.72 (dd, J=16.4, 8.6 Hz, 1 H,
"“[?),2.38 (dd, J=7.4 ,4.9 Hz, 1 H, 2"-H), 2.14 (d, J=7.4 Hz, 1 H, 3"-H"), 2.12
(m, 1 H, 3-H"),2.10 (d, J=4.9 Hz, | H, 3"-H?), 1.81-1.73 (m, 3 H, 3"/, 4'_H) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (125.8 MHz, CDCLs): § = 164.2 (CH=N-NR»), 149.6
(Ce—OMe), 149.3 (C,—OMe), 149.2 (C.—OMe), 148.8 (C,—OMe), 138.5 (C1'), 130.3
(C9), 128.3 (C3",5"™), 127.2 (C4"), 126.5 (C8a), 126.2 (C2",6""), 125.3 (C4a), 125.1
(C10a), 124.1 (C4b), 123.1 (C10), 109.9 (C1), 107.0 (C8), 102.8, 102.7 (C4, C5), 65.3
(C2"), 56.8 (ArylCHaN), 56.2 (OCHs), 56.1 (3 x OCHa), 54.0 (C5'), 43.7 (C2"), 40.1
(C3"), 30.1 (C3'), 23.4 (C4") ppm.

Diastereomerengemisch (dr 1:1)

FTIR (NaCl): v =2936, 1652, 1618, 1508, 1464, 1418, 1249, 1211, 1197, 1147 cm™".
MS (FAB+): m/z (%) = 604 (14) [M + H]", 391 (100).

HRMS (FAB+): Ber. fiir [C32H357”BrN3O4]: m/z = 604.1811, gef.: 604.1793.

Elementaranalyse: Ber.: C:63.58% H:5.67% N:6.95%
C32H34BrN3O4 Gef.. C:64.10% H:6.21% N:6.93%

Die erhohten Werte fiir C/H sind auf Spuren von Cyclohexan zuriickzufiihren, die sich

nicht entfernen lieBen (siehe NMR, Abb. A.1.20).
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(R)-192 (251 mg, 72%) wird analog ausgehend von (R)-177 (292 mg, 580 pmol) erhalten.

Die analytischen Daten entsprechen denen von (5)-192.

N-{(S)-1-[((10-Brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-yl)methyl)pyrrolidin-2-

yllmethylen}-2,3-trans-diphenylaziridin-1-amin [($)-193]

Eine  Mischung des Aminoaldehyd/Halbacetal-
Gemisches (585 mg, 1.16 mmol, ber. auf ein gemitteltes

My =504.40 gmol™) in CH.Cl, (15mL) und

Molekularsieb (4A) wird bei T'=—15 °C mit (+)-trans-
2,3-Diphenylaminoaziridin 191 (366 mg, 1.74 mmol, 1.50 Aquiv.) und 2 h bei dieser
Temperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wird filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Schnelle Flashchromatographie an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1,
0.5% NEt3) liefert ein Diastereomerengemisch der Hydrazone (694 mg, 88%), das nach

Identitétspriifung per Massenspektrometrie sofort weiter eingesetzt wird.

Ausbeute: 694 mg, (88%) an gelbem, schmierigem Feststoff, CsigH3sBrN3Oq4
(680.64 g-mol™).

Diinnschichtchromatographie: Ry = 0.52—-0.55 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1,
0.5% NEt).

MS (FAB+): m/z (%) = 680 (17) [M + H]", 389 (90), 391 (100).

HRMS (FAB+): Ber. fiir [C3sH39”BrN3O4]: m/z = 680.2124, gef.: 680.2122.

177



5 EXPERIMENTELLER TEIL

(25)-1-(10-Brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-ylmethyl)-pyrrolidin-2-

NOM
carbaldehyd-O-methyloxim (S)-184 OMe W e

MeO O N
Eine Mischung des Aminoaldehyd/Halbacetal-Gemischs ‘
(196 mg, 389 umol, ber. auf ein gemitteltes Moo O §
My, = 504.40 g'mol™!) wird bei Raumtemperatur in Pyridin OMe
(28mL) gelést und unter Zugabe von  Molekularsieb  (4A)  und
Methoxylaminhydrochlorid (65.0 mg, 778 umol, 2.0 Aquiv.) 24 h geriihrt. Es wird vom
Molekularsieb abfiltriert, mit Toluol (30 mL) nachgewaschen und i. Vak. vom

Losungsmittel befreit. Der gewliinschte Oximether wird nach flashchromatographischer

Reinigung an Kieselgel erhalten (Cyclohexan/Ethylacetat = 4:1)

Ausbeute: 162 mg (80%, E/Z-Gemisch), 39 mg E-Isomer (19%), farbloses Ol, das
langsam kristallisiert, 123 mg (61%) E/Z-Gemisch, C2sH29BrN2Os (517.41 g-mol™).

Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.45 (E-Isomer) (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)
Schmelzpunkt: 150 °C (E-Isomer)
27
Drehwert: [OC]D = +28.0 (¢ 1.0, CHCI5) (E-Isomer)
E-Isomer:

TH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7.89 (s, 1 H, Aryl-H), 7.78 (s, 1 H, Aryl-H), 7.75 (s,
1 H, Aryl-H), 7.72 (s, 1 H, Aryl-H), 7.30 (d, J= 8.4 Hz, 1 H, CHNOMe), 4.52 (d,
J=12.8 Hz, | H, ArCHuN), 4.40 (d, J= 12.8 Hz, 1 H, ArCHoN), 4.13 (s, 3 H, OCH),
4.11 (s, 3 H, OCHs), 4.08 (s, 3 H, OCHz), 4.03 (s, 3 H, OCHs), 3.80 (s, 3 H, NOCH3),
3.34-3.28 (m, 1 H, 2-H), 2.85-2.64 (m,, 2 H, 5-H), 2.17-1.73 (m, 2 H, 3-H), 1.56 (m.,

2 H, 4-H) ppm.

13C NMR (100.6 MHz, CDCL3): § = 151.9 (C=N), 149.5 (C.—OMe), 149.2 (C;~OMe),
149.1 (C4-OMe), 148.7(C—OMe), 130.3 (Cy), 126.3 (Cy), 125.2 (Cy), 125.1 (Cy), 124.1
(Cy), 122.9 (Cy), 109.9 (CH), 106.8 (CH), 102.8 (CH), 102.7(CH), 63.2 (NOCH3), 61.5
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5.2 REAKTIONSVORSCHRIFTEN: PHENANTHRO-ALKALOIDE

(C2'), 56.2 (C5'), 56.1 OCH:), 56.1 (OCHs), 56.0 (OCHs), 55.9 (OCH3), 52.8 (
ArCH:N), 29.7 (C3), 23.1 (C4') ppm.

FTIR (NaCl): ¥ = 2938, 2830, 1620, 1510, 1471, 1438, 1419, 1251, 1147, 1068, 915,
844,783,730 cm™".

MS (EI+ 70 eV): m/z (%) = 516 (11) [M ("Br)]™, 389 (99) [C1oH1s7BrO4]", 311 (42),
195 (20), 82 (4), 80 (3).

HRMS (FAB+): Ber. fiir [C2sH30"”BrN2Os]: m/z = 517.1338, gef.: 517.1318.

(#)-1-[(10-Brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-
yDmethyl|piperidin-2-carbonsauremethylester (rac-202)

MeO

Zu einer stark geriihrten Suspension von 9-Brom-10-(brom-
methyl)-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren 167 (2.00g, 4.25mmol) in abs.
CH>Cl/DMF =1:1 (55.0 mL) werden nacheinander (%)-Pipecolinsduremethylester-
Hydrochlorid (880 mg, 5.31 mmol, 1.25 Aquiv.), dann N.N-Diisopropylethylamin
(1.85mL, 1.37 g, 10.6 mmol, 2.50 Aquiv.) zugegeben und 48 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach dem Entfernen des Losungsmittels i. Vak. und anschlieender Reinigung
des Riickstandes durch Flashchromatographie an Kieselgel (Cyclohexan/Essigsédure-
ethylester = 3:1) wird der MN-alkylierte Aminosdureester in Form eines farblosen

Feststoffes erhalten.

Ausbeute:1.47 g (69%), farbloser kristalliner Feststoff, C26H30BrNOg (532.42 g-mol ™).
Schmp.: 191-193 °C.

Diinnschichtchromatographie: R/= 0.53 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1, 0.5% NEt3).

TH NMR, COSY, NOESY (500 MHz, CDCLs): 6 = 8.32 (s, 1 H, 8-H), 7.83 (s, 1 H,
Aryl-H), 7.74 (s, 1 H, Aryl-H), 7.70 (s, 1 H, Aryl-H), 4.40 (d, J=12.8 Hz, 1 H,
Aryl-CH,'N), 4.37 (d, J= 12.8 Hz, 1 H, Aryl-CH:?N), 4.14 (s, 3 H, OCH), 4.11 (s,
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3 H, OCHs), 4.11 (s, 3 H, OCHs), 4.06 (s, 3 H, OCHs), 3.78 (s, 3 H, CO,CH3), 3.40 mc,
1 H, 2'-H), 2.93 (m,, 1 H, 6'-H"), 2.38 (m., 1 H, 6'-H?), 1.80 (mc, 2 H, 3'-H),
1.64-1.32 (m, 4 H, 4'-H, 5'-H) ppm.

13C NMR, DEPT, HSQC, HMBC (125.8 MHz, CDCls): 6 = 174.6 (CO:Me), 149.6
(C~OMe), 149.3 (C;—OMe), 149.2 (C~OMe), 148.8 (Cq~OMe), 129.7 (Cy) 126.8 (Cy),
125.4 (Cy), 125.0 (Cy), 124.1 (Cy), 123.7 (Cy), 109.9 (CH), 108.2 (CH), 102.8 (CH),
102.3 (CH), 65.3 (C2'), 58.7 (Aryl-CHaN), 56.5 (OCHs), 56.2 (OCH3), 56.0 (OCHs),
56.0 (OCH3), 51.7 CO,CHs), 49.1 (C6'), 30.3 (C3'), 25.7 (C5"), 23.0 (C4') ppm.

Chirale HPLC (NP-1): fr = 6.20 min [(S)-221], 25.3 min [(R)-221],
2-Propanol/n-Hexan = 20:80 (0.0 min) — 35:65 (25.0 min), ChiralPak® AD-H,
1.20 mL-min"!, A =254 £4 nm, T =40 °C.

MS (FAB+): m/z (%) = 531 (10) [M]™, 474 (35) [M — CO:Me + H'], 391 (98), 389
(100), 311 (56).

FTIR (NaCl): ¥ = 2935, 2854, 1652, 1619, 1529, 1510, 1467, 1421, 1249, 1197, 1147,
1068, 915, 844, 730 cm™ .

Elementaranalyse: Ber.: C:58.65% H:5.68% N:2.63%
C26H30BrNOg Gef.. C:58.35% H:5.92% N:2.59%

(S)-1-[(10-Brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-yl)methyl|piperidin-2-

carbonsiuremethylester [(S)-202]
Durchfiihrung: siehe Synthese von rac-202.

167 (261 mg, 555 umol), (5)-220 (125 mg, 694 umol, 1.25
Aquiv.), CH2Cl, (7.0 mL), DIPEA (240 pL, 2.50 Aquiv., 1.38

mmol).
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Ausbeute: 264 mg (89%) an farblosem Ol, C26H30BrNOg (532.42 g-mol ™).
20
Drehwert: [OC]D = +21.1 (¢ 1.00, CHCI3).

Chirale HPLC (NP-2): trr = 6.20 min [(5)-202], >99% ee, 2-Propanol/n-Hexan = 20:80
(0.00 min) — 35:65 (25.0 min), ChiralPak® AD-H, 1.20 mL-min"!, A = 254 +4 nm,
T=40 °C.

Die anderen Daten sind mit denen von (rac)-202 identisch.

(R)-1-[(10-Brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-

yDmethyl|piperidin-2-carbonsauremethylester [(R)-202]

167 (261 mg, 555 pmol), (R)-200 (125 mg, 694 pmol, 1.25

Aquiv.), CH,CL, (7.0 mL), DIPEA (240 pL, 2.50 Aquiv., 1.38

mmol).

Ausbeute: 205 mg (69%), farbloses Ol, C26H30BrNOg (532.42 g'mol ™).
20

Drehwert: [OC]D = —20.8 (¢ 1.00, CHCI5).

Chirale HPLC (NP-2): g = 25.3 min (R-202), >99% ee, 2-Propanol/n-Hexan = 20:80
(0.0 min) — 35:65 (25.0 min), ChiralPak® AD-H, 1.20 mL-min"!, A = 254 +4 nm,
T=40 °C.

Die anderen Daten sind mit denen von rac-202 identisch.
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(rac)-1-[(10-Brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-

yDmethyl]piperidin-2-carbonséaureisopropylester (rac-201)

Zu einer stark geriihrten Suspension von 9-Brom-10-(brom-

methyl)-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren (167, 1.10 g,
2.34 mmol) in Dichlormethan/DMF = 1:1 (30.0 mL) werden
nacheinander (+)-Pipecolinsdureisopropylester-Hydrochlorid (199, 608 mg, 2.93 mmol,
1.25 Aquiv.) sowie N.N-Diisopropylethylamin (1.02 mL, 5.85 mmol, 2.50 Aquiv.)
zugegeben und erst 15 h bei Raumtemperatur, danach 3 h bei 45 °C geriihrt. Nach dem
Entfernen des Losungsmittels i. Vak. und anschlieBender Reinigung des Riickstandes
durch Flashchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Ethylacetat=3:1) wird der N-

alkylierte Aminosdureester in Form eines farblosen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 830 mg (63%), farbloser kristalliner Feststoff, CogH34BrNOg
(560.49 g-mol™).

Schmp.: 180.9-182.1 °C.
Diinnschichtchromatographie: Rr = 0.59 (Petrolether/Ethylacetat = 1:1, 0.5% NEt3).

TH NMR, COSY, NOESY (400 MHz, CD>Cl,): d =8.31 (s, 1 H, 8—H), 7.83 (s, 1 H,

Aryl-H), 7.78 (s, | H, Aryl-H), 7.74 (s, | H, Aryl-H), 4.48 (d, J= 13.4 Hz, 1 H,

Aryl-CH,'N), 4.35 (d, J= 13.4 Hz, 1 H, Aryl-CH:>N), 4.09 (s, 3 H, OCH3), 4.08 (s,

3 H, OCH3), 4.07 (s, 3 H, OCHs), 4.02 (s, 3 H, OCH), 5.13 (sep, 1 H, 2"~H), 3.22 (m.,

1 H, 2'-H), 2.97-2.90 (m, | H, 6'-H"), 2.43-2.34 (m, 1 H, 6'~H?), 1.88-1.72 (m, 2 H,
"_H), 1.64-1.54 (m, 2 H, 4-H"), 1.51-1.40 (m, 3 H, 4-H2, 5-H), 1.31 (d, J=5.9 Hz,

3H, 1"-H), 1.29 (d, J= 5.9 Hz, 3 H, 3"—H) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CD,CL): 6 = 173.2 (CO2'Pr), 149.7

(C~OMe), 149.4 (C;~OMe), 149.4 (C~OMe), 149.0 (Cq~OMe), 129.8 (Cy) 126.7 (Cy),
125.2 (Cy), 124.8 (Cy), 124.0 (Cy), 123.4 (Cy), 109.7 (CH), 108.3 (CH), 102.9 (CH),
102.4 (CH), 67.7 (C2"), 65.2 (C2'), 58.3 (Aryl-CHaN), 56.2 (OCHz), 56.0 (OCHz),
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55.8 (OCHs), 55.8 (OCH3), 48.9 (C6'), 30.0 (C3"), 25.7 (C5"), 22.8 (C4"), 21.8, 21.6
(C1", C3") ppm.

MS (ESI+): m/z (%) = 560.2 (100) [M + H]*, 389.0 (12).

FTIR (ATR): ¥ =2933, 2853, 1651, 1620, 1523, 1511, 1465, 1420, 1250, 1197, 1147,
1067, 918, 843, 729 cm™.

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C2sH3s"’BrNOs]: m/z = 560.1648, gef.: 560.1633..

1-[(10-Bromo-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-yl)methyl]-N-methoxy-/V-
methylpiperidine-2-carboxamide (207)

Zu einer stark geriihrten Suspension von 9-Brom-10-(brom-

methyl)-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren 167  (2.35 g,

5.00 mmol) in abs. DMF (75.0 mL) werden nacheinander 206
(1.79 g, 6.25 mmol, 1.25 Aquiv.) sowieTriethylamin (1.74 mL, 12.5 mmol, 2.50 Aquiv.)
zugegeben und 12 h bei 7= 50 °Cgeriihrt. Nach dem Entfernen des Ldsungsmittels
1. Vak. und anschlieBender Reinigung des Riickstandes durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Petrolether/Ethylacetat = 2:1—1:1) wird das N-alkylierte Amid in Form eines

farblosen Ols erhalten.
Ausbeute:2.29 g (81%), farbloses Ol, C27H33BrN2Og (561.47 g-mol ™).
Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.53 (Petrolether/Ethylacetat = 1:2, 0.5% NEt3).

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8.67 (s, 1 H, Aryl-H), 7.85 (s, 1 H, Aryl-H), 7.78 (s,
1 H, Aryl-H), 7.72 (s, 1 H, Aryl-H), 4.39 (d, /= 12.2 Hz, 1 H, Aryl-CH>'N), 4.30 (d,
J=12.2Hz, 1 H, Aryl-CH>*N), 4.15 (s, 3 H, OCHs), 4.14 (s, 6 H, OCH3), 4.10 (s, 3 H,
OCH»), 3.74 (s, 3 H, NOCHs»), 3.50 m, 1 H, 2'-H), 3.25 (NCH3), 2.93 (m., 1 H, 6'-H"),
2.34 (m¢, 1 H, 6'-H?), 1.90-1.67 (m, 3 H, CH>), 1.52-1.34 (m, 3 H,CH>) ppm.
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13C NMR, DEPT, HSQC, HMBC (125.8 MHz, CDCL): § = 174.7 (CONMeOMe),
149.4 (C.—OMe), 149.3 (Co—OMe), 149.0 (C.—OMe), 148.9 (C.—OMe), 129.0 (Cy)
127.0 (Cy), 125.4 (Cy), 124.9 (Cy), 123.8 (Cy), 123.4 (Cy), 109.8 (CH), 109.0 (CH),
102.8 (CH), 102.0 (CH), 62.9 (C2"), 61.5 (NOCH3), 58.5 (Aryl-CH:N), 56.2 (OCH3),
55.9 (3 x OCH3) 50.2 (C6'), 32.4 (NCH3), 29.7 (C3'), 25.7 (C5'), 23.6 (C4") ppm.

FTIR (ATR): ¥ =2935, 1665, 1619, 1510, 1469, 1421, 1257, 1198, 1149, 1069, 983,
916, 844, 730 cm™ .

MS (ESIH): m/z (%) = 561.2 (100) [M + H]*.

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C2sH34”BrN2Og]: m/z = 561.1600, gef.: 561.1610.

(rac)-1-[(10-Brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-yl)methyl]piperidin-2-
carboxaldehyd (203)

Zu einer Losung des Amids 207 (842 mg, 1.50 mmol) in
Toluol (25.0 mL) wird Diisobutylaluminiumhydrid (6.25 mL,

7.50 mmol, 5.00 Aquiv.,1.2M in Toluol) tropfenweise

(tzugabe = 30 min) bei 7'=—78 °C zugegeben. Es wird so lange bei dieser Temperatur

geriihrt, bis kein Edukt mehr nachzuweisen ist (60 min, DC-Kontrolle) Bei

vollstindigem Umsatz wird zuerst bei 7'=—78 °C vorsichtig Methanol (880 pL)

zugetropft, dann die Mischung auf 7=0 °C erwiarmt und schlieBlich eine gesittigte

NH4CI-Losung (2.57 mL) zugetropft. Nach Verdiinnen mit frischem Toluol (20 mL) und

15 min Riithren bei Raumtemp. wird wasserfreies Na>SO4 hinzugegeben und weitere

15 min geriihrt. Vakuumfiltration (Glasfritte, PorengroBe 4) und anschlieBendes Ent-

fernen des Losungsmittels 1. Vak. #* liefert den gewiinschten Aminoaldehyd als

gelblichen, schmierigen Feststoff, der entweder direkt weiter umgesetzt oder bei

T < -24 °C autbewahrt wird.?22

“%Z Sehr lichtempfindlich.
222 Bej Lagerzeiten bis 3 Monaten wurde keine Zersetzung/Racemisierung festgestellt.
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Ausbeute: 753 mg (quant.), gelblicher, schmieriger Feststoff.

Diinnschichtchromatographie: R-= 0.75 (Petrolether/Ethylacetat = 1:2,

2,4-Dinitrophenylhydrazin als Farbereagenz).

IH NMR, (400 MHz, CDCls): 6 = 9.53 (d, J = 2.8 Hz, CHO), 8.08 (s, | H, Aryl-H),
7.80 (s, 1 H, Aryl-H), 7.70 (s, 1 H, Aryl-H), 7.67 (s, | H, Aryl-H), 4.42 (d,

J=12.8 Hz, 1 H, Aryl-CH,'N), 4.29 (d, J= 12.8 Hz, 1 H, Aryl-CH»*N), 4.14 (s, 3 H,
OCH), 4.13 (s, 3 H, OCHz), 4.09 (s, 3 H, OCHs), 4.08 (s, 3 H, OCH3), 3.10 (dt,
J=9.5,2.8 Hz, 2'~H), 2.91 (me, 1 H, 6'—H"), 2.43 (m¢, 1 H, 6'—F2), 1.70 (me, 1 H,
CH>), 1.56 (mc, 2 H, CH>), 1.41 (me, 2 H, CH>) ppm.

13C NMR, DEPT, HSQC, HMBC (100.6MHz, CDCls): § = 202.7 (CHO), 149.6
(C4~OMe), 149.2 (C4—OMe), 149.1 (C4~OMe), 148.6 (C4-OMe), 129.1 (Cy) 126.5 (Cy),
125.3 (Cy), 124.8 (Cy), 124.1 (Cy), 124.1 (Cy), 109.8 (CH), 107.4 (CH), 102.6 (CH),
102.4 (CH), 71.2 (C2'), 59.2 (Aryl-CH:N), 56.2 (OCHs), 56.0 (3 x OCHs), 50.7 (C6'),
26.1 (C3"), 25.2 (C5"), 23.0 (C4") ppm.

FTIR (ATR): ¥ =2935, 1729, 1618, 1506, 1465, 1437, 1419, 1247, 1196, 1172, 1069,
844, 803, 782 cm™!.

MS (ESIH): m/z (%) = 502.2 (100) [M ("Br) + HJ".

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C2sHas””BrNOsNa]: m/z = 524.1049, gef.: 524.1057.

N-{1-[((10-Brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-yl)methyl)piperidin-2-

yllmethylen}-2-phenylaziridin-1-amin (208)

Die Synthese des N-Aziridinylimins 208 erfolgt nach der
allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Bildung von Hydrazonen

(siehe Synthese von (S5)-192.
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Aldehyd (203) (680 mg, 1.36 mmol), CH>Cl, (15.0 mL), Natriumacetat (234 mg,
2.85 mmol, 2.10 Aquiv.), Aminoaziridin (187) (526 mg, 2.72 mmol, 2.00 Aquiv.).

Reinigung: Schnelle Flashchromatographie an Kieselgel mit sehr kurzer Sdule, wegen
der Instabilitdt und raschen gelbfarbung der Substanz in Losung (Toluol/Ethyl-

acetat = 3:1). Die Identitit der Substanz wird per HPLC/MS {iberpriift und dann sofort
weiter eingesetzt, kann aber tiber kurze ZeitP? bei tiefer Temperatur (7 < —24 °C) unter

Lichtausschluss aufbewahrt werden.

(Roh)Ausbeute: 453 mg (54%, Diastereomerengemisch), gelbliches Ol, C33H36BrN;O4
(618.57 grmol ™).

Diinnschichtchromatographie: R,=0.61 (Petrolether/Ethylacetat = 1:1, 0.5%NEt3).

RP-HPLC/MS (Agilent 1200): fz= 4.2 min, MeCN/H,0 (30mM NH4OAc) = 25:75
(0.00-0.10 min) — 80:20 (3.00 min), Cis (50 x 2.1 mm), 0.80 mL-min"", 7= 40 °C.

MS (ESI+): m/z (%) = 618.3 (100) [M ("Br) + H]*.

1-tert-Butyl-3-methyl-4-[(10-brom-2,3,6,7-tetramethoxyphenanthren-9-

yl)methyl]piperazin-1,3-dicarboxylat (211)

Die Synthese erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift

zur Alkylierung von Aminoséurestern (siehe Synthese von

(S)-172).

167 (250 mg, 532 umol), Dichlormethan (15 mL), 4-Boc-Piperazin-2-
carbonsiuremethylester (162 mg, 665umol, 1.20 Aquiv.) DIPEA (1.20 Aquiv.,
665 umol, 116 pL).

bbb 1yag langste getestete Zeitintervall betrug eine Woche. Nach dieser Zeit war bereits eine geringfiigige
Gelbfarbung zu beobachten.
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Die Reinigung erfolgt durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Petrolether/Ethylacetat = 3:1—3:2).

Ausbeute: 334 mg (99%) an farblosem Ol. C30H37BrN>Os (633.64 g-mol™")
Diinnschichtchromatographie: R-= 0.23 (Petrolether/Ethylacetat = 1:1).

TH NMR, COSY (600 MHz, CDsCN, T =60 °C): § = 7.97 (s, | H, Aryl-H), 7.96 (s,

1 H, Aryl—H), 7.92 (s, 1 H, Aryl-H), 7.87 (s, | H, Aryl-H), 4.60 (d, J= 12.8 Hz, 1 H,
Aryl-CH,'N), 4.53 (d, J = 12.8 Hz, 1 H, Aryl-CH2N), 4.09 (s, 3 H, OCH3), 4.08 (s,

3 H, OCH3), 4.02 (s, 3 H, OCHs), 4.00 (s, 3 H, OCH3), 3.88 (me, 1 H, CH>) 3.75(s, 3 H,
CO,CHs), 3.55 (me, 1 H, 2'—H), 3.43 (m., 1 H, CH), 3.38 (me, 1 H, CH), 3.21 (m.,

1 H, CH>), 3.10 (i, 1 H, CH>) 2.55 (e, 1 H, CH>), 1.41 (s, 9 H, (CH3); ppm.

13C NMR, DEPT, HSQC, HMBC (151 MHz, CDsCN, T =60 °C): 6 = 207.3 (C=0)
173.0 (C=0), 151.6 (C4~OMe), 151.1 (2 xC;~OMe), 150.3 (C4~OMe), 130.2 (Cy)
127.6 (Cy), 126.8 (Cy), 125.9 (Cy), 125.6 (Cy), 124.5 (Cy), 111.1 (CH), 108.9 (CH),
105.3 (CH), 105.0 (CH), 58.5 (CH), 57.2 (Aryl-CH,N), 57.2 (OCH3), 57.0 (OCH3),
56.8 (2 x OCHs), 50.2 (CH), 47.8 (2 x CHa), 31.0 (CH,), 28.7 ((CH3)3) ppm.

MS (ESI+): m/z (%) = 633.2 (100) [M ("°Br) + HJ".
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5.2.5 Radikalcyclisierungen

5.2.5.1 Ringschluss durch Angriff auf C=N-NR;

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir Radikalcyclisierungen mit AIBN und
Hydriddonoren am Beispiel von (8)-(+)-Tylophorin [(5)-65]
(Tabelle 2.3, Eintrag 7)

Eine Losung von AIBN (5.42 mg, 33.0 umol, 25.0 mol-%) in

Toluol (5.00 mL) wird unter komplettem Lichtausschluss iiber
einen Zeitraum von 20 h (Spritzenpumpe, Rate: 0.25 mL-h™!) zu
einem bei 7=80°C riihrenden Gemisch aus dem vom 2-Phenyl-1-aminoaziridin
abgeleiteten Hydrazon (S5)-192 (80.0 mg, 132 pmol) und Ph3SnH (92.7 mg, 264 pmol,
2.0 Aquiv.) in sauerstofffreiem Toluol (20 mL) getropft. Nach beendeter Zugabe wird
weitere 2 h bei dieser Temperatur geriihrt und anschlieBend die Mischung i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Flashchromatographie an Kieselgel [1) 2-Methyl-2-pentan
(500 mL), 2) CHCl3/MeOH = 25:1] liefert das Alkaloid als nahezu farblosen Feststoff.

Ausbeute: 31.7 mg (61%), Rr= 0.30 (CHCIl3/MeOH = 20:1), farbloser Feststoff,
C24H27NO4 (393.48 g'mol ).

65 ist in chloroformhaltigen Losungen duBlerst Lichtempfindlich; die Oxidation zum
gelben, quartiren Ammoniumsalz 225 findet in Gegenwart geringster Mengen an
Sauerstoff durch Lichteinwirkung [Zimmerbeleuchtung, Polarimeter (A = 546, 578 nm)]

innerhalb weniger Minuten statt.!88

Diinnschichtchromatographie: R = 0.30 (CHCl;/MeOH = 20:1).
UV/VIS: Amax = 257, 286 nm.

RP-HPLC/MS (Agilent 1200): fr = 2.8 min, H>O (15 mM NH4HCO3)/Acetonitril =
80:20 (0.00-0.30 min) — 20:80 (3.00 min), Cig (50 x 2.1 mm), 1.00 mL-min™",
T =50 °C, A =286+4 nm.
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Chirale HPLC (NP-1): frr = 11.2 min [(S)-65], 13.6 min [(R)-65], >99% ee,
2-Propanol/n-Hexan = 20:80 (0.0 min) — 35:65 (25.0 min), ChiralPak® AD-H,
1.20 mL-min"!, A = 254 +4 nm, T'= 40 °C, siehe Abb. A.2.2.

Chirale HPLC/MS (Agilent 1200): tx = 9.7 min (S-65), 12.6 min (R-65),
Methanol/Ethanol = 90:10, ChiralPak® AD-H, 0.90 mL-min"!, 7= 40 °C,
A =254 +4 nm.

Schmp.: 280-283 °C, Lit.: 284-286 °C,”> 282-284 °C.7

22 25
Drehwert: [t} = +78.9 (¢ 0.50, CHCLy), Lit.: | =+74.5 (¢ 1.0, CHCl), 1
25
[05][) =-76.0 (Enantiomer, ¢ 0.10, CHCl3).2°

IH NMR, COSY, NOESY (400 MHz, CDCls): 5§ =[7.83 (s, 1 H), 7,82 (s, 1 H), 4-H,
5-H],7.31(s, 1 H, 1-H), 7.16 (s, | H, 8-H), 4.62 (d,J= 14.7 Hz, 1 H, 9-H"), 4.11 (s,
6 H, 2 x OCHz), 4.05 (s, 3 H, OCH3), 4.04 (s, 3 H, OCHs), 3.67 (d, J= 14.7 Hz, 1 H,
9P, 3.48 (pseudo-t, Jupp. = 8.5 Hz, 1 H, 11-H"), 3.37 (dd, J= 15.8 Hz, 2.4 Hz, 1 H,
14-H"), 2.91 (me, 1 H, 14-H?), 2.54-2.43 (m, 2 H, 13a-H, 11-H?), 2.30-2.21 (m, 1 H,
13-H',2.20-1.90 (m, 2 H, 12-H), 1.84-1.72 (m, 1 H, 13-H2) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CDCL): § = 148.9 (C;~OMe), 148.9
(C4~OMe), 148.7 (C,—OMe), 148.6 (Co—OMe), 126.5 (Cy), 126.2 (C4a), 126.0 (Cy),
124.5 (Cy), 123.8 (Cy), 123.6 (Cy), 104.1 (C1), 103.6, 103.5 (C4, C5), 103.3 (C8), 60.4
(C13a), 56.2 (2 x OCH3), 56.1 (OCH3), 56.0 (OCH3), 55.3 (C11) 54.2 (C9), 34.0 (C14),
31.4 (C13), 21.8 (C12) ppm.

FTIR (NaCl): ¥ =2932, 2830, 1618, 1514, 1470, 1426, 1246, 1211, 1045, 1017, 841

cm L,

MS (EI+ 70 eV): m/z (%) = 393 (29) [M]*, 324 (100) [C20H2004]", 309 (5), 196 (6),
162 (7), 97 (7), 84 (14), 69 (3) [C4H7N]+ cce

€¢¢ Die Fragmente mit den Signalen m/z = 324 (EI+) bzw. m/z = 325 (ESI+) und m/z = 69 entstehen in
einer [4+2]-Cycloreversion (retro-DI1ELS- AL DER -Reaktion).
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MS (ESI+): m/z = 394.2 (100) [M + H]".

MS? (ESI+, MS—MS?—MS?): m/z (%) =394.2 (100) [M + H]" —
325.1 (100) [C20H2104]" — 295 (70) [Ci9H1903]", 281 (100) [Ci1sH1703]".

HRMS (FAB+): Ber. fiir [C24HosNO4]: m/z = 394.2018, gef.: 394.2009.

(R)-Tylophorin [(R)-65]

(R)-Tylophorin wird nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift fiir

Radikalcyclisierungen erhalten (Tabelle 2.3, Eintrag 6)

(R)-192 (47.0 mg, 77.7 pumol), BusSnH (41.7 uL, 155 pmol, 2.0
Aquiv.), Toluol (14.0 mL), AIBN (3.19 mg, 0.25 Aquiv., 19.4 pmol)

Ausbeute: 13.7 mg (45%)

22 25
Drehwert: [05]1) =—=73.0 (c 0.50, CHCl5), Lit.: [CY]D =-76.0 (Enantiomer, ¢ 0.10,
CHCI3).2°

Schmp.: 277-279 °C, Lit.: 284-286 °C,” 282-284 °C.7

Chirale HPLC (NP-1): fr = 13.3 min (R-65), 93 % ee, 2-Propanol/n-Hexan = 20:80
(0.0 min) — 35:65 (25.0 min), ChiralPak® AD-H, 1.20 mL-min"!, A = 254 +4 nm,
T=40°C

Dia anderen analytischen Daten sind mit denen des (S)-Enantiomers [(S)-65] identisch.
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(rac)-7-Methoxycrypropleurin (143)

Die Synthese erfolgt nach der Allgemeinen Arbeitsvorschrift

fiir Radikalcyclisierungen (Tabelle 2.5, Eintrag 8).

208 (100 mg, 162 pmol), BusSnH (51.5 uL, 194 umol, 1.20 Aquiv.), Toluol (20.0 mL),
AIBN (5.32 mg, 0.20 Aquiv.,32.4 pmol).

Reinigung: 1. Flashchromatographie an Kieselgel [1) Pentan (500 mL),
2) CHCI3/MeOH = 25:1)], 2. Praparative HPLC:

Ausbeute: 14.5 mg (22%), farbloser Feststoff , C2sH2o0NO4 (407.51 g-mol™).
Diinnschichtchromatographie: Ry = 0.28 (CH2Cl2/MeOH = 20:1).
Schmp.: 242-246 °C, Lit.: 246-247 °C.%3

HPLC (Préap 100): tr = 8.1 min, n-Hexan/Ethanol = 80:20 (0.0 min) —50:50
(15.0 min), NUCLEODUR® (125 x 21.2 mm), 21.2 mL'min"!, 7= 21 °C.

Chirale HPLC (NP-2): fr = 13.7 min (S-143), 16.2 min (R-143), 100% Methanol ,
ChiralPak® AD-H, 0.70 mL-min™!, 7= 40 °C, A = 283 +4 nm.

'H NMR, COSY (400 MHz, CDCl3): 6 =7.76 (s, 1 H, Ar—H), 7.75 (s, 1 H, Ar-H), 7.17
(s, 1 H, Ar-H), 7.05 (s, 1 H, Ar—-H), 4.30 (d, J=15.4 Hz, 1 H, 9-H"), 4.08 (s, 6 H,

2 x OCH3), 4.02 (s, 3 H, OCHs3), 4.01 (s, 3 H, OCH3), 3.52 (d, J = 15.4 Hz, 1H, 9-H"),
3.26 (d,J=11.5Hz, 1 H, 11-H"), 3.06-2.95 (m, 1 H, CH>), 2.90-277 (m, 1 H, CH>),
2.37-2.22 (m, 2 H, 14a-H, 11-H?), 2.05-1.70 (m, 4 H, CH>), 1.58—1.33

(m, 2 H, CH>) ppm.

13C NMR, HMBC, HSQC (100.6 MHz, CDCls): § = 148.7 (2 x Co—OMe), 148.5

(C4 OMe), 148.3 (C,. OMe), 125.2, 125.1, 124.8, 123.9, 123.5, 123.4 (6 x C,), 103.9,
103.5, 103.3, 103.0 (4 x CH), 57.5 (Cl4a), 56.4 (C11), 56.2 (C9), 56.1 (2 x OCHs), 56.0
(2 x OCH3), 34.7 (CHa), 33.7(CHa), 26.0 (CH,), 24.4 (CH,) ppm.
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FTIR (ATR): v =2928, 2829, 1615, 1511, 1466, 1423, 1244, 1209, 1041, 1017, 837,
769, 725 cm™ .

MS (ESI+): m/z= 408.2 (100) [M + HJ".
MS? (ESI+, MS—MS?): m/z (%) = 408.2 (100) [M + H]* — 325.1 (100) [C20H2104]"

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C25sH30NO4]: m/z = 408.2175, gef.: 408.2167.

5.2.5.2 Ringschluss durch Angriff auf C=N-OR
(13a8,145)-(+)-14-(N-Methoxyamino)tylophorin (194)
Tabelle 2.4, Eintrag 1:

Eine Losung aus AIBN (3.81 mg, 23.2 umol, 20 mol-%) in Benzol

(2.05mL) wird mit einer konstanten Rate von 0.15 mL-h’!

(Spritzenpumpe) iiber einen Zeitraum von 13.5 h bei 7= 80 °C zu
einer Mischung des Oxims (5)-184 (60.0 mg, 116 umol) und Tri-n-
butylzinnhydrid (40.5 mg, 37.0 uL, 139 pmol, 1.20 Aquiv.) in Benzol (10.0 mL)
getropft. Nach beendeter Zugabe wird weitere 24 h bei dieser Temperatur geriihrt. Nach
Abkiihlen auf Raumtemperatur und Entfernen des Losungsmitttels i. Vak. wird der
Riickstand durch Flashchromatographie an Kiesegel gereinigt: Zunédchst werden die
nichtbasischen Anteile (Ausgangsmaterial, Dehalogenierungsprodukt) mit einer
Mischung aus Cyclohexan/Ethylacetat =1:1 (1% TFA) eluiert (DC-Kontrolle). Die
gewlinschte Zielverbindung wird mit einer Mischung aus Cyclohexan/EtOAc =3:1
(1% NEt3) eluiert. Nach Entfernen des Losungsmittels i. Vak. wird der Riickstand in
EtOAc gel6st (20 mL), mit wissriger 10%-iger Na;CO3-Losung (2 x 10 mL) gewaschen,

iber Na>SOs.getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit.494

4dd Das Waschen mit Na>CO3 dient der Entfernung des bei der Chromatographie gebildeten
Ammoniumtrifluoracetat.
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Tabelle 2.4, Eintrag 2:

Triethylboran (516 pmol, 516 uL, 4.0 Aquiv.,, 1M in Hexanfraktion) wird bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss und iiber einen Zeitraum von ¢ = 4 h, mit Hilfe
einer Spritzenpumpe (130 uL-h™"), zu einer Losung des Oxims (S)-184 (67.0 mg,
129 umol) und TTMSS (80.0 uL, 258 pmol, 2.00 Aquiv.) in trockenem und
sauerstofffreiem Benzol (25 mL) getropft. AnschlieBend wird mit einer Kaniile
vorsichtig Luft (2.0 mL) knapp iiber die Oberfliche der Reaktionsmischung injiziert. Es
wird 15h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird entfernt und der
Riickstand durch Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt. Zunédchst werden die
nichtbasischen Anteile (Ausgangsmaterial, Dehalogenierungsprodukt) mit einer
Mischung aus Cyclohexan/Ethylacetat =1:1 (1% TFA) eluiert (DC-Kontrolle). Die
gewlinschte Zielverbindung wird mit einer Mischung aus Cyclohexan/EtOAc = 3:1
(1% NEt3) eluiert. Nach Entfernen des Losungsmittels i. Vak. wird der Riickstand in
EtOACc gelost (20 mL), mit wéssriger 10%-iger Na>COs-Losung (2 x 10 mL) gewaschen,

tiber NaxSOq.getrocknet und 1. Vak. vom Losungsmittel befreit.
Ausbeute: 36.0 mg (64%), gelb-orangefarbenes Ol, C2sH30N20s (438.52 g-mol™").

Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.47 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1, 0.5%
HNE®D).

27
Drehwert: [05]0 = +58.2 (¢ 0.50, CHCl»).

IH NMR, COSY, NOESY (400 MHz, CDCLs): 6 = 7.80 (s, 1 H, 5-H), 7.79 (s, 1 H,
4-H),7.75 (s, 1 H, 1-H), 7.16 (s, 1 H, 8-H), 5.82 (sor. 1 H, NHOMe), 4.77 (d,
J=4.0Hz, 1 H, 14-H), 447 (d,J=14.6 Hz, 1 H, 9-H"), 4.11 (s, 3 H, OCH3), 4.11 (s,
3 H, C.-OCH3), 4.06 (s, 3 H, 2-OCHs), 4.04 (s, 3 H, 7-OCHs), 3.79-3.69 (m, 1 H,
91, 3.56 (s, 3 H, NHOCH3), 3.36-3.30 (m, 1 H, 11-H"), 2.72 (ser, | H, 13a-H),
2.60-2.42 (m, 2 H, 11-F2, 13-H"), 2.05-1.85 (m, 3 H, 12-H, 13-/2) ppm.

€¢¢ Das Waschen mit NaxCO3 dient der Entfernung des bei der Chromatographie gebildeten
Ammoniumtrifluoracetat.
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13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CDCls): 6 = 149.3 (C,~OMe), 149.0
(C—OMe), 148.7 (C.—OMe), 148.6 (C.—OMe), 130.0 (C8a), 125.1 (Cy), 124.7 (Cy),
124.6 (Cy), 124.4 (C14b), 124.3 (C8b), 105.9 (C1), 103.7 (C8), 103.53, 103.51 (C4,
C5), 68.0 (C13a), 63.4 (C14), 62.2 (NHOCH3), 56.2 (OCH3), 56.1 (OCH3), 56.1
(OCH3), 56.0 (OCHz), 54.6 (C11), 53.5 (C9), 31.8 (C13), 22.3 (C12) ppm.

FTIR (NaCl): ¥ =2933, 1620, 1511, 1471, 1423, 1251, 1211, 1197, 1146, 1045, 1018,
840, 752 cm ™.

MS (EI+ 70eV): m/z (%) = 438 (7) [M]™, 425 (10), 407 (42) [M — MeO™T*, 338 (100)
[C20H20NO4]™, 322 (5). 188 (5), 70 (4).

MS (ESI+): m/z (%) = 439.2 (100) [M + H]*

HRMS (FAB+): Ber. fiir [C2sH31N20s]: m/z =439.2233, gef.: 439.2228.

5.2.5.3 Ringschluss durch Angriff auf C=0
(13a8,145)-14-Acetoxytylophorin (197)

Triethylboran (246 pmol, 246 pL, 3.0 Aquiv., 1M in Hexan-

fraktion) wird bei Raumtemperatur, unter Lichtausschluss, iiber

einen Zeitraum von fzugbe = 5 h zu einer Losung des Aldehyds OMe

(8)-177 (41.3mg, 129 umol) und Tri-n-butylzinnhydrid (42.0 uL, 164 pmol,
2.00 Aquiv.) in trockenem und sauerstofffreiem Benzol (15 mL) getropft. AnschlieBend
wird mit einer Kaniile vorsichtig Luft (2.0 mL) knapp iiber die Oberfliche der
Reaktionsmischung injiziert. Es wird 5.5h bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Losungsmittel wird entfernt und der Riickstand in Acetanhydrid gel6st (2.0 mL) und mit
Pyridin (1.0 mL) versetzt. Es wird 15 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird
das Losungsmittel 1. Vak. entfernt und der Riickstand dreimal mit Toluol (je 25 mL)
versetzt und das Losungsmittel jeweils 1. Vak entfernt. Die Reinigung erfolgt mittels
Flashchromatographie an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1, 0.5% NEt).
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AnschlieBend wird das erhaltene Produkt, zur Entfernung noch vorhandener

Zinnorganyle zwischen Acetonitril und Pentan verteilt.

Ausbeute: 13.0 mg (35%), farbloser, schmieriger Feststoff, C26H29NOs,
(451.52 g'mol ™), extrem instabil, firbt sich an der Luft rasch gelb (in reiner Form und

in Losungen).
Diinnschichtchromatographie: Rr= 0.13 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1, 0.5% NEt).

27 _ 27
Drehwert: [05]0 = +25.2 (¢ 0.50, CHCI3,0.0 min) — [O{]D = +3.5 (¢ 0.50, CHCls,
3.0 min).

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.83 (s, 1 H, 4-H oder 5—H), 7.82 (s, 1 H, 4-H oder
5-H),7.40 (s, 1 H, 1-H), 7.21 (s, 1 H, 8-H), 6.73 (d,J =2.2 Hz, 1 H, 14-H), 4.81 (d,
J=15.1Hz, 1 H,9-H"), 4.13 (s, 3 H, OCHj), 4.11 (s, 3 H, OCH3), 4.05 (s, 3 H,
OCH3), 3.98 (s, 3 H, OCH3), 3.65 (d, J=15.1 Hz, 1 H, 9-H?), 3.54 (dt, J= 8.2, 2.2 Hz,
11-H"), 2.74 (m., 1 H, 13a-H), 2.47 (q,J = 8.7 Hz, 1 H, 11-H?), 2.17 (s, 3H, CH3CO»),
2.04-1.83 (m, 3 H, 12-H, 13—-H"), 1.69-1.61 (m, 1 H, 13—H?) ppm.

I3C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CDCls): 6 = 172.0 (OAc), 149.7 (Cq4OMe),
149.4 (C4—OMe), 149.1 (C4—OMe), 148.9 (C4—OMe), 129.6, 125.4, 125.1, 124.4, 124.2,
123.6 (6 < Cy), 104.2, 103.8 103.5, 103.4 (4 x CH), 67.2 (C14), 63.7 (C13a), 56.2
(OCHa3), 56.2 (OCH3), 56.2 (2 x OCH3), 55.01 (C11), 54.1 (C9), 25.5 (C13),

21.7 (C12) ppm.

FTIR (NaCl): ¥ =2932, 1721, 1613, 1513, 1468, 1426, 1246, 1148, 1040, 1017, 914,
837,777,728 cm™ .
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(¥)-Tylophorin (rac-65)

Triethylboran (1.02 mmol, 1.02 mL, 10.0 Aquiv., 1 M in Hexan-

fraktion) wird bei 7= —78 C, unter Lichtausschluss, iiber einen

Zeitraum von fzugabe = 5 h zu einer Losung des Aldehyds (R)-177
(51.7 mg, 102 pmol) und Tri-n-butylzinnhydrid (55.1 pL, 204 pmol, 2.00 Aquiv.) in
trockenem und sauerstofffreiem Toluol (15 mL) getropft. AnschlieBend wird mit einer
Kaniile vorsichtig Luft (2.0 mL) knapp iiber die Oberfliche der Reaktionsmischung
injiziert. Es wird 48 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird entfernt. Der
Riickstand wird in CH2Cl> gelost und nach dem Abkiihlen auf 7=—15 °C werden
Triethylsilan (49.0 uL, 306 pmol, 3.00 Aquiv.) und BF;-OEt; (129 pL, 1.02 mmol, 10.0
Aquiv.) hinzugegeben. Es wird 15 h bei Raumtemperatur geriihrt, dann mit CHCl;
(20 mL) verdiinnt, anschlieBend mit ges. NaxCO3-Losung (25 mL) und Wasser (25 mL)
gewaschen. Nach dem Trocknen iibr Na>SO4 wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und
der Riickstand durch Flashchromatographie an Kieselgel (CHCI;/MeOH = 25:1

gereinigt.
Ausbeute: 14.0 mg (35%) an rac-65 in Form eines nahezu farblosen Feststoffes.

Alle analytischen Daten entsprechen denen von (5)-65 und (R)-65.
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5.2.6 2,3,6-Trimethoxyphenanthrenderivate

2-Brom-4,5-dimethoxybenzaldehyd (214)

Zu einer Losung von Veratrumaldehyd 163 (10.0 g, 60.2 mmol) in 1CHO 5
;
Methanol (100 mL) wird unter Kiihlung und starkem Riihren tropfenweise ;
MeO
Br2 (3.40 mL, 66.2 mmol) dazugegeben. Die Innentemperatur soll 40 °C OMe

nicht tibersteigen. Nach vollendeter Zugabe wird 15 h bei Raumtemperatur geriihrt und
anschlieBend das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Zum Riickstand wird unter Rithren H>O
(50 mL) hinzugegeben, wobei das Produkt als gelber Niederschlag anfillt, der durch
Vakuumfiltration (Keramik-Fritte, Por. 4) abgetrennt und anschlieend erst mit Wasser
(225 mL), danach mit Methanol (15 mL) gewaschen wird. Der so gewonnene, leicht
gelbe, Feststoff wird aus Ethanol umkristallisiert und in Form farbloser Nadeln erhalten.
Nachdemd das Produkt durch Filtration abgetrennt ist, wird die Mutterlauge vom
Losungsmittel befreit und der Riickstand erneut umkristallisiert. Dieser Prozess wird so

lange wiederholt, bis die Mutterlauge kein kristallisierendes Produkt mehr enthilt (3 X).
Ausbeute: 12.4 g (84%), Lit.: 91% farblose Nadeln,'3® CoHoO3Br (245.07 grmol ™).
Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.60 (Petrolether/Ethylacetat = 10:1).

Schmp.: 144-146 °C, Lit.: 143-145 °C.'®

IH NMR (400 MHz, CDCL): 8 = 10.17 (s, 1 H, CHO), 7.39 (s, 1 H, 3-H), 7.04 (s, 1 H,
6-H), 3.95 (s, 3 H, OCHs), 3.91 (s, 3 H, OCH3) ppm.

13C NMR (75.5MHz, CDCls: § = 190.8 (CHO), 154.4 (C4), 148.8 (C5), 126.44 (C1),
120.4 (C3), 115.4 (C6), 110.3 (C2), 56.5 (OCH3), 56.1 (OCH3) ppm.

FTIR (ATR): ¥ = 3084, 2986, 2975, 2864, 2843, 1667, 1585, 1504, 1469, 1384, 1268,
1040, 1014, 866 cm™'.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein. '8’
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4,5-Dimethoxy-2-(3-methoxyphenyl)benzaldehyd (215)
Methode A: Katalysator: Pd(dppf).Cl2/P'Bus-HBF4.

2-Brom-4,5-dimethoxybenzaldehyd (214) (4.90 g, 20.0 mmol), 3- Meo 3

Methoxyphenylboronsdure (3.04 g, 20.0 mmol), 1,1’-Bis(diphenyl- 2l cHo
phosphin)ferrocen]dichlorpalladium(Il)  [Pd(dppf)2Cl2] (732 mg, 1.0 41

1.00 mmol), K2CO; (5.53 g, 40.0 mmol) und PBus-HBF; (1.16 g, 4.00 OMe
mmol) werden in einem SCHLENK-Kolben vorgelegt und mit DMF (100 mL, Ox-frei)
versetzt. Die Suspension wird 10 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Erwidrmen auf
60 °C wird Wasser (40 mL, O:-frei) in 3 Portionen unter Riithren zugegeben und
anschlieBend die Mischung zunéchst 15 h bei 7= 60 °C, dann weitere 2 h bei 80 °C
geriihrt. Die schwarz-braune Suspension wird mit ges. NH4Cl-Losung (50 mL) und
Toluol (150 mL) versetzt. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt, der Riickstand mit
Toluol (2% 50 mL) kodestilliert und der dann verbliebene Riickstand in H,O (150 mL)
und Et20 (250 mL) aufgenommen. Die organische Phase wird abgetrennt und die
wissrige Phase mit Et;O (3 x 50 mL) extrahiert. Nach dem Trocknen der vereinigten
organischen Phasen iiber Na,SO4und Entfernen des Losungsmittels wird der Riickstand
(braunes Ol) durch Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Petrolether/Essig-

ester = 10:1).
Ausbeute: 4.74¢g (87%), farbloser Feststoff, Ci1¢H1604 (272.30 g'mol™!).
Methode B: Katalysator: [Pd(PPh3)s] (Myw = 1155.59 g'mol ™)

2-Brom-4,5-dimethoxybenzaldehyd 214 (9.80 g, 40.0 mmol), 3-Methoxyphenyl-
boronsdure (6.08 g, 40.0 mmol), [Pd(PPh3)4] (2.32 g, 2.00 mmol, 5.00 mol-%), K>COs
(11.1 g, 160 mmol) und werden in einem SCHLENK-Kolben vorgelegt und mit DMF
(200 mL, O»-frei) versetzt. Die Suspension wird 10 min bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Erwirmen auf 7= 60 °C wird Wasser (80 mL, O»-frei) in drei Portionen unter
Riihren zugegeben und anschlieend die Mischung 15 h bei 77= 60 °C geriihrt. Eine

weitere Portion des Pd-Katalysators (1.16 g, 2.50 mol-%, 1.00 mmol) wird zugegegeben
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und die Mischung weitere 2 h bei 7= 80 °C geriihrt. Die schwarz-braune Suspension
wird mit ges. NH4CI-Lésung (100 mL) und Toluol (300 mL) versetzt. Das Losungsmittel
wird i. Vak. entfernt, der Riickstand mit Toluol (2% 100 mL) kodestilliert und der dann
verbliebene Riickstand in H>O (300 mL) und Et:O (500 mL) aufgenommen. Die
organische Phase wird abgetrennt und die wéssrige Phase mit Et;O (3 x 125 mL)
extrahiert. Nach dem Trocknen der vereinigten organischen Phasen iiber Na>SO4 und
Entfernen des Losungsmittels wird der Riickstand (braunes Ol) durch Flashchromato-

graphie an Kieselgel gereinigt (Petrolether/Essigester = 10:1).

Ausbeute: 9.58 g (89%), farbloser Feststoff, CicH1604 (272.30 g'mol ™).
Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.20 (Petrolether/Ethylacetat = 5:1).
Schmp.: 98-101 °C.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 9.83 (s, 1 H, CHO), 7.52 (s, 1 H, 6-H), 7.36
(t,J=7.6 Hz, 1 H, 5'-H), 7.00-6.90 (m, 3 H, 2',4",6'-H), 6.86 (s, 1 H, 3—H), 3.98/3.97
(2 xs,6 H,2 x0OCH3), 3.85 (s, 3 H, OCH3) ppm.

3C NMR (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 191.2 (CHO), 159.5 (C.~OMe), 153.4 (C,—OMe),
148.9 (C.—OMe), 141.4 (C1)*, 139.1 (C2)*, 129.4 (C6)*, 127.0 (C1")*, 122.9 (CH),
116.0 (CH), 113.4 (CH), 112.6 (CH), 108.6 (CH), 56.3 (OCH3), 56.2 (OCH3), 55.4
(OCH;) ppm.

*Diese Signalzuordnungen konnen untereinander vertauscht sein.

FTIR (ATR): v =3070, 2955, 2920, 2906, 2843, 2822, 1672, 1597, 1587, 1510, 1463,
1439, 1388, 1262, 1249, 1049, 1029, 864, 862, 797, 746 cm .

MS (ESI+): m/z (%) = 295.0 (100) [M + Na]*.

HRMS (ESI+): Ber fiir [C16H1604Na]: m/z = 295.0946, gef.: 295.0952.
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4,5-Dimethoxy-1-(2,2-dibromethenyl)-2-(3-methoxyphenyl)benzol (216)

3

Zur Transformation von RC(H)=O—RC=CR’' nach COREY- 0o

FucCHS, siehe Lit.!3¢

CBr4 (9.75 g, 29.4 mmol, 2.00 Aquiv.) in CH,Cl» (20 mL) wird zu
einer Lésung von PPhs (19.3 g, 73.5 mmol, 5.00 Aquiv.) in CH2Cl, OMe

(20 mL) gegeben. Die Mischung wird 20 min i bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wird der Aldehyd 215 (4.00 g, 14.7 mmol) in CH2Cl; in einer Portion
dazugegeben und weitere 10 min bei dieser Tempratur geriihrt. Es wird mit n-Hex-
an/Ethylacetat = 1:1 (80 mL) versetzt, der entstandene Feststoff (Salze, Ph3P=0) iiber
Kieselgur (Celite®) durch Vakuumfiltration abgetrennt (Keramikfritte, Porengr. 4).
Abschlielend wird der Niederschlag mit n-Hexan/Ethylacetat = 1:1 (50 mL) gewaschen,
das Filtrat vom Losungsmittel i. Vak. Befreit und der Riickstand durch

Flashchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Ethylacetat = 10:1) gereinigt.
Ausbeute: 6.01g (96%), farbloser Feststoff, Ci7Hi6Br203 (428.12 g'mol™).
Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.20 (Petrolether/Ethylacetat = 10:1).
Schmp.: 75-78 °C.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.34 (t, J = 8.0 Hz, 1 H, 5'-H), 7.28 (s, | H, 6-H), 7.21
(s, 1 H, 3-H), 6.92 (m, 1 H, Aryl-H ), 6.90 (m¢, 1 H, 1 H, Aryl-H), 6.87 (me, 2 H,
CH=CBr, Aryl-H), 3.95 (s, 3 H, OCH3), 3.91 (s, 3 H, OCHs), 3.86 (s, 3 H, OCH5) ppm.

13C NMR (75.5 MHz, CDCls): § = 159.4 (C,~OMe), 149.1 (C.~OMe), 147.8 (C;~OMe),
141.4 (C1')", 137.2 (CH=CBr,)", 134.4 (C), 129.3 (CH), 125.9 (Cy), 122.1 (CH), 115.1
(CH), 113.2 (CH), 112.5 (CH), 111.9 (CH), 89.3 (CH=CBr,)", 56.2 (OCH:), 56.0
(OCH3), 55.4 (OCH:) ppm.

*Diese Signalzuordnungen kénnen untereinander vertauscht sein.

M Bine Verlidngerung dieser Reaktionszeit muss unbedingt vermieden werden, da sich sonst rasch
ungewiinschte Nebenprodukte bilden.
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FTIR (ATR): v=3070, 3014, 2948, 2920, 2822, 1605, 1514, 1444, 1388, 1252, 1203,
1047, 1028, 895, 868, 818, 790, 703 cm™ .

MS (ESI+): m/z (%) = 448.9 (49) [M("Br) + Nal", 427.0 (100) [M("Br) + H]".

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C17H16037°BroNal: m/z = 448.9364, gef.: 448.9368.

1,2-Dimethoxy-4-(3-methoxyphenyl)-5-(1-hydroxyprop-
2-yn-3-yl)benzol (217)

Hexanfraktion) wird unter Riihren bei 77= —78 °C zu einer Losung
des Dibromalkens 216 (5.35 g, 12.5 mmol) in Tetrahydrofuran (50.0 mL) getropft und
weitere 45 min bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend wird Paraformaldehyd®se
(602 mg, 18.8 mmol, 1.50 Aquiv.) in einer Portion zugegeben, anschlieBend das
Kéltebad entfernt und die Reaktionsmischung 15 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
der Zugabe von ges. NH4Cl-Losung (75 mL) und Extraktion mit Ethylacetat
(4 x 200 mL) werden die vereinigten organischen Phasen iiber Na>SO4 getrocknet und 1.
Vak. vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie an

Kieselgel gereinigt (Petrolether/Ethylacetat = 3:1).

Ausbeute: 3.27 g (87%), farbloses Ol, C1sHisO04 (298.34 g-mol ™),
100 mg (3%) 1,2-Dimethoxy-4-(3-methoxyphenyl)-5-ethinylbenzol,
farbloses Ol, C17H1603 (268.31 g'mol™).

Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.41 (Petrolether/Ethylacetat = 2:1).

882 Paraformaldehyd muss vor der Reaktion mit Hilfe eines Morsers so fein wie moglich zermahlen
werden.
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RP-HPLC (RP-1): tr = 8.2 min, HO/MeCN = 55:45, ACE3-Phenyl, 1.00 mL-min!,
T=40 °C.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6= 7.31 (t,J=7.8 Hz, 1 H, 5-H), 7.16 m., 1 H, 2'~H),
7.12 (td, 1 H,J=7.8, 1.0 Hz, 6'-H), 7.01 (s, 1 H, 3-H), 6.87 (ddd, J=0.8, 2.7, 7.8 Hz,
1 H, 4'-H), 6.85 (s, | H, 6-H), 4.34 (s, 2 H, 2"-H), 3.89 (s, 3 H, OCH:), 3.88 (s, 3 H,
OCH?), 3.82 (s, 3 H, OCH;3) ppm.

13C NMR, (100.6 MHz, CDCL): § = 159.2 (C.—OMe), 149.5 (C.—OMe), 148.0
(C—OMe), 141.8 (C1')," 137.4 (C4)", 129.1 (CH), 121.7 (CH), 115.5 (CH), 115.1
(CH), 112.9 (CH), 112.7 (C5)", 112.4 (CH), 88.7 (C2"Y’, 85.5 (C3")", 56.13 (OCHs),
56.06 (OCHs), 55.4 (OCH3), 51.7 (C1”) ppm.

*Diese Signalzuordnungen koénnen untereinander vertauscht sein.

FTIR (ATR): ¥ = 3485, 3082, 2969, 2954, 2923, 2840, 2223, 1601, 1514, 1464, 1441,
1392, 1213, 1202, 1053, 1024, 861, 776, 750, 707 cm™ .

MS (ESIH+): m/z (%) = 321.1 (%) [M + Nal*, 299.1 (%) [M + H]", 281.0 (%)
[M — (OH)]".

HRMS (ESI+): Ber fiir [C1sH s04Na]: m/z = 321.1103, gef.: 321.1107.

1,2-Dimethoxy-4-(3-methoxyphenyl)-5-(1-hydroxyprop-2-yn-3-yl)benzol (217)
Herstellung von Lithiumdiisopropylamid in THF

Zu einer Losung aus HNPr, (900 uL, 6.48 mmol) in THF
(7.50 mL) wird unter Riithren bei 7'=-78 °C n-Butyllithium
(4.25mL, 6.80 mmol, 1.10 Aquiv., 1.6 M in Hexan) langsam

zugetropft und anschlieend 15 Minuten bei 7= —78 °C geriihrt.
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Deprotonierung und Addition

Eine Losung von 1,2-Dimethoxy-4-(3-methoxyphenyl)-5-ethinylbenzol (1.46 g,
5.40 mmol) in THF (20.5 mL) wird zur LDA-L6sung innerhalb von 10 Minuten
zugegeben und weitere 30 min bei 7'=—78 °C geriihrt. Im Anschluss daran wird bei
dieser Temperatur fein gemorserter Paraformaldehyd (243 mg, 8.10 mmol, 1.50 Aquiv.)
zugegeben und das Reaktionsgemisch 15 h geriihrt, wobei langsam auf Raumtemperatur
erwarmt wird. Nach der Zugabe von ges. NH4Cl-Losung (75 mL) und Extraktion mit
Ethylacetat (3 x 75 mL) werden die vereinigten organischen Phasen iliber Na>SOj4
getrocknet und i. Vak. vom Ld&sungsmittel befreit. Der Riickstand wird durch

Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Petrolether/Ethylacetat = 5:1).

Ausbeute: 1.07 g (67 %), farbloses Ol, C1sH1504 (298.34 g'mol™).

1,2-Dimethoxy-4-(3-methoxyphenyl)-5-(trimethylsilylethinyl)-

MeO. 3’
benzol O
; ™S

n-Butyllithium (570 puL, 1.25 mmol, 2.50 Aquiv., 2.2 M in Cyclo-

MeO™ 2 1
hexan) wird bei 7= —78 °C zu einer Losung des Dibromalkens 216 OMe

(214 mg, 500 pmol) in THF (2.00 mL) getropft. Nach 30 min Riihren bei dieser
Temperatur wird Trimethylsilylchlorid (109 mg, 1.00 mmol, 2.00 Aquiv.) in einer
Portion zugegeben, anschlieBend das Kéltebad entfernt und 15 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Reaktionslosung wird mit ges. NH4CI-Losung (3.0 mL) versetzt und mit
Ethylacetat (4 x 10 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden iiber
Na»SO4 getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird durch
Flashchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Ethylacetat = 10:1) gereinigt. Das TMS-

Acetylen wird in Form eines farblosen Ols erhalten.
Ausbeute: 110 mg (64%), farbloses Ol, C20H2403Si (340.49 g-mol ™).

Diinnschichtchromatographie: Rs= 0.81 (Petrolether/Ethylacetat = 5:1).
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RP-HPLC/MS (Agilent 1200): tr = 6.8 min, MeCN/H>0 (+0.1% HCOOH) =
50:50 (0.0 min) — 80:20 (3.0 min), PFP (Fs), 0.50 mL-min"!, 7= 50 °C.

H NMR, (400 MHz, CDCls): § =7.31 (t, J=8.0 Hz, 1 H, 5'~H), 7.17 (d, J = 8.0 Hz,

1 H, 6-H), 7.16 (s, 1 H, 2'~H), 7.05 (s, 1 H, 3-H), 6.89 (d, J= 8.0 Hz, 1 H, 4'~H), 6.87
(s, 1 H, 6-H), 3.92 (s, 3 H, OCH3), 3.91 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 3 H, OCH3),

0.14 [s, 9 H, Si(CHs)3] ppm.

13C NMR, (100.6 MHz, CDCL): § = 159.2 (C.—OMe), 149.6 (C.—OMe), 147.8
(CeOMe), 141.7 (C1')*, 138.0 (C4)", 128.9 (CH), 121.9 (CH), 115.5 (CH), 115.2
(CH), 113.4 (C5)", 112.9 (CH), 112.3 (CH), 105.1 (C2")", 95.7 (C1")", 56.1 (OCHs),
56.0 (OCH3), 55.3 (OCH3), 0.01 [Si(CH3)3] ppm.

*Diese Signalzuordnungen koénnen untereinander vertauscht sein.

FTIR (ATR): ¥ =3078, 2956, 2930, 2853, 2155, 1601, 1515, 1464, 1387, 1251, 1053,
843, 780, 760, 707 cm™ .

MS (ESI+): m/z (%) = 363.1 (7) [M + Na]*, 341.1 (100) [M + H]".

HRMS (ESI+): Ber fiir [C20H2403SiNa]: m/z = 363.1392, gef.:363.1408.

(2,3,6-Trimethoxyphenanthren-9-yl)methanol (153)

1,2-Dimethoxy-4-(3-methoxyphenyl)-5-(1-hydroxyprop-2-in-3-

yl)benzol (217) (298 mg, 1.00 mmol) wird in sauerstofffreiem DMF

(6.00 mL) geldst und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach der Zugabe

von 1,3-Bis-(2,6-diisopropylphenyl)imidazol-2-ylidengold(I)-chlorid

(31.1 mg, 50.0 umol 5.0 mol-%) und AgSbFs (25.8 mg, 75.0 umol, 7.5 mol-%) wird
48 h bei dieser Temperatur geriihrt (Reaktionskontrolle mittels HPLC, Methode: vide
infra). Nach Filtrieren der Reaktionsmischung durch einen Spritzenfilter (PTFE, i. D.
20.0 mm, 0.20 um) wird das Phenanthren 153 durch priparative HPLC erhalten.
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Ausbeute: 212 mg (71%), farbloser Feststoff, CisHi304(298.34g-mol ™).
Diinnschichtchromatographie: Rr = 0.31 (Toluol/Ethylacetat = 3:1).
Schmp.: 179.5-180.3 °C, Lit.: 181-184 °C,s 183—184 °C.%%

RP-HPLC (RP-1; Prap 100): tr = 7.5 min, ACE3-CsPFP, MeCN/H,0O = 55:45,
isokratisch, 1.00 mL-min !, A =212 nm, 7 = 40 °C; tr = 7.8 min, ACE5-CsPFP,
37.5mL-min"!, T=21 °C.

IH NMR (400 MHz, CDCly): 6=28.08 (d, J=9.0 Hz, 1 H, 8-H), 7.86 (d, J=2.7 Hz,
1 H, 5-H), 7.80 (s, | H, 4-H), 7.49 (s, 1 H, 10~H), 7.23 (dd, J=9.0, 2.7 Hz, 1 H, 7-H),
7.14 (s, 1 H, 1-H), 5.10 (s, 2 H, CH>OH), 4.08 (s, 3 H, OCH5), 4.01 (s, 3 H, OCH3),
3.99(s, 3 H, OCH5) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CDCls): § =158.1 (C.~OCHs), 149.6
(C4~OCHs), 149.3 (C4-OCHs), 132.9 (C8a), 131.8 (C4b), 127.1 (C10a), 126.2 (C3),
124.5 (C4a), 124.3 (C9), 123.3 (C10), 115.3 (C7), 108.5 (C1), 104.8 (C5), 103.4 (C4),
64.4 (CH,OH), 56.2 (OCH3), 56.0 (OCH3), 55.7 (OCHs).

FTIR (ATR): ¥ =3210, 2925, 2874, 1675, 1611, 1511, 1468, 1429, 1377, 1343, 1230,
1068, 887, 830, 775 cm™ .

MS (ESI+): m/z (%) = 299.1 (100) [M + HT*, 281.1 (16) [M — (OH)]".

HRMS (ESI+): Ber. fiir [Ci1sH1804Na]. m/z = 321.1103, gef.: 321.1102.

2,3,6-Trimethoxyphenanthren-9-carbaldehyd

Zu einer Losung von (2,3,6-Trimethoxyphenanthren-9-yl)methanol
(380 mg, 1.27 mmol in CH2Cl> (20 mL), wird unter Rithren (7= 0 °C)
DESS-MARTIN-Periodinan (810 mg, 1.50 Aquiv.) in einer Portion

zugegeben. Es wird 1 h bei dieser Temperatur und weitere 15 h bei Raumtemperatur
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geriihrt. Diethylether (50 mL) und NaOH (1.3M, 154 mL) werden zum
Reaktionsgemisch gegeben, dieses weitere 10 min geriihrt und anschlieBend in einen
Schiitteltrichter tiberfiihrt. Die organische Phase wird abgetrennt und die wéssrige Phase
mit Et2O (2 x 25 mL) extrahiert. Nach dem Waschen der vereinigten organischen Phasen
mit Natronlauge (1.3 M, 15 mL) und Trocknen iiber Na;SO4 wird das Losungsmittel

1. Vak. entfernt.
Ausbeute: 266 mg (71%), leicht gelblicher Feststoff Ci1sHi604 (296.32 g-mol ™).
Diinnschichtchromatographie: Rs= 0.45 (Toluol/Ethylacetat = 3:1).

RP-HPLC (RP-1; Prap 100): tr = 8.1 min, ACE3-C3PFP, H2O/MeCN = 40:60,
1.00 mL-min!, 7=40 °C, A, =212 nm; tr = 10.5 min, ACE5-CsPFP, 37.5 mL-min’,
T=21"°C.

Schmp.: 162.1-162.9 °C, Lit.: 161 °C.*2

TH NMR, COSY (400 MHz, CD,CL): § = 10.20 (s, 1 H, CHO), 9.25 (d, J=9.1 Hz,

1 H, 8-H), 7.95 (s, 1 H, 10-H), 7.82 (d, J=2.7 Hz, 1 H, 5-H), 7.78 (s, 1 H, 4-H), 7.29
(dd, J =9.1,2.7 Hz, 1 H, 7-H), 7.28 (s, | H, 1-H), 4.07 (s, 3 H, OCHs), 4.01 (s, 3 H,
OCHs), 4.00 (s, 3 H, OCH5) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CD>CL): § = 193.4 (CHO), 158.6 (C;~OMe),
152.1 (C;~OMe), 150.0 (C.~OMe), 138.3 (C10), 131.6 (C8a), 128.7 (C9), 127.5 (C10a)
127.4 (C8), 125.6 (C4b), 122.1 (C4a), 116.3 (C7), 109.5 (C1), 104.3 (C5), 103.4 (C4),
56.0 (OCH3), 55.9 (OCH3), 55.4 (OCH3) ppm.

FTIR (ATR): ¥ =2893, 2831, 2714, 1672 (C=0), 1612, 1576, 1521, 1510, 1457, 1210,
1070, 829, 816, 707, 612 cm™ .

MS (ESI+): m/z (%) = 319.0 (30) [M + Na]*, 297.0 (100) [M + H]".

HRMS (ESI+): Ber. fiir [Ci1gH1704]: m/z = 297.1127, gef.: 297.1126.
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2,3,6-Trimethoxyphenanthren-9-carbonsiure (221)

Zur Oxidation von Aldehyden zu den entsprechenden Carbonsduren

nach PINNICK (R-CHO — R—CO:H), siehe Lit.!40

Zu einer Losung von 2,3,6-Trimethoxyphenanthren-9-carbaldehyd (185 mg, 623 umol)
in einer Mischung von fert-Butanol (13.1 mL) und 2-Methylbut-2-en (4.10 mL) wird
unter Rithren (7=25 C) eine Losung von Natriumchlorit (518 mg, 5.73 mmol.
9.20 Aquiv.) und Natriumdihydrogenphosphat (516 mg, 4.30 mmol, 6.90 Aquiv.) in
Wasser (6.75 mL) iiber einen Zeitraum von 10 min tropfenweise hinzugegeben und nach
beendeter Zugabe weitere 15 h bei Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle). Bei
vollstdndigem Umsatz wird i. Vak von fliichtigen Bestandteilen befreit, der Riickstand
anschliefend in HCI (1 M)/CHCIl; = 1:1 (100 mL) aufgenommen, die organische Phase
abgetrennt und die wéssrige Phase nochmals mit CHCIz (2 x 50 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber Na;SO4 getrocknet und. i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird in DMF aufgenommen und mittels
praparativer HPLC  gereinigt. Nach dem verdampfen der organischen
Losungsmittelanteile 1. Vak. (Rotationsverdampfer) wird das verbleibende Wasser durch

Gefriertrocknung entfernt.
Ausbeute: 193 mg (98%), farbloses Lyophilisat, C1sHi604 (312.32 g-mol ™).
Diinnschichtchromatographie: Rr= 0.08 (Toluol/Ethylacetat) = 3:1.

RP-HPLC (RP-1; Préip 100): tr = 6.9 min, H>O (0.1% HCO>H)/MeCN =50:50, ACE3-
C1sPFP, 1.00 mL-min~!, 7= 40 °C; g = 7.0 min, ACE5-CsPFP, 37.5 mL-min!.

Schmp.: 148.1-148.4 °C,bhh Ljt.: 222 °C %P

IH NMR, COSY (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 12.49 (s, 1 H, CO.H), 8.88 (d, J= 9.3 Hz,
1 H, 8-H), 8.36 (s, | H, 10-H), 8.14 (d, J=2.6 Hz, 1 H, 5-H), 8.10 (s, | H, 4-H), 7.61

hhh 1y;e Autoren (C. K. BRADSHER, H. BERGER, J. Am. Chem. Soc. 1958, 80, 930-932) beschreiben ein
Verfahren, nachdem die Carbonsdure 221 durch Umkristallisation aus Ethanol erhalten werden kann. Die
hier beschriebene Methode hingegen liefert das Produkt als Lyophilisat (Gefriertrocknung), was den
deutlich niedrigeren Schmelzbereich erklaren konnte.
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(s, 1 H, 1-H),7.30 (dd,/J=9.3,2.6 Hz, 1 H, 7-H ), 4.08 (s, 3 H, OCH3), 4.02 (s, 3 H,
OCHs3), 3.94 (s, 3 H, OCH3) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, DMSO-de): § = 168.9 (CO.H), 157.8
(Co~OMe), 150.9 (C4~OMe), 149.6 (C.—OMe), 131.5 (C4b), 129.0 (C10), 127.9 (C8),
126.1 (C4a), 125.3 (C10a), 124.0 (C9), 122.7 (C8a), 116.2 (C7), 109.7 (C1), 104.5 (C5),
104.0 (C4), 56.0 (OCH3), 55.6 (OCH3), 55.5 (OCH3) ppm.

FTIR (ATR): v =2940, 2833, 2610, 1667, 1667, 1616, 1525, 1510, 1465, 1449, 1424,
1411, 1230, 1122, 811, 744 cm™ .

MS (ESI+): m/z (%) = 313.1 (100) [M + HJ, 295.0 (51) [M — (OH)]".

HRMS (ESI+): Ber fiir [C1sH170s]: m/z = 313.1076, gef.: 313.1071.

5.2.7 Verkniipfung der Fragmente

o}
(R)-[2-(Hydroxymethyl)piperidin-1-yl]-(2,3,6- Me 6

trimethoxyphenanthren-9-yl)methanon [(R)-222]

Zu einer Losung von 2,3,6-Trimethoxyphenanthren-9-yl- MeO 32

OMe
carbonsdure (221, 310 mg, 992 umol) in CHCI3 (7.44 mL) werden bei

T'=0°C nacheinander (R)-2-Hydroxymethylpiperidin (172 mg, 1.49 mmol, 1.50
Aquiv.), EDC-HCI (227 mg, 1.19 mmol, 1.20 Aquiv) und N,N-Dimethyl-4-aminopyridin
(24.2 mg, 198 umol, 0.20 Aquiv) hinzugegeben und 15hbei 7=25°C geriihrt
(Reaktionskontrolle: DC, LC/MS). Man gibt HCI (1 M, 7.50 mL) hinzu, riihrt noch
weitere 5 min und iiberfithrt die Reaktionsmischung in einen Scheidetrichter. Die
organische Phase wird abgetrennt, mit Wasser (10 mL) gewaschen, {iber Natriumsulfat
getrocknet und abschlielend 1. Vak vom Losungsmittel befreit. Die Reinigung erfolgt

mittels préparativer RP-HPLC.
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5.2 REAKTIONSVORSCHRIFTEN: PHENANTHRO-ALKALOIDE

Ausbeute: 279 mg (69%), farbloses Ol, C24H27NOs (409.48 g-mol ™).
Diinnschichtchromatographie: Rs= 0.77 (Ethylacetat/Ethanol= 3:1).

RP-HPLC/MS (Agilent 1200): tr = 2.6 min, MeCN/H>0 (0.1% HCO;H) =
10/90 (0.0 min) — 80/20 (3.0 min), C;s (50 x 2.1 mm), 7'= 50 °C, 1.00 mL-min!,
siche Abb. A.2.3.

RP-HPLC (RP-1; Prip 100): fx = 5.5 min, H;O/MeCN = 55:45, ACE3-C sPFP,
1.00 mL'min!, 7= 25 °C; ACE5-C;sPFP, 37.5 mL-min .

23
Drehwert: [Q]D = +4.3 (¢ 0.87, CH2CL).

'H NMR, COSY (400 MHz, CD3CN): 6 = 8.04-7.98 (m, 2 H, Aryl-H), 7.88-7.79 (m,
1 H, Aryl-H), 7.50-7.40 (m, 1 H, Aryl-H), 7.37-7.32 (m, 1 H, Aryl-H), 7.26—7.16 (m,
1 H Aryl-H), 5.03—4.93/3.81-3.73/3.50-3.42 (m, 1 H, 2'-H), 4.77-4.61/3.26-3.19 (m,
2 H, 6'-H"), 3.93-3.68/3.63-3.31 (m, 2 H, CH>OH), 4.06 (s, 3 H, OCH3), 4.011i (s,

3 H, OCHs3), 3.941i (s, 3 H, OCH3), 3.10-2.92/2.92-2.81 (m, 2 H, 6'-H?), 1.91-1.30 (m,
6 H, 3'-H, 4'-H, 5'-H) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CDsCN)ii: § = 171.2/171.2/171.1/170.7
(C=0), 159.6/159.7/159.6/159.5 (C.—OCH3), 151.1/151.1/151.0/151.0 (Co—OCH3),
150.9/150.9/ 150.9/150.9 (C.—OCHs), 133.5/133.3/133.1/133.0 (Cy),
132.2/132.6/132.3/132.1 (Cy), 128.5/129.7/129.6/128.2 (CH), 127.9/127.6/127.6/127.3
(Cy), 125.1/125.2/125.1/124.9 (Cy), 123.1/123.8/123.2/122.9 (CH),
121.5/121.9/121.3/120.6 (CH), 117.3/117.3/ 116.7/116.1 (CH),
109.7/109.7/109.7/109.6 (CH), 105.2/105.1/104.8/104.7 (CH), 61.0/60.9/ 60.4/60.2
(CH2OH), 56.7 (OCH3), 56.4 (OCHs), 56.3 (OCHs), 51.1/57.6/56.8 (C2'),

'“ Uberlagerte und vervielfachte Signale durch Rotamere.

W Die Kernresonanzspektren zeigen, dass die Verbindung in verschiedenen Konformeren vorliegt
(Rotamere); die Spektrenintepretation und die Zuordnung der Signale wurde dadurch erheblich
erschwert. Das C-Atom des Hauptrotamers (bzw. des intensitdtsstarksten Signals) wird jeweils als erstes
aufgefiihrt. Die Signale sind teilweise vervierfacht.
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44.7/44.0/37.9 (C6'), 27.1/26.6/26.6/26.4/26.4/26.2/25.8/25.8 (C5',C3"), 20.4, 20.4,
20.3, 20.1 (C4") ppm.

FTIR (ATR): ¥ = 2936, 2856, 1613, 1510, 1347, 1252, 1159, 1042, 731.cm .
MS (ESI+): m/z (%)=410.2 (100) [M + H]".

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C24H2sNOs]: m/z =410.1962, gef.: 410.1967.

(R)-O-Ethyl-S-[(1-(2,3,6-trimethoxyphenanthren-9-carbonyl)piperidin-2-

yDmethyl]xanthogenat<* [(R)-223] MeO. 6 O

Eine Losung des Alkohols (R)-222 (52.0 mg, 127 pmol) in

Dichlorethan (2.50 mL) wird bei einer Temperatur von -30 °C 1.0 >
tropfenweise mit Methansulfonylchlorid (12.3 pL, 18.2 mg,

159 umol, 1.25 Aquiv.) und Diisopropylethylamin (27.1 pL, 20.6 mg, 159 pmol,
1.25 Aquiv.) versetzt. Nach vollendeter Zugabe wird weitere 20 min bei dieser
Temperatur und anschlieBend 1 h bei 7= 0 °C geriihrt (Reaktionskontrolle: DC, LCMS).
Zur Vervollstandigung des Umsatzes werden nochmals Methansulfonylchlorid (6.15 pL,
9.10 mg, 79.5 umol, 0.63 Aquiv.) und DIPEA (13.5puL, 10.3 mg, 79.5 pmol,
0.63 Aquiv.) zugetropft und 1 h bei 7= 0 °C geriihrt. AnschlieBend werden Kalium-O-
ethylxanthogenat (22.3 mg, 140 umol, 1.10 Aquiv.) und Aceton (1.00 mL) zur hinzuge-
geben und 15 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wird 1. Vak. vom
Losungsmittel befreit und in DMF (5.00 mL) aufgenommen. Die Reinigung erfolgt
mittels préparativer RP-HPLC.

Ausbeute: 45.3 mg (69%, iiber 2 Stufen), farbloses Ol, C27H31NOsS> (513.67 g'mol ™).

Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.33 (Toluol/Ethylacetat = 3:1)

kkk R otamere, Vervierfachung der Signale, teilweise Uberlagerung.Das Hauptrotamer konnte iiber die
Signalintensititen nicht bestimmt werden. Die Signale werden deshalb gemiss der chemischen
Verschiebung / ppm in abnehmender Reihenfolge angegeben.
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5.2 REAKTIONSVORSCHRIFTEN: PHENANTHRO-ALKALOIDE

RP-HPLC (Agilent 1200): fz = 5.2 min, MeCN/H,O (0.1% HCO,H) = 5:95 (0.0 min)
— 85:15 (4.0 min), C1s (30 x 2.1 mm), 0.50 mL-min~", 7= 40 °C, siche Abb. A.2.4.

RP-HPLC (RP-1; Priap 100): tr = 7.8 min, H2O/MeCN = 35:65, ACE3-C3PFP,
1.00 mL'min"!, 7= 21 °C, siche Abb. A.2.5.; ACE5-C;sPFP, 37.5 mL-min".

23
Drehwert: [Q]D = +59.9 (¢ 0.43, CH2Cl).

IH NMR, COSY, NOESY (600 MHz, CD3CN): 6 = 8.04-7.94 (m, 2 H, Aryl-H),
7.89-7.76 (m 1 H, Aryl-H), 7.50~7.40 (m 1 H, Aryl-H), 7.39-7.30 (m, 1 H, Aryl-H),
7.16-7.09 (m, 1 H, Aryl-H), 5.30 (m, 0.4 H, 2'—H), 4.80-4.68 [m., (1 H, OCH:Me),
(0.5 H, (6'-H)], 4.46-4.39 (m., 0.3 H, 2'~H), 4.00-3.82 (3 x m, 0.5 H, OCH,Me),"
4.07/4.06 (sbr, 3 H, OCHs), 4.02/4.01 (sbr, 3 H, OCH5), 3.95/3.94 (sbr, 3 H, OCHs),
3.77-3.64 (m., 0.7 H, OCH,Me, CH>SCSOEY), 3.50 (dd, J=12.8, 5.3 Hz, 0.4 H,
CH,>SCSOEY), 3.46-3.40 (me, 0.5 H, CH>SCSOEL), 3.28-3.22 (m, 0.5 H, 6'~H), 3.17
(dd, J=14.7, 4.6 Hz, 0.3 H, CH,SCSOEY), 3.09 (dd, J = 14.7, 4.6 Hz, 0.3 H,
CH,SCSOEY), 3.13-2.96 (m, 0.5 H, 6'~H), 2.91-2.81 (m, 0.5 H, 6'~H), 2.10-1.61 (m,
6 H, 3'-H, 4'—H, 5'-H), 1.44 (t,J = 7.3 Hz, 1.4 H, OCH.CH5), 0.98 (t, J=7.3 Hz,

0.6 H, OCH,CHs), 0.89 (t, J = 7.3 Hz, 1 H, OCH.CH5) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (151 MHz, CD;CN): 6 = 215.7/215.4/214.5/214.2 (C=S),
170.7/170.6/170.6 (C=0), 159.7/159.6/159.6/159.4 (2 x C.—OMe), 151.1/151.0/151.0/
150.8 (C.—OMe), 133.0/132.5/132.5/132.2/131.9/131.7 (2 x Cy),
129.6/128.9/128.4/128.2 (CH), 127.8/127.4/127.3/126.9 (Cy), 125.4/125.0/125.0/124.9
(Cy), 123.7/123.7/122.9/ 122.9 (Cy), 121.6/121.5/121.4 (CH), 117.2/117.2/117.1/117.0
(CH), 110.3/110.2/109.6/ 109.5 (CH), 105.1/105.0/104.7/104.7 (CH), 104.6/104.5/
104.5/104.1 (CH), 71.6/71.5/ 71.0/71.0 (C(=S)OCH;Me), 56.6/56.6 (OCH3), 56.3/56.3
(OCHs), 56.2/56.1 (OCHs), 53.4/ 53.2/47.6/47.3 (C2'), 43.9/43.3/37.4/37.4 (C6"),
36.7/36.4/36.3/36.2 (CH2SC(=S)OEY), 29.7/29.3/28.9/28.7 (C5"), 27.2/26.6/26.4/26.2
(C3"), 19.9/19.7 (C4"), 14.0/13.4/13.3 (OCH,CH3) ppm.

n Uberlagerte Signale, Gesamtintensitit: 0.5 H.
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FTIR (ATR): ¥ = 2935, 2714, 1671, 1614, 1521, 1509, 1427, 1377, 1294, 1207, 990,
793, 751 cm™ .

MS (ESI+): m/z (%) = 514.1 (100) [M + H]*, 295.1 (16) [C1sH504] "(C-N-Bindungs-

spaltung).

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C27H32NOsS2]: m/z =514.1722, gef.: 514.1718.

5.2.8 Radikalcyclisierung nach ZARD

(R)-(—)-Cryptopleurin [(R)-87]

Die Ringschlussreaktion ist angelehnt an ein Protokoll von

S.Z.ZARD etal.'l3

Cyclisierung: Unter Lichtausschluss wird zu einer Losung des

Xanthogenats (R)-223 (38.0 mg, 74.1 pmol) in sauerstofffreiem,
absolutem Dichlorethan (2.50 mL) bei 7= 80 °C unter Riihren
eine Losung von Dilauroylperoxid™™™ (2.23 mL, 1.50 Aquiv., 0.05 M in CH>Cl>) mittels
einer Spritzenpumpe (0.45 mL-h™!, fzugave = 5.0 h) zugetropft. Nach erfolgter Zugabe
wird weitere 10 h bei dieser Temperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgt mittels
LC/MS. Nach der erneuten Zugabe von Dilauroylperoxid (1.12 mL, 0.75 Aquiv., 0.05 M
in CH,Cly) mittels einer Spritzenpumpe (0.45 mL-h™!, #z4gabe = 2.5 h) wird weitere 3 h bei
dieser Temperatur gerithrt und anschlieBend die Reaktionsmischung i. Vak. vom
Losungsmittel befreit und der Riickstand ohne weitere Reinigung sofort in die

nachfolgende Reduktion eingesetzt.

Reduktion: Unter Lichtausschluss wird zu einer Losung von Lithiumaluminiumhydrid
(155 uL, 371 pmol, 5.00 Aquiv., 2.4 M in THF) in THF (4.00 mL) bei Raumtemperatur

die aus der radikalischen Cyclisierung erhaltene Reaktionsmischung in THF (6.00 mL)

mmmy yperox®
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hinzugegeben und anschlieBend 20 min auf 7= 50°C erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf
T = 0 °C werden nacheinander Ethanol (150 pL), Wasser (150 pL) und NaOH (150 pL,
15% in H20) hinzugegeben. AnschlieBend wird der entstandene Niederschlag abfiltriert,
mit THF (50 mL) gewaschen und die Mischung i. Vak. vom Lésungsmittel befreit. Die

Reinigung erfolgt mittels praparativer HPLC (4 x):

#1: MeCN/H>O = 40:60 (0.00 min) — 80:20 (10.0 min), ACE3-CsPFP, 1.00 mL-min "',
T=21°C; ACE5-Ci3PFP, 37.5 mL-min"!. #2: MeCN/H>O = 20:80 (0.00 min) — 80:20
(10.0 min), ACE3-Ci3, 1.50 mL-min"!; ACE5-Cis, 26.2 mL-min ™",

#3: CH2Cly/Ethanol = 95:5, NUCLEODUR®"™"  1.50 mL-min"! (4.6 mm), 7'=21 °C;
26.2 mL'min"! (21.2 mm). #4: t =38.5 min, CHCI3/EtOH =99:1, NUCLEODUR®
1.00 mL'min™! (4.6 mm), 7=21°C; 17.5mL-min"" (21.2 mm). Auf Grund der
Loslichkeitseigenschaften des Cryptopleurins, das in CHCI3 gut 16slich, in MeCN,
MeOH nahezu unléslich und in DMF, DMSO oder EtOH nur geringfiigig 16slich ist,
konnten zunichst keine geeigneten RP-HPLC Methoden gefunden werden, die sich vom
analytischen in den priparativen Mallstab transferieren lieBen. SchlieBlich gelang zwar
die Reinigung mittels NP-HPLC mit CHCI3 (1% EtOH) als Eluens, jedoch zersetzte sich

die Substanz vor der NMR-spektroskopischen Untersuchung.

Ausbeute: 14.0 mg [50%, Uiber 2 Stufen, nach HPLC #2, Reinheit: 93% (HPLC,
"H NMR)], leicht gelblicher Feststoff, C24H27NO3 (377.48 g'mol™), > 99% ee (chirale
HPLC).

Schmp.: 186.1-189.4 °C, Lit.:191-192 °C,'? 191-193 °C.!!
UV/VIS: Amax = 257, 286 nm (DAD, HPLC).

RP-HPLC (Agilent 1200): fz= 2.3 min, MeCN/H,O (0.1% HCO,H) = 10:90 (0.00—
0.50 min) — 90:10 (3.00 min), Cis (50 x 2.1 mm), 1.00 mL-min", 7= 50 °C, siche
Abb. A.2.6).000

i Ea. MACHEREY-NAGEL
000 Vermessen wurde die Probe nach HPLC#4, Renheit: >99%.
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HPLC (NP-2; Prip 100): tr = 8.5 min, CHCI3/EtOH = 99:1, NUCLEODUR®™
1.00 mL-min~! (4.6 mm), =21 °C; 17.5 mL-min~! (21.2 mm).

Chirale HPLC (NP-2): rac-87: tr = 27.2 min [(S)-87], 37.2 min [(R)-87], ChiralPak®
AD-H, 100% EtOH, 0.50 mL-min"!, 7= 40 °C, A = 254 +4 nm (siehe Abb. A.2.7);
(R)-87: >99% ee.

21 20
Drehwert: [a]g = —-97.1 (¢ 0.20, CDCl), Lit.: [CY]D =-108.7 (¢ 1.03, CHCl3),!*°
20
[O!]D = —103 (¢ 2.13, CHCI3)."!

IH NMR, COSY, NOESY (400 MHz, CD>Cl,): § = 7.93-7.87 (m, 3 H, 1-H, 4-H,
5-H),7.22 (dd, J=9.3,2.4 Hz, 1 H, 7-H), 7.13 (me, 1 H, 8-H), 4.44 (d, J= 15.5 Hz,

1 H, 9-H"), 4.05 (s, 3 H, OCH3), 4.01 (s, 3 H, OCH3), 4.00 (s, 3 H, OCH3), 3.69 (d,
J=155Hz, 1 H, 9-H?),3.37(d, J=11.3Hz, 1 H, 11-H") 3.21 (dd, J= 16.7, 3.7 Hz,

1 H, 15-H"), 3.01 (dd, J= 16.7, 10.4 Hz, 1 H, 15-H?), 2.57 (m., | H, 14a—FH), 2.41 (m.,
1 H, 11-£), 2.05 (dd, J= 13.0, 3.2 Hz, | H, CH), {1.94-1.79 (m, 3 H), 1.70-1.58 (m,
1 H), 1.54-1.42 (m, 1 H), 12-H, 13—H, 14—H} ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CD,CL): 5 = 158.2 (C,~OMe),

150.1 (C4-OMe), 149.0 (C4—OMe), 130.7 (Cy), 129.7 (Cy), 126.2 (Cy), 126.0 (Cy),
125.2 (CH) , 125.0 (Cy), 123.6 (Cy), 115.4 (C7), 104.8 (CH), 104.6 (CH), 103.6 (CH),
58.0 (Cl4a), 56.3 (OCH3), 56.2 (OCH3), 56.1 (C11) 55.8 (OCH3), 55.8 (C9), 34.1
(C15), 33.1(C14), 26.2 (C12), 24.3 (C13) ppm.PPP

FTIR (ATR): ¥ = 2931, 1612, 1514, 1470, 1426, 1246, 1125, 731 cm ™.
MS (ESI+): m/z (%) = 378.2 (100) [M + H]".
MS? (ESI+, MS — MS?): m/z (%) = 378.2 (100) [M + H]* — 295.1 (100).

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C24H28NOs]: m/z = 378.2069, gef.: 378.2070.

PPP (Jberlagerte Signale durch leichte Verunreinigungen sowie geringfiigig verbreiterte Signale,
vermutlich durch Zersetzung (Oxidationsprozesse) nach der Probenpréparation.
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5.3 EXTRAKTION UND REINIGUNG VON TYLOPHORIN

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturwerten.”*™ 1°1

5.3 Extraktion und Reinigung von Tylophorin

Die Isolierung des Alkaloids aus dem getrockneten Pflanzenmaterial erfolgte nach
einer leicht modifizierten Vorschrift von SHR1.!# Wihrend des gesamten Extraktions-
prozesses ist zu beachten, dass Tylophorin sehr Lichtempfindlich ist, insbesondere wenn

Chloroform als Losungsmittel verwendet wird.

Getrocknete und mit einem Morser sehr fein zerkleinerte Blétter von 7. indica
(200 g) werden unter Lichtausschluss (Braunglasflasche, 2.5L) unter
Stickstoffatmosphire mit einer 95/5 Mischung aus Ethanol (enthélt 1% MEK) und
wissriger Zitronensdure (2%) extrahiert. Die Extraktion wird in drei Portionen mit je
1.50 L des Extraktionsmittels durchgefiihrt. Zunichst wird die Mischung 15 min in ein
Ultraschallbad gestellt (7=33 °C), dann 60 min bei Raumtemperatur geschiittelt
(200 U/min). Nach dem Filtrieren werden die dunkel gefiarbten vereinigten Filtrate unter
Lichtausschluss i. Vak. eingeengt (77<40 °C). Der verbleibende Riickstand, ein
zihfliissiges und braunes Ol, wird mit der dquivalenten Menge Wasser (v/v) verdiinnt,
und anschlieBend wird das Gemisch mit dem doppelten Volumen an EtOAc (3 X)
gewaschen. Mit der Zugabe einer 3 M NaOH-Losung wird zunéchst ein pH =9-10
eingestellt, dann mit Chloroform (3 x 100 mL) extrahiert. Waschen der vereinigten
organischen Phasen mit Wasser (250 mL), Trocknen iiber Na;SO4 und Entfernen des
Losungsmittels 1. Vak. (7'< 40 °C) ergibt einen tiefbraunen Rohextrakt [407 mg, =0.2%
(w/w), ber. auf die Masse an getrockneten Blittern], der hauptsidchlich aus Alkaloiden
(> 20) besteht, die das Phenanthrenstrukturmotiv als charakteristisches Chromophor

(HPLC, DAD) enthalten.494

9949 Qualitativ aus den HPLC-UV-Spektren enthommen.
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5 EXPERIMENTELLER TEIL

5.3.1 (—)-Tylophorin in analytischem Mafl}stab

50% des, nach der oben beschriebenen Methode isolierten, Rohextraktes (203 mg)
wird in einer Mischung aus EtOH/CHCI;/DMF = 8:5:2 (Gesamtvolumen: 7.5 mL)
suspendiert. Nach dem Verdiinnen der so erhaltenen Suspension (10 uL) mit Ethanol
(10 uL) wird das Gemisch (ohne erneute Filtration) mittels analytischer HPLC

fraktioniert.

RP-HPLC (RP-1): tr = 9.3 min, H>O (30mM NH4OAc)/MeCN = 80:20 (0.00 min)
—40:60 (20.0 min), ACE3-Cis, 1.50 mL-min"!, 7= 21 °C (siehe Abbildung 2.18).

5.3.2 (-)-Tylophorin in priaparativem Malistab

50% des, nach der oben beschriebenen Methode isolierten, Rohextraktes (203 mg)
werden in einer Mischung aus EtOH/CHCI:/DMF (8:5:2, Gesamtvolumen: 7.5 mL) sus-
pendiert. Die erhaltene braune Rohmischung wird mit Hilfe eines Spritzenfilters (PTFE,
0.20 um, 13 mm i. D.) filtriert. Das Filtrat enthilt jetzt nur noch Spuren von Tylophorin
und wurde verworfen. Zum eluieren des Alkaloids wird der Filter mit CHCI3 (7.0 mL)
gespiilt. Nach Verdampfen des Losungsmittels wird ein gelbes Pulver (25.9 mg) erhalten.
Umbkristallisation aus Methanol liefert ein schwachgelbes Produkt, hauptsidchlich be-
stehend aus Tylophorin. Nach Losen des Feststoffes in Chloroform (2.00 mL) und nach-
folgender Reinigung durch prédparative HPLC wird das gewiinschte Alkaloid als
farbloser Feststoff (1.41 mg, 0.0014%) erhalten.

RP-HPLC (Prip 100): MeOH/H>0 (0.1% HCO;H) = 20:80 (0.0 min) — 80:20
(10.0 min), ACE5-Cys, 35.0 mL-min!, 7= 21 °C.

(-)-Tylophorin: Farbloser Feststoff, C24H27NO4 (393.48 g-mol ).
31
Drehwert: [Q']D = —8.1 (c 0.08, CDCls).

Wihrend der Messung des Drehwertes kam es durch den Lichteinfluss zur partiellen

Zersetzung (Oxidation) des Alkaloids. Wihrend der Messung konnte ein stetiges
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5.3 EXTRAKTION UND REINIGUNG VON TYLOPHORIN

Abnehmen des Drehwertes beobachtet werden: [05]3Dl =—8.0[c0.10, CDClIs (0.0 min)]—
[05]3Dl =—6.5[c 0.10—X, CDCIs (10 min)]. Nach der Polarimetrie enthielt die Probe 20%
(X=0.02) des quartiren Ammoniumsalzes (225). Der Anteil wurde bestimmt durch
Peakintegration der HPLC-Chromatogramme mit UV-Detektion und der Korrektur des
unterschiedlichen Absorptionsverhaltens gegeniiber UV-Licht, unter Einbeziehung der
literaturbekannten Extinktionskoeffizienten (loge) bei A =286 nm.%a 188 Dag
Oxidationsprodukt 225 ist achiral und verdndert den Drehwert nicht. Beriicksichtigt
werden muss jedoch die Verringerung der Konzentration an (—)-Tylophorin (co—20%).
Der spezifische Drehwert, ohne Zersetzung, muss demnach korrigiert werden zu:

lal, =-8.1 (c 0.08, cDCLy).

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.84 (s, 1 H, Aryl-H), 7.83 (s, 1 H, Aryl-H), 7.30 (s,
1 H, Aryl-H), 7.11 (s, 1 H, Aryl-H), 4.80 (d, J=14.7 Hz, 1 H, 9-H"), 4.12 (s, 3 H,
OCHs), 4.12 (s, 3H, OCH3), 4.06 (s, 3 H, OCH3), 4.05 (s, 3 H, OCH3), 3.67-3.52 (m,

1 H, 9-FH?), 3.50-3.38 (m, 1 H, CH>), 3.44 (dd, J = 16.1 Hz, 3.6 Hz, CH>), 3.17 (m.,

1 H, CH>), 2.86-2.72 (m, 2 H, CH>), 2.41-2.30 (m, 2 H, CH>), 2.23—-1.86 (m, 4 H,

2 x CH>) ppm.

MS (ESI+): m/z (%) = 394.2 (100) [M + H]".

5.3.3 Chirale LC/MS

Das Losungsmittel der Fraktionen (aus Kap. 5.3.2), die Tylophorin enthalten wird
mit einem leichten Stickstoffstrom ausgetrieben, der Riickstand in EtOH (300 pL) gel6st,
filtriert und durch HPLC/MS-Experimente an chiraler stationdrer Phase analysiert.

(Injektionsvolumen: 100 pL).
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5.4 Reaktionsvorschriften: Dioxolanone

5.4.1 Modellverbindungen

(25,5R)-2,5-Dibenzyl-2-methyl-1,3-dioxolan-4-on
(251b) und (2R,5R)-2,5-dibenzyl-2-methyl-1,3-
dioxolan-4-on (251a)

Eine Mischung aus Phenylaceton (2.00 g, 14.9 mmol),

(R)-2-Hydroxy-3-phenylpropansidure (4.96 g, 29.8 mmol, 2.00 Aquiv.) und frisch
destilliertem BF3-OFEt; (48% BF3, 15.0 mL) wird bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
vollstindigem Umsatz des Ketons (4 h), wird CH>Cl, hinzugegeben und anschlieBend
die Reaktionsmischung vorsichtig zu einer gesittigten Na,CO3-Losung (50 mL) gegeben
und so lange geriihrt, bis keine CO»-Entwicklung mehr zu beobachten war (4 h). Die
wissrige Phase wird abgetrennt und erneut mit CH>Cl, extrahiert (2 x 25 mL). Die
vereinten organischen Extrakte werden iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und i.
Vak. vom Losungsmittel befreit. Flashchromatographie des Riickstandes (3.37 g) an
Kieselgel (Petrolether/Essigester = 10:1) liefert drei Fraktionen — das trans-Diastereomer
251a (1.74 g, 41%) als farblose Kristalle, das cis-Diastereomer 251b (1.11 g, 27%) in
Form eines farblosen Ols, und eine Mischfraktion der Diastereomere (188 mg, 4%) —

entsprechend 72% Gesamtausbeute (dr 1.5:1).

Ausbeute: trans-Diastereomer: 1.74 g (41%), farbloser Feststoff, cis-Diastereomer:

1.11 g (27%), farbloses Ol, C1sH;s03, (282.33 g'mol ™).

Diinnschichchromatographie: Ry= 0.58 (trans), 0.50 (cis),
(Petrolether/Ethylacetat = 5:1).

Schmp.: 74.3-74.9 °C (trans).
TH NMR, NOESY (400 MHz, CDCls, trans): 6 = 7.35-7.19 (m, 10 H, Aryl-H), 3.95

(dd, J= 5.3 Hz, 4.7 Hz, | H, 5-H), 3.06 (d, J = 14.1 Hz, 1 H, PhCH>"), 3.03 (dd,
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J=14.6 Hz, 4.7 Hz, 1 H, PhCH>'CHOR), 3.00 (d, J = 14.1 Hz, 1 H, PhCH?), 2.93 (dd,
J=14.6 Hz, 5.3 Hz, 1 H, PhnCH>>*CHOR), 1.26 (s, 3 H, CH3) ppm.

13C NMR (75.5 MHz, CDCls, trans): 6 = 172.6 (C4), 135.7, 134.0 (C1’, C1”) 131.0,
130.0, 128.6, 128.4 (C2,6/, C2",6", C3',5', C3",5"), 127.5, 127.1 (C4', C4"), 111.6
(C2), 78.0 (C5), 46.1 (PhCH,CHOR), 37.8 (PhCHa), 26.3 (CHs) ppm.

IH-NMR, NOESY (400 MHz, CDCls, cis): § = 7.42-7.23 (m, 10 H, Aryl-H), 4.62 (dd,
J=8.2,3.5Hz, 1 H, 5-H), 3.05 (d, J= 14.2 Hz, 1 H, PhCH"), 3.00 (dd, J = 14.5,

3.5 Hz, 1 H, PhCH,'CHOR), 2.94 (d, J = 14.2 Hz, 1 H, PhCH>?), 2.50 (dd, J = 14.5,
8.2 Hz, 1 H, PhCH,2CHOR), 1.54 (s, 3 H, CH3) ppm.

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, cis): § = 172.3 (C-4), 136.4, 134.3 (C1’, C1"), 130.9,
129.5, 128.5, 128.3 (C2',6', C2",6", C3',5', C3",5"), 127.3, 127.1 (C4', C4"), 111.6
(C2), 75.3 (C5), 45.8 (PhCH,CHOR), 37.6 (PhCHa), 25.1 (CHs) ppm.

FTIR (ATR): V (trans) = 3066, 2894, 1781, 1604, 1454, 1381, 1081, 907, 757, 720,
700, 635 cm™!; ¥ (cis) = 3064, 3031, 2927, 1791, 1711, 1604, 1496, 1454, 1382, 966,
892, 755, 698 cm ™!

MS (ESI+): m/z (%) = 305.0 (100) [M + Na]* (cis, trans).

HRMS (ESI+): Ber. fiir [Ci1sH1803Na]: m/z = 305.1154, gef.: 305.1155 (trans), 305.1146
(cis).

(25,57)-2-Benzyl-5-benzyliden-2-methyl--1,3-dioxolan-4-on (ent-252)
Methode A:

Zu einer Losung von Lithiumdiisopropylamid (200uL, 400 umol, 2 M,
1.10 Aquiv.) in abs. THF (2.00 mL) wird bei 7=—78 °C tropfenweise
eine Losung des Dioxolanons 251a (104 mg, 370 pmmol) in THF (3.00 mL) zugegeben.

Uber einen Zeitraum von ca. 1 h wird die Reaktionsmischung auf 7= —20 °C erwirmt.
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Nach erneutem Abkiihlen auf 7= —78 °C wird Phenylselenylbromid (101 mg, 426 pmol,
1.15 Aquiv.) — geldst in THF (1.00 mL) tropfenweise zugegeben und weitere 10 min bei
dieser Temperatur geriihrt. Nach Erwdrmen auf 7= 0 °C werden nacheinander Eisessig
(1.43 mL) und 30%-ige wissrige Wasserstoffperoxid-Losung (570 pL, 5.58 mmol,
15.0 Aquiv.) zugegeben. Nach zweistiindigem Riihren bei dieser Temperatur wird die
Reaktionsmischung durch Zugabe einer wissrigen ges. NaHCOs-Lsg, leicht basisch
eingestellt und anschlieBend mit CH>Cl> extrahiert (3 x 40 mL). Die vereinigten
organischen Phasen werden mit ges. NaCIl-Losung gewaschen, iiber MgSO4 getrocknet
und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Nach Flashchromatographie an Kieselgel (Petrol-
ether/ Ethylacetat = 10:1) wird das gewiinschte Produkt in Form eines farblosen Ols
erhalten (35 mg, 34%).

Methode B:

Eine Mischung des Dioxolanons 251a (282 mg, 1.00 mmol), N-Bromsuccinimid
(180 mg, 1.00 mmol, 1.00 Aquiv.) und AIBN (2.2 mg, 13umol, 1.3mol-%) in trockenem,
engastem CCly (3.00 mL) wird zum Riickfluss erhitzt, bis kein Edukt mehr nachweisbar
ist (3h, LC/MS). AnschlieBen wird die Mischung filtriert (Spritzenfilter: PTFE,
0.20 um), der Filter mit CCls (5 mL) gewaschen und die Mischung i.Vak vom
Losungsmittel  befreit. = Flashchromatographie = an  Kieselgel  (Petrolether/
Ethylacetat = 10:1) liefert 2-Benzyl-5-benzyliden-2-methyl-1,3-dioxolan-4-on (140 mg,
50%) als farbloses Ol.

Ausbeute: 140 mg (50%), farbloses Ol, CisH1603 (280.32 g'mol ™).

Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.56 (Petrolether/Ethylacetat = 5:1).
21

Drehwert: [a]D = —330 (¢ 1.00, CHCl5).

TH NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 7.67-7.62 (m, 2 H, Aryl-H), 7.44-7.30 (m, 3 H,
Aryl-H), 7.25 (me, 5 H, Aryl-H), 6.25 (s, 1 H, PACH=COR), 3.25 (d, J = 143 Hz, 1 H,
PhCH,'), 3.20 (d, J = 14.3 Hz, 1 H, PhCH>?), 1.75 (s, 3 H, CH3) ppm.
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13C NMR (75.5 MHz, CDCl3) 6 = 163.7 (C4), 137.1 (C5), 133.0, 132.8, (C1’, C1"),
130.9, 129.6 128.7, 128.5 (C2',6', C2",6", C3',5', C3",5"), 128.6, 127.7 (C4', C4"),
112.0 (C2), 107.8 (PhCH=CHOR), 46.0 (PhCH,), 25.5 (CH3) ppm.

FTIR (ATR): v =3063, 2937, 1775, 1711, 1604, 1496, 1454, 1380, 1334, 1091, 710,
678 cm™.

MS (ESIH): m/z (%) = 303.0 (100) [M + Na]*, 281.0 (80) [M + H]".

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C1sH1603Na]: m/z = 303.0997, gef.: 303.0992.

(2R,57)-2-Benzyl-5-benzyliden-2-methyl--1,3-dioxolan-4-on (252)

Methode A: O
oy
o 6]

Zu einer Losung von Lithiumdiisopropylamid (2 M, 212 pL, 424 pmol, Me
1.10 Aquiv.) in abs.THF (2.10 mL) wird bei einer Temperatur von

T=-78 °C das Dioxolanon 251b (110 mg, 392 pmmol) in THF

(3.00 mL) tropfenweise zugegeben. Uber einen Zeitraum von ca. 1h wird die
Reaktionsmischung auf 7= —20 °C erwédrmt. Nach erneutem Abkiihlen auf —78 °C wird
Phenylselenylbromid (107 mg, 451 umol, 1.15 Aquiv.) in THF (1.10 mL) tropfenweise
zugegeben und weitere 10 min bei dieser Temperatur geriihrt. Nach Erwdrmen auf
T =0 °C werden nacheinander Eisessig (1.51 mL) und 30%-ige wéssrige Wasserstoft-
peroxid-Losung (604 uL, 5.91 mmol, 15.0 Aquiv.) zugegeben. Nach zweistiindigem
Rithren bei dieser Temperatur wird die Reaktionsmischung durch Zugabe einer
wissrigen ges. NaHCOs-Lsg, leicht basisch eingestellt und anschlieend mit CH>Cl»
extrahiert (3 x 40 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-
Losung gewaschen, liber MgSO4 getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Nach
Flashchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Ethylacetat=10:1) wird das

gewiinschte Produkt in Form eines farblosen Ols erhalten (32.0 mg, 29%).

Ausbeute: 32.0 mg (29%), farbloses Ol, C1sH1603 (280.32 g'mol ™).
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Diinnschichchromatographie: Ry= 0.56 (Petrolether/Ethylacetat = 10:1).
21
Drehwert: [05]0 = +360 (c 1.00, CHCI3).

TH NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 7.67-7.62 (m, 2 H, Aryl-H), 7.44-7.30 (m, 3 H,
Aryl-H), 7.25 (me, 5 H, Aryl-H), 6.25 (s, 1 H, PACH=COR), 3.25 (d, J = 14.3 Hz, 1 H,
PhCHb), 3.20 (d, J = 14.3 Hz, 1 H, PhCHy), 1.75 (s, 3 H, CHs) ppm.

13C NMR (75.5 MHz, CDCl3) 6 = 163.7 (C4), 137.1 (C5), 133.0, 132.8, (C1’ ,C1"),
130.9, 129.6 128.7, 128.5 (C2',6', C2",6", C3",5', C3",5"), 128.6, 127.7 (C4', C4"), 112.0
(C2), 107.8 (PhCH=CHOR), 46.0 (PhCH>), 25.5 (CHs) ppm.

FTIR (ATR): ¥ = 3063, 2927, 1780, 1669, 1603, 1495, 1451, 1364, 1262, 1074, 710,
678 cm!.

MS (ESI+): m/z (%) = 281.1 (80) [M + HJ*, 303.1 (100) [M + Na]".

HRMS (ESI+): Ber. fiir [Ci1sH1603Na]: m/z = 303.0997, gef.: 303.0993.

5.4.2 Versuche ausgehend von 3-Phenylprop-2-in-1-ol

3-Phenyl-2-(propylthio)prop-2-en-1-ol

Die folgende Verbindung wurde analog einer literaturbekannten Prozedur von

WATERS et al. durchgefiihrt.!64

3-Phenylprop-2-in-1-ol  [15.8 g, 119 mmol, R;=0.40 (Petrol-
ether/Ethylacetat = 5:2)], 30%-ige wissrige KOH (2.26 g, 121 mmol,
1.02 Aquiv.) und Propanthiol (11.2 mL, 124 mmol, 1.05 Aquiv.) werden in Acetonitril
(150 mL) geldst und 6 h bei 7= 60 °C geriihrt. Nach erneuter Zugabe von Propanthiol
(11.2 mL, 124 mmol, 1.05 Aquiv.) und 30%-ige wissrige KOH (2.26 g, 121 mmol,
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1.02 Aquiv.) wird weitere 12 h bei 7= 60 C geriihrt. Nach dem Abkiihlen auf Raum-
temperatur und Entfernen des Losungsmittels i. Vak. wird das erhaltene gelbe Ol in fert-
Butylmethylether (300 mL) gelost und durch eine diinne Schicht Silicagel filtriert, mit
TBME gewaschen (300 mL) und i.Vak. vom Losungsmittel befreit. Nach Trocknen
1. Vak. wird 3-Phenyl-2-(propylthio)-prop-2-en-1-ol als gelber, 6liger Feststoff erhalten.
Das Produkt wird ohne weitere Reinigung und Charakterisierung in die nichste Stufe

eingesetzt.

Ausbeute: 23.0 g (111 mmol, 93%), C12H;60S (208.32 g-mol ™).

1-Hydroxy-3-phenyl-propan-2-on (256)

OH
In einem Dreihalskolben mit N>-Zufuhr und Druckauslass (verbunden ©/\g/\
mit einer Gaswaschflasche, die 30%-ige H>O: enthilt) wird Schwefelséure (1 M, 120 mL)
zu einer Suspension von 3-Phenyl-2-(propylthio)-prop-2-en-1-ol (22.6 g, 108 mmol) in
Ethanol (120 mL), hinzugegeben. Die gelbe Reaktionsmischug wird 8 h auf 65 °C
erwiarmt. Wahrenddessen wird ein méBig starker Na-Strom durchgeleitet, um n-
Propanthiol auszutreiben. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird Wasser (50 mL)
zugegeben und die Losung mit Petrolether gewaschen. Dann wird eine wéssrige ges.
NaCl-Losung (120 mL) zur wissrigen Phase gegeben und anschlieBend das Produkt mit
Ethylacetat (3 x 150 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden iiber
Natriumsufat getrocknet, filtriert und i. Vak. vom Losungsmittel befreit (7' < 25 °C). Der
Riickstand wird in Ethylacetat (35 mL) geldst, anschlieBend durch eine diinne Schicht
Celite filtriert. Nach dem Abkiihlen des Filtrats auf 7= —5 °C wird n-Heptan (150 mL)
langsam iiber einen Zeitraum von 20 min zugetropft, widhrend das Produkt zu
kristallisieren begint. Die Mischung wird ca. 1h bei 7’=-24 °C ruhen gelassen.

AnschlieBendes Filtrieren liefert das gewiinschte Produkt als farblose Kristalle.
Ausbeute: 12.5 g (77%), farblose Kristalle, CoH9O2 (150.17 g-mol™!).

Diinnschichtchromatographie: Rr= 0.28 (Petrolether/Ethylacetat = 5:2).
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Schmp.: 49.2-49.9 °C, Lit.: 45-46 °C.164

TH NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.38-7.20 (m, 5 H, Aryl-H), 4.29 (s, 2 H, 1-H), 3.72

(Sa 2 Ha 3_H) ppm.

13C NMR (100.6 MHz): 5= 207.5 (C2), 132.8 (C1"), 129.4 (C2',6"), 128.9 (C3",5') 127.5
(C4"), 67.7 (C1), 45.8 (C3) ppm.

FTIR (ATR): v = 3423, 3063, 3030, 2908, 1719, 1603, 1495, 1454, 1328, 1250, 1003,
794,755, 699, 679 cm™!.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.!64

Chloressigsiure-(2-oxo-3-phenylpropyl)ester (257) ! )OJ\/CI
T 0
4' ©/\g/\

1.50 Aquiv.) und Chloracetylchlorid (5.01 mL, 7.12 g, 63.0 mmol, 1.50 Aquiv.) werden

N,N-Diisopropylethylamin (10.9 mL, 8.09g, 63.0 mmol,

nacheinander unter Riihren, jeweils tropfenweise bei 7'=0°C zu einer Losung von
1-Hydroxy-3-phenylpropan-2-on (6.30 g, 42.0 mmol) in Dichlormethan (100 mL)
gegeben. Nach vollendeter Zugabe wird das externe Kiihlbad entfernt und die Mischung
wird 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wird eine wéssrige ges. NaHCO3-Losung
zugegeben (100 mL) und anschlieBend die wissrige Phase mit Dichlormethan extrahiert
(2 x 75 mL). Nach dem Trocknen der vereinigten organischen Extrakte liber wasser-
freiem Na>SO4 wird schlie8lich das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Riickstand
(11.5g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Petrol-
ether/Ethylacetat = 6:1).

Ausbeute: 7.01 g (74%), leicht gelblicher Feststoff, Ci1H;1ClO3 (226.66 g'mol™!).
Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.50 (Petrolether/Ethylacetat = 3:1).

TH NMR (300 MHz, CDCL): 6 = 7.34 (m, 5 H, Aryl-H), 4.80 (s, 2 H, 1-H), 4.17 (s,
2 H, 3-H), 3.75 (s, 2 H, 0=CCH:Cl) ppm.
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I3C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 = 200.1 (O=CCH2Cl), 166.8 (C2), 132.5 (C1"), 129.5
(C2,6"), 129.0 (C3',5") 127.6 (C4'), 68.5 (C1), 46.4 (C3), 40.4 (O=CCH:Cl) ppm.

FTIR (ATR): ¥ = 3034, 1764, 1722, 1418, 1327, 1183, 1169, 895, 789, 697 cm .
MS (ESI+): m/z (%) = 226.9 (100) [M + H]".

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C11H11CIOsNa]: m/z = 249.0294, gef.: 249.0297.

[(25,4R)-(2,4-Dibenzyl-5-0x0-1,3-dioxolan-2-yl)methyl]chloracetat (258a)/
[(2R,4R)-(2.,4-Dibenzyl-5-0x0-1,3-dioxolan-2-yl)methyl|chloracetat (258b)

(R)-2-Hydroxy-3-phenylpropansidure (D-Phenylmilchsiure)
(4.96 g, 29.8 mmol, 2.00 Aquiv.) und Hydroxyphenylaceton
(256) (2.00 g, 14.9 mmol) werden in BF3-OEt, (48% BF3,

15.0 mL) geldst und 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 258a: (254R), cis

258b: (2R4R), trans
Verdiinnen der Reaktionsmischung mit CH>Cl, (20 mL)

wird der Ansatz vorsichtig zu einer ges. Na;CO3-Losung (50 mL) gegeben und so lange
geriihrt, bis keine CO2-Entwicklung mehr zu beobachten ist. Nach dem Abtrennen der
organischen Phase wird die wissrige Phase mit Dichlormethan (2 x 25 mL) extrahiert.
Anschlieend werden die vereinigten organischen Extrakte iiber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand (3.37 g) wird
durch  Flashchromatographie = an  Kieselgel  gereinigt  (,kurze  Séule®,
Petrolether/Ethylacetat = 10:1), wobei 5.27 g (94%) des gewlinschten Produktes (dr 2:1)
erhalten werden. Die Trennung der Diastereomere gelingt durch Flashchromatographie
an Kieselgel (,,Jange Saule®, Petrolether/Diethylether = 5:1). Es werden 3 Fraktionen
erhalten: Das frans-Isomer 258a (Rr= 0.14), das cis-Isomer 258b (R;= 0.10) und eine

dritte Fraktion, die 258a und 258b enthalt.

Ausbeute: 258a (cis): 1.79 g (32%), farblose Kristalle, 258b (trans): 1.04 g (27%),
farbloses Ol, 258a+258b (cis/trans): 510 mg (9%), C20H19C10s (374.81 g-mol ™).
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5 EXPERIMENTELLER TEIL

Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.55 (258a, cis), 0.59 (258b, trans) (Petrolether/
Ethylacetat = 5:2).

Schmp.: 76.8-77.9 °C (258a, cis).

21
Drehwert: [0!]13 = +27.5 (¢ 1.00, CHClI3, 258a, cis), +33.3 (¢ 1.00, CHCls,
258b, trans).

IH NMR, COSY, NOESY (400 MHz, CDCls, 258a): 6 = 7.37-7.20 (m, 10 H, Aryl-H),
475 (dd, J=7.8,3.8 Hz, 1 H, 4~H), 431 (d, J=11.9 Hz, 1 H, 6-H"), 4.20 (d,

J=11.9 Hz, 1 H, 6-H?), 4.06 (s, 2 H, 2""—H), 2.98 (d, J = 14.6 Hz, 1 H, 7—-H"), 2.93
(dd, J=14.6,3.8 Hz, | H, 8—H"), 2.83 (d, J = 14.6 Hz, | H, 7—H?), 2.43 (dd, J = 14.6,
7.8 Hz, 1 H, 8-H?) ppm.

'H NMR, COSY, NOESY (400 MHz, CDCls, 258b): 6 = 7.33-7.13 (m, 10 H, Aryl-H),
4.08(d,J=119Hz, 1H, 6-H"),4.06 (s,2 H, 2""-H), 3.86 (dd, J=3.8, 6.4 Hz, 1 H,
4-H),3.85(d,J=11.9 Hz, 1 H, 6-H2), 3.12 (d, J = 14.1 Hz, 1 H, 7-H"), 3.02 (d,
J=14.1Hz, 1 H, 7-H?), 3.02 (dd, J=14.5, 3.8 Hz, 1 H, 8H', 2.93 (dd, J = 14.5,

6.4 Hz, 1 H, 8—H?) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CDCl3, 258a): § = 171.7 (C=0), 163.3 (C5),
135.8 (C1"), 132.4 (C1"), 130.8 (C2',6"), 129.5 (C2",6"), 128.6, 128.5 (C3",5', C3",5"),
127.7,127.2 (C4', C4"), 108.5 (C2), 76.7 (C4), 68.0 (C6), 47.1 (C7), 40.4 (C2""), 37.8
(PhCH2CHOR) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CDCls, 258b): § = 171.4 (C1'"), 166.4 (C4),
135.2 (C1"), 132.1 (C1"), 131.0 (C2",6'), 129.6 (C2",6), 128.7, 128.5 (C3',5', C3",5"),
127.8, 127.3 (C4', C4"), 108.8 (C2), 75.6 (C4), 67.3 (CH,0,CCH,Cl), 41.8 (PhCH>),
40.4 (O=CCHaCl), 37.6 (PhCH,CHOR) ppm.

FTIR (ATR): ¥ (258a) = 3032, 1799, 1749, 1283, 1227, 1165, 1088, 958, 699 cm™!,
¥ (12b) = 3032, 1800, 1766, 1285, 1090, 957, 756, 701 cm ™.

MS (ESI+, 258a/258b): m/z (%) = 397.1 (100) [M + Na]".
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HRMS (ESI+): Ber. fiir [C20H1oCl0sNa]: m/z = 397.0819, gef. (258a): 397.0821,
(258b): 397.0808.

(25,5R)-2,5-Dibenzyl-2-(hydroxymethyl)-1,3-dioxolan-4-on (259a)
Abspaltung der O-Chloracetyl-Schutzgruppe mit HDTC:'63

Zu einer Losung des chloracetylgeschiitzten Dioxolanons 258a (1.67 g, 4.46 mmol) in
einer Mischung von 2,6-Lutidin (32.1 mL)/Eisessig (10.8 mL) wird unter Riihren bei
Raumtemperatur HDTC (35.6mL, c¢=0.375mol-L™!, 13.4mmol, 3.00 Aquiv.)
hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird so lange bei dieser Temperatur geriihrt, bis
das Ausgangsprodukt diinnschichtchromatographisch [Rfrd. =0.54, Ryprod. = 0.29
(Petrolether/Ethylacetat = 5:3)] nicht mehr nachweisbar ist (=20 min). AnschlieBend
wird Toluol (100 mL) dazugegeben, dann das Gemisch i. Vak. vom Losungsmittel befreit
(7T <30 °C). Das ungeschiitzte 2-(Hydroxymethyl)dioxolanon (259a) wird als farbloses
Ol erhalten. Das beste Gesamtresultat wird erhalten, wenn die freie primire OH-Gruppe

sofort in den entsprechenden O-Triethylsilylether 260a {iberfiihrt wird.

(25,5R)-2,5-Dibenzyl-2-{[(triethylsilyl)oxy|methyl}-1,3-dioxolan-
4-on (260a) =

Zu einer gut geriihrten Losung des Alkohols 259a (=4.46 mmol) in
CH2Cl, bei 7=0°C werden nacheinander TESOTf (1.22 mL,
5.35 mmol, 1.20 Aquiv) und Triethylamin (1.13 mL, 8.03 mL,
1.80 Aquiv.) zugetropft. Nach Erwirmen auf Raumtemperatur wird bis zu vollstindigem
Umsatz geriihrt (ca.2h, DC) "™ . Nach dem Abkiihlen auf 7=0°C wird eine
ges. wissrige NH4Cl-Losung hinzugegeben (10 mL). Die organische Phase wird

abgetrennt, die wissrige Phase mit Dichlormethan (2 x 30 mL) extrahiert. Anschlieend

T Die Zugabe einer zweiten Portion TESOTT (610 uL, 2.68 mmol, 0.60 equiv.)/Triethylamin (560 uL,
4.02 mmol, 0.90 Aquiv.) mit anschlieBendem Riihren (15 h) kann notwendig sein, um das Startmaterial
vollstindig umzusetzen.
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werden die vereinigten organischen Extrakte mit ges. NaCl-Lésung (75 mL) gewaschen,
iiber Na;SO4 getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Die Reinigung erfolgt
mittels praparativer RP-HPLC. Es wird das O-TES-geschiitzte Dioxolanon 260a

(860 mg, 39%, iiber 2 Stufen von 258a) in Form eines farblosen Ols erhalten.
Ausbeute:860 mg (39%, iiber 2 Stufen), farbloses Ol, C24H3,04Si (412.59 g'mol™).
Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.79 (Petrolether/Ethylacetat = 5:1).

RP-HPLC (RP1; Prip 100): tr = 11.6 min, HO/MeCN = 23:77, ACE3-Cjs,
1.50 mL-min"!, 7= 40 °C; ACE5-C;s, 26.2 mL-min .

Drehwert: [af; = +35.7 (¢ 1.00, CH;CN).

'"H NMR, COSY, NOESY (400 MHz, CD,Cl,): § = 7.37-7.16 (m, 10 H, Aryl-H), 4.70
(dd, J=9.0, 3.6Hz, 1 H, 5-H), 3.75 (d, J=11.1 Hz, 1 H, CH>'OSiEt3), 3.71
(d,J=11.1 Hz, 1 H, CH>*0SiEt;3 ), 2.98 (d, J=14.3 Hz, 1 H, PhCH>"), 2.87 (dd,
J=14.3,3.6 Hz, 1 H, PhCH>'CHOR), 2.85 (d, J = 14.3 Hz, 1 H, PhCH>2) 2.43 (dd,
J=14.3,9.0 Hz, 1 H, PhCH»>*CHOR), 0.92 [t, J= 7.9 Hz, 9 H, Si(CH.CH5)], 0.58 [q,
J=17.9 Hz, 6 H, Si(CH>CH3)3] ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CD:Cly): 6 = 173.0 (C4), 137.1 (C1”), 134.0
(C1"), 131.3 (C2",6"), 129.7 (C2',6"), 128.7, 128.5 (C3',5", C3",5"), 127.6, 127.2
(C4", C4"), 111.0 (C2), 77.6 (C5), 67.6 (CH0SiEt3), 41.0 (PhCH,) 38.6
(PhCH2CHOR), 6.7 [Si(CH2CHs)3], 4.5 [Si(CH2CH3)3] ppm.

FTIR (ATR): v =3032, 2955, 2876, 1797, 1497, 1455, 1236, 1131, 896, 879 796, 744,
729, 698 cm™ .

MS (ESI+): m/z (%) = 435.2 (100) [M + Na]", 321.1 (5) [M + H — (Et3Si) + Na]*.

HRMS (ESI+): Ber fiir [C24H3204S1Na]: m/z=435.1968, gef.: 435.1964.

228



5.4 REAKTIONSVORSCHRIFTEN: DIOXOLANONE

(2R,5R)-2,5-Dibenzyl-2-(hydroxymethyl)-1,3-dioxolan-4-on (259b)

Abspaltung der O-Chloracetyl-Schutzgruppe durch Thioharnstoff in DMF bei

Raumtemperatur:

Thioharnstoff (441 mg, 5.81 mmol, 2.40 Aquiv.) wird bei Raumtemperatur unter Riihren
zu einer Losung von 258b (906 mg, 2.42 mmol) in DMF (5.00 mL) in einer Portion
hinzugegeben und die Reaktionsmischung wird 15 h bei dieser Temperatur geriihrt
[DC-Kontrolle: Ry Eduky = 0.54, Ry produke = 0.35  (Petrolether/Ethylacetat = 5:3)]. Das
Losungsmittel wird i. Vak. bei der geringstmoglichen Temperatur (7 < 30 °C) entfernt,
anschlieBend der Riickstand mit Toluol (3 x 30 mL) versetzt und erneut i. Vak. vom

Losungsmittel befreit (azeotrope Destillation).
(2R,5R)-2,5-Dibenzyl-2-{[(triethylsilyl)oxy|methyl}-1,3-dioxolan-4-on (260b)

Der verbleibende Riickstand (2.42 mmol) wird in CH2Cl, (10.0 mL)
gelost, auf 7= 0 °C abgekiihlt und nacheinander mit Triethylsilyl-
trifluormethansulfonat (660uL, 770 mg, 2.90 mmol, 1.20 Aquiv.) und

Triethylamin (610 uL, 440 mg, 4.36 mmol, 1.80 Aquiv.) durch
tropfenweise Zugabe versetzt. AnschlieBend wird auf Raumtemp.
erwarmt und bis zu vollstandigem Umsatz bei dieser Temperatur geriihrt (DC, LC/MS,
t =2 h).* Nach Abkiihlen auf 7=0 °C wird eine gesittigte wissrige NH4CI-Losung
hinzugegeben (7.0 mL). Die organische Phase wird abgetrennt, die wéssrige Phase mit
Dichlormethan (2 x 20 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Extrakte mit ges.
NaCl-Losung (75 mL) gewaschen, iiber Na>SO4 getrocknet und schlielich 1. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Die Reinigung des verbleibenden Riickstandes mittels
praparativer RP-HPLC liefert das gewiinschte Dioxolanon 260b (296 mg, 30%, 2 Stufen
aus 258b, fr = 12.3min) und Epimer 260a (118 mg, 12%, tr = 11.0 min). Eine weitere
Fraktion enthélt ein Gemisch der beiden Diastereomere 260a/b (28.0 mg, 3%). Als

588 Die Zugabe einer zweiten Portion TESOTT (330 pL, 1.45 mmol, 0.60 equiv.)/triethylamine (305 pL,
2.18 mmol, 0.90 Aquiv.) mit anschlieBendem Riihren (15 h) kann manchmal notwendig sein um alles an
Startmaterial umzusetzen.
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Nebenprodukt wird die offenkettige Verbindung 260c¢ (36.0 mg, 9% #r = 9.0 min) in

Form eines farblosen Ols erhalten.

Ausbeute: 260b (296 mg, 30% iiber 2 Stufen), farbloses Ol, C24H3,04Si
(412.59 g'mol™), 260a (118 mg, 12% iiber 2 Stufen), farbloses Ol, 260a/b (28.0 mg,
3% iiber 2 Stufen), 260¢ (36.0 mg, 9% iiber 2 Stufen), farbloses Ol.

Analytische Daten von 260b:
Diinnschichtchromatographie: Ry= 0.79 (Petrolether/Ethylacetat = 5:1).

RP-HPLC (RP-1; Préap 100): tr = 12.3 min, H2O/MeCN = 23:77, ACE3-CsPFP,
1.00 mL-min~!, 7= 30 °C; ACE5-CsPFP, T'=21 °C, 37.5 mL-min!.

Drehwert: [af; = +36.4 (¢ 1.00, CH;CN).

TH NMR, COSY, NOESY (400 MHz, CD>Cl,): 6 = 7.32-7.24 (m, 8 H, Aryl-H), 7.18—
7.16 (m, 2 H, Aryl—H), 3.94 (dd, J= 6.2, 5.1 Hz, 1 H, 5-H), 3.53 (d, /=112 Hz, 1 H,
CH>'OTES), 3.26 (d,J=11.2 Hz, 1 H, CH,*0OTES), 3.13 (d,J=14.1 Hz, 1 H,
PhCH,"), 3.01 (d, J= 14.1 Hz, 1 H, PhCH>?), 2.98-2.96 (m, 2 H, PhnCH>CHOR), 0.96
[t, /= 7.9 Hz, 9 H, Si(CH.CH3)3], 0.60 [q, /= 7,9 Hz, 6 H, Si(CH>CH3)3] ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CD:Cly): 6 = 172.1 (C4), 136.2 (C17), 133.7
(C1"), 131.0 (C2",6"), 129.6 (C2',6"), 128.27, 128.28 (C3",5, C3",5"), 127.1, 126.9
(C4', C4"), 111.4 (C2), 75.6 (C5), 66.5 (CH20SiEts), 41.0 (PhCH.) 37.8
(PhCH2CHOR), 6.4 [Si(CH2CHs)3], 4.2 [Si(CH2CH3)3] ppm.

FTIR (ATR): vV =3032, 2955, 2876, 1799, 1497, 1455, 1239, 1173, 1080, 802, 745,
698 cm ™.

MS (ESI+): m/z (%) = 435.2 (100) [M + Na]*.

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C24H3204S1Na]: m/z = 435.1968, gef.: 435.1964.
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2-Oxo0-3-phenylpropyl-(R)-3-phenyl-2-[(triethylsilyl)oxy|propanoat (260c):

RP-HPLC (RP-1; Prip 100): tr = 9.0 min, H O/MeCN = 23:77, ACE3-C;3PFP,
1.00 mL-min~!, 7= 30 °C; ACE5-CsPFP, 37.5 mL-min .

)

Drehwert: [af; = +15.7 (¢ 1.00, CHsCN). 3, 3,0
Y170
4 OSiEt; /\g/\@ o

TH NMR, COSY (400 MHz, CDsCN): § = 7.39—

7.19 (m, 10 H, Aryl-H), 4.83 (d, J= 17.2 Hz, 3-H', 4.78 (d, J= 17.2 Hz, | H, 3-1P),
4.52 (dd, J= 8.2,4.2 Hz, 1 H, 2—H), 3.76 (s, 2 H, 1-H), 3.10 (dd, J = 13.5, 4.2 Hz,

1 H, 3'-H"), 2.90 (dd, J= 13.5, 8.2 Hz, 1 H, 3'~H?) 0.81 [t, /= 7.8 Hz, 9 H,
Si(CH2CHs)3], 0.46 [q, J = 7.8 Hz, 6 H, Si(CH,CHs)s].

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CDsCN): § = 201.3 (C2), 172.1 (C1"), 137.4
(C1™), 133.7 (C1"), 129.9 (C2",6"), 129.7(C2"",6'"), 128.5 (C3",5"), 128.1 (C3"",5""),
127.0 (C4"), 126.5 (C4™"), 72.8 (C2"), 67.8 (C3), 45.1 (C1), 41.2 (C3'), 5.9
[Si(CHCH:)3], 4.0 [Si(CH>CHs)3] ppm.

MS (ESI+): m/z (%) = 435.2 (100) [M + Na]*

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C24H3204S1Na]: m/z = 435.1968, gef.: 435.1964.
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(25,52)-2-Benzyl-5-benzyliden-2-(hydroxymethyl)-1,3-dioxolan-4-on [($)-261]
Reaktionspfad A: ~0

(25,5R)-2,5-Dibenzyl-2- {[(triethylsilyl)oxy|methyl}-1,3-dioxolan-

4-on (260a) (382 mg, 926 umol), N-Bromsuccinimid (167 mg,

926 umol, 1.00 Aquiv.) und AIBN (2.03 mg, 11.4 pmol, 1.3 mol-%) werden in CCly
(trocken, entgast) geldst und zum Riickfluss erhitzt (Olbadtemperatur: 85 °C). Nach
vollstindigem Umsatz (=1 h) wird die Mischung durch einen Spritzenfilter (PTFE,
Durchmesser: 25 mm, Porengrof3e: 0.20 um) und anschlieBend der Filter mit frischem
CCls gewaschen. Nach Entfernen des Losungsmittels i. Vak. und Reinigung des
Riickstands durch priaparative HPLC wird die o,B-ungesittigte Verbindung (S5)-261

(100 mg, 36%) in Form eines farblosen Ols erhalten.
Ausbeute: 100 mg (36%), farbloses Ol, Ci1sH1604 (296.32 g-mol ™).

HPLC (NP-2; Prdp 100): tr = 28.0 min, n-Hexan/2-Propanol = 95:5, NUCLEODUR®™
125 x 4.6 mm, 1.50 mL'-min™!, 7= 21 °C; 125 x 21.2 mm, 26.2 mL-min .

21
Drehwert: [a]D = +320 (¢ 0.50, CH3CN).

'"H NMR, COSY, NOESY (600 MHz, CD3sCN): § = 7.73 (mc, 2 H, 2",6"—H.,), 7.44 (m,,
2 H, 3",5"-H), 7.37 (m, 1 H, 4"—H), 7.32-7.29 (m, 2 H, 2',6'-H), 7.26-7.24 (m, 3 H,
3'.4' 5'-H), 6.15 (s, | H, PhCH=COR), 3.85 (dd, J = 12.8, 6.2 Hz, 1 H, CH>'OH), 3.83
(dd, J =12.8, 6.2 Hz, 1 H CH20H), 3.57 (t, J = 6.2 Hz, 1 H, CH,OH), 3.30 (d,

J =143 Hz, 1 H PhCH,"), 3.30 (d, J = 14.3 Hz, 1 H PhCH,?) ppm.

13C NMR, HSQC, HMBC (151 MHz, CD;CN): § = 163.6 (C4), 136.6 (C5), 133.1
(C1"), 132.6 (C1"), 131.0 (C2',6), 129.5 (C2",6"), 128.7 (C3",5"), 128.4 (C4"), 128.2
(C3',5), 127.3 (C4"), 111.6 PACH=COR) 105.5 (C2), 64.4 (CH,OH) 39.7 (PhCH,)

FTIR (ATR): v = 3435, 3064, 2928, 1783, 1453, 1195, 1183, 947, 786, 675 cm™ .
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MS (ESI+): m/z=319.1 [M + Na]".

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C1sH1704]: m/z = 297.1127, gef.: 297.1136.

(25,57)-2-Benzyl-5-benzyliden-2-{[(triethylsilyl)oxy|methyl}-1,3-dioxolan-4-on
[($)-262]

Reaktionspfad B: =T .o
2L 0-4(__OSiEt,

(28,5R)-2,5-Dibenzyl-2-{[(triethylsilyl)oxy]methyl}-1,3-

dioxolan-4-on (260a) (236 mg, 573 umol), N-Bromsuccinimid

(103 mg, 573 pmol, 1.00 Aquiv.), 2,6-Di-tert-butylpyridin (141 pL, 120 mg, 630 pmol,
1.10 Aquiv.) und AIBN (1.22 mg, 7.43 umol, 1.30 mol-%) werden in CCls (2.00 mL,
H>O < 0.005%, Os-frei)t™ gelost und zum Riickfluss erhitzt (Olbadtemperatur: 85—
90 °C). Der Verlauf der Reaktion wird durch RP-HPLC (ACE3-Ci3, HH-O/MeOH = 30:70
(0.0 min)—20:80 (20 min), 1.50 mL-min"!, 7= 60 °C, fr = 25 min) im Abstand von 2 h
verfolgt. Sobald das Ausgangsmaterial verbraucht ist (=8 h) wird die Reaktionsmischung
mit Hilfe eines Spritzenfilters (25 mm Durchmesser, 0.20 pm) filtriert. Waschen des
Filters mit frischem CCls (10 mL), nachfolgendes Verdampfen des Ldsungsmittels
1. Vak. bei moglichst niedriger Temperatur (7' <40 °C) und abschlieBende Reinigung
durch prédparative RP-HPLC ergibt den triethylsilylgeschiitzten Alkohol (5)-262
(54.5mg, 133 umol, 23%, tr=28.0min), der allerdings noch durch mehrere
Verbindungen verunreinigt ist. Auf Grund der geringen Hydrolysebestdndigkeit der
TES-Gruppe und damit einhergehenden Schwierigkeiten die Verbindung zu reinigen,
wird geschiitztes (5)-262 ohne weitere Charakterisierung in die nachfolgende Oxidation

eingesetzt.

RP-HPLC (RP-1; Priap 100): tr = 25.0 min, HO/MeOH = 30:70 (0.00 min) —20:80
(20.0 min), ACE3-C;s, 1.50 mL-min~!, 7= 60 °C; tr = 28.0 min, ACE5-C;s,
26.2 mL'min .

U preeze-Pump-Thaw-Cycles (2%)
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(2R,57)-2-Benzyl-5-benzyliden-2-(hydroxymethyl)-1,3-dioxolan-4-on [(R)-261]

Reaktionspfad B:

(2R,5R)-2,5-Dibenzyl-2- {[(triethylsilyl)oxy|methyl}-1,3-dioxolan-

4-on (260b) (238 mg, 577 umol), N-Bromsuccinimid (104 mg,
577 umol, 1.00 Aquiv.), 2,6-Di-tert-butylpyridin (142 uL, 121 mg, 635 umol,
1.10 Aquiv.) und AIBN (1.22 mg, 7.43 umol, 1.30 mol-%) werden in CCls (2.00 mL,
H,O < 0.005%, O»-frei) gelost und zum Riickfluss erhitzt (Olbadtemperatur
T=285-90 °C). Der Verlauf der Reaktion wird durch RP-HPLC verfolgt. Nach 1.5 h
Riihren bei dieser Temperatur werden erneut NBS (104 mg, 577 umol, 1.00 Aquiv.) und
AIBN (1.22 mg, 7.44 pmol, 1.30 mol-%) hinzugegeben und wietere 2.5 h bei dieser
Temperatur geriihrt (fgesame = 4 h). AnschlieBen wird die Reaktionsmischung mit Hilfe
eines Spritzenfilters (25 mm i. D., 0.20 um Porengrole, PTFE) von unldslichen
Bestandteilen befreit. Waschen des Filters mit frischem CCls (10 mL), nachfolgendes
Verdampfen des Losungsmittels i. Vak. bei moglichst geringer Temperatur (7' < 40 °C)
und abschlieende Reinigung durch priparative RP-HPLC liefern (R)-261 (56.7 mg,
190 pumol, 33%, tr = 7.0min) und (R)-262 (4.0 mg, 9.7 umol, 2%, fr = 37 min), beide in

Form farbloser, viskoser Ole.

Ausbeute: (R)-261: 56.7 mg (33%), farbloses Ol, C1sHi604 (296.32 g-mol™"); (R)-262:
4.0 mg (2%), farbloses Ol.

21
Drehwert: [05]0 = —323 (¢ 0.42, CH3CN).

RP-HPLC (Prip 100): tr = 7.0 min. (HO/MeOH = 30:70 (0.0 min)—20:80 (25 min),
ACES5-CisPFP, 38.0 mL-min~!, 7= 21 °C.

TH NMR, COSY, NOESY (600 MHz, CD:CN): 6 = 7.73 (m., 2 H, 2",6"—H,), 7.44 (m.,
2 H,3",5"-H), 7.37 (me, | H, 4"-H), 7.32-7.29 (m, 2 H, 2',6'-H), 7.26-7.24 (m, 3 H,
3'.4"5'-H), 6.15 (s, 1 H, PhCH=COR), 3.85 (dd, J = 12.8, 6.2 Hz, 1 H, CH,'OH), 3.83
(dd, J = 12.8, 6.2 Hz, 1 H CH>?0OH), 3.57 (t, J = 6.2 Hz, 1 H, CH,OH), 3.30 (d,

J =143 Hz, 1 HPhCH,"), 3.30 (d, J = 14.3 Hz, 1 H PhCH>?) ppm.
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13C NMR, HSQC, HMBC (151 MHz, CD:;CN): 6 = 163.6 (C4), 136.6 (C5), 133.1
(C1"), 132.6 (C1"), 131.0 (C2',6"), 129.5 (C2",6"), 128.7 (C3",5"), 128.4 (C4"), 128.2
(C3',5"), 127.3 (C4"), 111.6 PACH=COR) 105.5 (C2), 64.4 (CH,OH) 39.7 (PhCH.,)

FTIR (ATR): ¥ = 3435, 3064, 2928, 1783, 1453, 1195, 1183, 947, 786, 675 cm ™.
MS (ESI+): m/z =319.1 [M + Na]".

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C1sH1704]: m/z = 297.1127, gef.: 297.1136.

(+)-Phenguignardiasiure [(25,42)-(+)-2-Benzyl-4-benzyliden-5-0x0-1,3-dioxolane-
2-carbonsaure] [(S)-227]

Arbeitsvorschrift fiir die Oxidation der primiren Alkohole 261 und
des TES-geschiitzten Alkohols 262 zu den entsprechenden

Carbonséduren:

PhI(OAc): [(S)-261: 489 mg, (S)-262: 177 mg, 5.0 Aquiv.)] und TEMPO [(S)-15:
23.8 mg, (5)-262: 8.60 mg, 0.50 Aquiv.] werden unter Riihren bei Raumtemperatur zu
einer Losung des Alkohols (5)-262 (90.0 mg, 304 umol) oder des triethylsilylgeschiitzten
Alkohols (5)-262 (45.0 mg, 110 pmol) in einer Mischung aus Acetonitril/Wasser = 1:1
[(S)-261: 10.2 mL, (S)-262: 3.40 mL) hinzugegeben und 24 h (Alkohole), bzw. 72 h
(Alkoxysilane) bei dieser Temperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wird mit Hilfe
eines Spritzenfilters (0.20 um, PTFE) von unldslichen Bestandteilen befreit. Nach der

Reinigung mittels RP-HPLC wird die gewiinschte Carbonsdure erhalten.

Ausbeute: 15.4 mg (45%, aus (5)-262), 42.0 mg (45%, aus (S5)-261), farbloses Ol,
CisH1405 (310.30 g'mol ™).
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RP-HPLC (RP-1; Préip 100): tr = 7.0 min, MeCN/H20 (0.1% HCOOH) = 60:40
(0.0 min)—100:0 (20 min), 7= 21 °C, ACE3-C3PFP, 1.00 mL-min"!; ACE5-CsPFP,

37.5 mL-min .

RP-HPLC/MS (Agilent 1200): tr= 1.8 min, H>O (15 mM NH4HCO3)/MeCN = 95:5
(0.0 min) — 10:90 (2.0 min), Ascentis Express-Cis (50 x 2.1 mm), 1.00 mL-min™',
siehe Abb. A.2.9.

Drehwert: (5)-227: [a]}; = +227 (¢ 0.57, CH3;CN), +194 (c 0.24, CDCl3),
+200 (¢ 1.00, CH2CD), Lit.: [a]}; = +116 (¢ 0.18, CDCl3).'47

IH NMR, COSY, NOESY (400 MHz, CD;CN): § = 7.69 (m., 2 H, 2',6'_H), 7.43 (m.,
2 H,3",5'-H), 7.37 (m., | H, 4'-H), 7.34-7.29 (m, 2 H, 2",6"-H), 7.27-7.22 (m, 3 H,
3".4" 5"_H), 6.25 (s, 1 H, PhACH=COR), 3.60 (d, J = 14.6 Hz, 1 H, PhCH>"), 3.54 (d,
J = 14.6 Hz, | H PhCH>2) ppm

13C NMR, HSQC, HMBC (100.6 MHz, CDsCN): 6 = 166.8 (CO,H), 163.3 (C5), 136.6
(C4), 133.1 (C1"), 132.4 (C1"), 132.0 (C2",6"), 130.6 (C2",6'), 130.1 (C4"), 129.8
(C3',5"), 129.2 (C3",5"), 128.6 (C4"), 109.3 (C2), 106.3 (PhCH=COR), 40.8 (PhCH>)

FTIR (ATR): ¥ = 3460, 3060, 1800, 1743, 1359, 1299, 1268, 1193, 1181, 935, 866 cm™!
MS (ESI-): m/z (%) = 309.2 (100) [M — H".

HRMS (ESI+): Ber. fiir [C1sH14NaOs]: m/z = 333.0739, gef.: 333.0753.

(—)-Phenguignardiasiure [(2R,4Z)-(—)-2-Benzyl-4-benzyliden-5-

ox0-1,3-dioxolane-2-carbonsiure] [(R)-227]

PhI(OAc), (270 mg, 840 pmol, 5.0 Aquiv.) und TEMPO (13.1 mg,
84.0 pmol. 0.50 Aquiv.) werden unter Riihren bei Raumtemperatur zu einer Lésung des

Alkohols (R)-261 (49.9 mg, 168 umol) in einer Mischung aus Acetonitril/Wasser = 1:1
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(5.60 mL) hinzugegeben und 24h bei dieser Temperatur geriihrt. Die
Reaktionsmischung wird mit Hilfe eines Spritzenfilters (0.25 mm 1i.D., 0.20 pm
Porengrosse, PTFE) von unloslichen Bestandteilen befreit. Nach der Reinigung mittels

RP-HPLC wird die gewlinschte Carbonsdure erhalten.
Ausbeute: 18.2 mg (35%), farbloses Ol, C1sH1405 (310.30 g-mol ™).
22
Drehwert: (R)-227: [CZ]D = —197 (¢ 0.25, CDCl3), =224 (c 0.55, CH3CN).
HRMS (ESI+): Ber. fiir [Ci1gH14NaOs]: m/z = 333.0739, gef.: 333.0746.

Die iibrigen analytischen Daten stimmen mit denen von (5)-227 iiberein.
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6 BIOLOGIE

Da Phenanthro-Alkaloide sowie vereinfachte Derivate als potente Wirkstoffe bereits
in der Literatur beschrieben worden sind (siese auch Kap. 2.1.6 und 2.1.11), war eine

biologische Auswertung der hergestellten Verbindungen von Interesse.

Die in diesem Kapitel beschriebenen biologischen Untersuchungen
(Reportergenassays) der in dieser Arbeit hergestellten Verbindungen wurden von Herrn

PD. Dr. an der Technischen Universitit Kaiserslautern durchgefiihrt."""

6.1 Versuchsreihe 1

6.1.1 Ausgewihlte Substanzen

Die in Abbildung 6.1 gezeigten offenkettigen Zwischenstufen der Totalsynthese von
Phenanthro-Alkaloiden und in Abbildung 6.2 dargestellten drei Phenanthroindolizidine
wurden ausgewdihlt und in einer ersten Versuchsreihe auf ihre Wirkung in verschiedenen

Signalwegen gepriift.

rac-202 (NP04)

Abbildung 6.1. Ausgewéhlte Testsubstanzen (offenkettige Intermediate) fiir Versuchsreihe 1.

" Herr PD. Dr. -, Abteilung fiir Molekulare Biotechnologie & Systembiologie, Raum
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OMe

(13aS,14S)-14-Methoxyamino- (S)-(+)-Tylophorin [(S)-65] rac-Tylophorin (rac-65)
tylophorin (194)

Abbildung 6.2. Ausgewihlte Testsubstanzen (Phenanthroindolizidine) fiir Versuchsreihe 1.

6.1.2 Reportergenassays

Wirkung auf die von TCF/LEF abhéingige Reportergenaktivitiit
(Wnt-Signalkaskade, Zelltyp: COLO-320)

Humane Kolon-Adenokarzinomzellen (COLO-320-Zellen) wurden mit den
Reportergenplasmiden TOPflash und FOPflash transfiziert."Y¥ Der TOPflash-Vektor
beinhaltet drei Kopien der TCF-Bindestelle in unterschiedlicher Orientierung, welchen
ein TK-Promotor "W und ein Luciferase-ORF nachgeschaltet sind. Durch eine
Transfektion in Zellen ist eine Analyse der TCF/LEF-abhédngigen Signaltransduktion
moglich.'? Als Negativkontrolle diente der FOPflash-Vektor, welcher eine vollstindig

und eine unvollstindig mutierte TCF-Bindesequenz aufweist.

Sowohl (S)-(+)-Tylophorin, als auch rac-Tylophorin zeigen eine ausgeprigte

Inhibierung der Reportergenaktivitit, wobei ersteres geringfiigig potenter ist.
ICso=0.3-0.4 ug'mL™' = 0.8-1.0 x 10" ®mol-L™!

Die iibrigen vier Substanzen zeigen keine nennenswerte Inhibierung. Zytotoxische

Effekte konnten rein mikroskopisch nicht festgestellt werden.

Y¥V Fa. Upstate Biotechnology, Inc. (Lake Placid, USA).
WWW Thymidinkinase
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120 -~
TCF/LEF
100 +
= o 80
£ 9
é E —a— (S)-Tylophorin —e—rac-Tylophorin
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Abbildung 6.3. Von TCF/LEF abhéngige Signaltransduktion in Gegenwart der Testsubstanzen;
ausgepragte Inhibierung durch (S)-(+)-65 und rac-65.

Wirkung auf die vom Survivin-Promotor abhiingige Reportergenaktivitit

(Zelltyp: COLO-320)

Humane Kolon-Adenokarzinomzellen (COLO-320-Zellen) wurden mit dem pGL3-
survpro-Plasmid transfiziert. Eine Induktion war nicht notig, da in dieser Zelllinie
Survivin konstitutiv aktiv ist. Survivin ist ein antiapoptotisches Protein, das in so gut wie
allen humanen Krebszellen iiberexprimiert wird. Das Reportergen Luciferase steht hier

unter der Kontrolle des Survivin-Promotors.

Die Substanzen (S)-(+)-Tylophorin und rac-Tylophorin zeigen eine starke

Inhibierung der Reportergenaktivitit.
ICs0= 0.3 pg'mL™'=8 x 10" mol-L™!

Die tibrigen vier Substanzen zeigen keine nennenswerte Inhibierung. Zytotoxische

Effekte konnten rein mikroskopisch nicht festgestellt werden.
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Abbildung 6.4. Einfluss von (S)-(+)-Tylophorin und rac-Tylophorin auf die Aktivitit des vom Survivin-
Promotor kontrollierten Luciferase-Reportergens.

Wirkung auf die vom IP10-Promotor abhéingige Reportergenaktivitiit
(Zelltyp: MONO-MAC-6)

Humane monozytische Leukdmiezellen (MONO-MAC-6-Zellen) wurden mit dem
pGLA4-IP-10pro-Plasmid transient transfiziert. Hierbei handelt es sich um ein
Reportergenplasmid, bei dem die Luciferase-Expression unter der Kontrolle des
humanen IP-10-Promotors®* steht. Die Induktion (4-fach) erfolgte mit LPS (1 ug-mL™")
und IFN-y (10 ng-mL™") binnen 4 h.

(13a$,14S)-14-Methoxyaminotylophorin (194) zeigt eine maflige Inhibierung, (S)-
(+)-Tylophorin und rac-Tylophorin zeigen im angewendeten Konzentrationsbereich eine

starke Inhibierung der Reportergenaktivitit.
ICso=0.25 pg'mL ' = 6.4 x 1077 mol-L™! [(S)-(+)-Tylophorin]

Die iibrigen drei Substanzen zeigen keine nennenswerte Inhibierung der

Reportergenaktivitét.

XTP-10=CXCL10
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120 1 IP10-Promotor
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Abbildung 6.5. Einfluss von (S)-(+)Tylophorin, rac-Tylophorin und (13a8,145S)-14-Methoxyamino-
tylophorin auf die vom IP10-Promotor abhingige Reportergenaktivitit; ¢ [pg-mL™].

Wegen des hoheren Molekulargewichts von 194 im Vergleich zu Tylophorin (65)
ist in Abbildung 6.6 die Reportergenaktivitit in Abhdngigkeit der verwendeten

Stoffmenge dargestellt.

120 - IP10-Promotor _._s)-1yiophorin

100

80 rac-Tylophorin

60

——(13a5,14S5)-14-
Methoxyaminotylophorin

40

20

Reportergenaktivitat
[% induzierte Kontrolle]

1 I. T I: 1
ﬂ) 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4

-20 ¢ [um]

Abbildung 6.6. Einfluss von (S)-(+)Tylophorin, rac-Tylophorin und (13aS,14S5)-14-Methoxyamino-
tylophorin auf die vom IP10-Promotor abhidngige Reportergenaktivitét; ¢ [uM].
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Wirkung auf die von NF-KB abhingige Reportergenaktvitit (Zelltyp: HepG2)

Humane  Leberzellkarzinomzellen  (HepG2-Zellen) wurden mit dem
pNF-kB-Plasmid transient transfiziert. Hierbei handelt es sich um ein
Reportergenplasmid, bei dem die Luciferase-Expression unter der Kontrolle der
humanen NF-kB-Bindungssequenz steht. Die Induktion (9 bis 10-fach) erfolgte mit
TNF-o (10 ng'mL™") binnen 24 h.

Sowohl (S)-(+)-Tylophorin (ICso = 0.3 ug'mL™! = 8 x 1077 mol-L™") als auch rac-
Tylophorin (ICsp = 0.5 pg'mL™" = 1.3 x 107 mol-L™") zeigen inhibitorischen Einfluss
auf die Reportergenaktivitdt. Die iibrigen vier Substanzen zeigten keine nennenswerte

Inhibierung.

120 -
PNF-xB

100 <

30 - —a— (S)-Tylophorin

60 -

—+—rac-Tylophorin

40

Reportergenaktivitat
[% induzierte Kontrolle]

20 -

Abbildung 6.7. Der Einfluss von rac-Tylophorin und (S)-(+)-Tylophorin auf die von NF-kB abhéngige
Signaltransduktion.
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Wirkung auf die von STAT3 abhiingige Reportergenaktivitit (Zelltyp: HepG2)

HepG2-Zellen wurden mit dem LApGL3/TK-IRF7-Plasmid transient transfiziert.
Hierbei handelt es sich um ein Reportergenplasmid, bei dem die Luciferase-Expression
unter der Kontrolle der humanen STAT3-Bindungssequenz steht. Die Induktion (3 bis

4-fach erfolgte mit IL-6 (10 ng'mL™") im Zeitraum von 24 h.

(S)-(+)-Tylophorin und rac-Tylophorin zeigen deutlichen inhibitorischen Einfluss

im angewandten Konzentrationsbereich.
ICso = 0.3-0.4 pg'mL™' =0.8-1.0 x107® mol-L™!

Der offenkettige Vorldufer rac-202 iibt einen schwachen bis méBigen Einfluss aus
(siehe auch Abbildung 6.18). Die iibrigen vier Substanzen zeigen keine nennenswerte

Inhibierung der Reportergenaktivitit.

120 - STAT3 ——(S)-Tylophorin
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Abbildung 6.8. Der Einfluss von (S)-65, rac-65 und rac-202 auf die Aktivitit des von STAT3
abhiingigen Reportergens; ¢ [pg-mL™].
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Abbildung 6.9. Der Einfluss von (5)-65, rac-65 und rac-202 auf die Aktivitit des von STAT3
abhédngigen Reportergens; ¢ [uM].

Wirkung auf die von STAT6 abhingige Reportergenaktivitit (Zelltyp: HepG2)

HepG2-Zellen wurden mit dem Expressionsvektor TOPO/STAT6 und dem
Reportergenvektor pTK/SEAP(7xN4) transient transfiziert. Bei letzterem steht die
Luciferase-Expression unter der Kontrolle der hochaffinen humanen STAT6-Bindungs-
sequenz (7-fache Kopie des N4-Motivs). Die Induktion (10—12-fach) erfolgte mit IL-4

(10 ng'mL"") innerhalb eines Zeitraumes von 24 h.

rac-Tylophorin (65) und rac-202 zeigen eine nahezu identische, inhibitorische
Wirkung auf die von STAT6 abhingige Signalkaskade (ICso = 0.9 pg-mL™!, Abbildung
6.10). Umgerechnet auf die jeweiligen Konzentrationen ist die Wirkung von rac-202
(ICs0 = 0.5 uM) sogar geringfiigig stiarker (Abbildung 6.11) als die von rac-65
(ICso = 0.7 um)

Fiir (S)-(+)-Tylophorin war die verwendete Startkonzentration zu hoch, so dass kein

ICso-Wert bestimmt werden konnte.

Mikroskopisch wurde fiir (5)-65 eine zytotoxische Wirkung auf HepG2-Zellen
festgestellt. Die librigen drei Substanzen zeigen keine nennenswerte Inhibierung der

untersuchten Reportergenaktivitit.
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Abbildung 6.10. Der Einflul von rac-65, (S)-65 und rac-202 auf die von STAT6 abhingige
Reportergenaktivitit; ¢ [ug-mL™"].
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Abbildung 6.11. Der Einflul von rac-65, (S)-65 und rac-202 auf die von STAT6 abhingige
Reportergenaktivitit; ¢ [uM].
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6.2 Versuchsreihe 2

6.2.1 Ausgewihlte Substanzen

rac-202, ein offenkettiger Vorldufer in der Totalsynthese von rac-7-Methoxycrypto-
pleurin (143), inhibierte iiberraschenderweise in der biologischen Versuchsreihe 1 die
von STAT6 abhédngige Reportergenaktivitit mindestens so stark, wie racemisches
Tylophorin (rac-65). Deshalb wurden fiir die biologische Versuchsreihe 2, zusétzlich zu
rac-202, die Verbindung in enantiomerenreiner Form [(R)-202] sowie das offenkettige

Phenanthropiperazinderivat 211 ausgewihlt (Abbildung 6.12).

rac-202 (NP04) (R)-202 [AS203, (R)-NP04] 211 (AS193)

Abbildung 6.12. Testsubstanzen fiir die biologische Versuchsreihe 2.

6.2.2 Reportergenassays

Wirkung auf die von STAT6 abhiingige Reportergenaktivitit (Zelltyp: HepG2)

Die Transfektion von HepG2-Zellen erfolgte mit dem Reportergenvektor pGL3-TK-
6xN4 und dem Expressionsvektor TOPO/STATG6 per Elektroporation. Die Applikation
der Testsubstanz und die Induktion durch IL-4 (5 ng-mL™") geschah binnen 24 h. Die

Versuche wurden doppelt durchgefiihrt; dargestelt ist der Mittelwert.
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Wirkung auf die von NF-kB abhingige Reportergenaktivitit (Zelltyp: HepG?2)

Die Transfektion von HepG2-Zellen mit dem Reportergenvektor pNF-xB-Luc
wurde durch Elektroporation vorgenommen, wobei die Applikation der Testsubstanz und
die Induktion durch TNF-o (5 ng-mL™!) im Zeitraum von 24 h geschah. Die Versuche

wurden doppelt durchgefiihrt; dargestellt ist der Mittelwert.
Wirkung auf die von STAT3 abhingige Reportergenaktivitit (Zelltyp: HepG2)

Die Transfektion von HepG2-Zellen mit dem Reportergenvektor STAT3-Luc
gelang durch Elektroporation. Die Applikation der Testsubstanz und die Induktion durch
IL-6 (5ng'mL™") wurde binnen 24 h durchgefiihrt. Die Versuche wurden doppelt

durchgefiihrt; dargestellt ist der Mittelwert.
Wirkung auf die von EF-1a abhiingige Reportergenaktivitit (Zelltyp:HepG2)

Die Transfektion von HepG2-Zellen mit dem Reportergenvektor pRL-EF-1a wurde
durch Elektroporation erreicht. Die Applikation der Testsubstanz und die Induktion
durch IL-4 (5 ng'mL™") wurde binnen 24 h ausgefiihrt. Die Versuche wurden doppelt

durchgefiihrt; dargestellt ist der Mittelwert.
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Abbildung 6.13. Beeinflussung verschiedener Reportertgenaktivititen in Abhéngigkeit steigender
Konzentrationen von rac-202.
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Abbildung 6.14. Beeinflussung verschiedener Reportergenaktivititen in Abhéngigkeit steigender
Konzentrationen von 211.
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Abbildung 6.15. Beeinflussung verschiedener Reportergenaktivitdten in Abhédngigkeit steigender
Konzentrationen von (R)-202.

Eine inhibierende Wirkung auf die untersuchten Reportergene ist interessanterweise
nur bei rac-202, nicht aber bei enantiomerenreinem (R)-202 zu beobachten. Das Ergebnis

deutet stark darauf hin, dass die Wirkung des offenkettigen Intermediats rac-202 auf die
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von STAT6 abhéngigen Signalwege durch dessen (S)-Enantiomer [(S)-202] ausgeldst

wird. Yy

Das Piperazinderivat 211 zeigte keine Inhibierung der untersuchten

Reportergenaktivitt.

6.3 Versuchsreihe 3

6.3.1 Ausgewihlte Substanz

OMe
rac-202 (= NP04)

Abbildung 6.16. Testsubstanz fiir die biologische Versuchsreihe 3.

6.3.2 Reportergenassays

Wirkung auf die von STAT6 abhingige Reportergenaktivitit (Zelltyp: A-549)

Humane alveolare Adenokarzinomzellen (A549-Zellen) wurden mit dem
Expressionsvektor TOPO/STAT6 und dem Reportergenvektor pGL3-TK (6xN4)
transient transfiziert. Bei letzterem steht die Luciferaseaktivitdt unter der Kontrolle der
hochaffinen humanen STAT6-Bindesequenz (6-fache Kopie des N4-Motivs). Mit
diesem System lésst sich der durch Interleukin-4 induzierte und durch STAT6 vermittelte
Signalweg untersuchen, dem u.a. eine zentrale Rolle bei der Entstehung und Progression

von Asthma bronchiale zugeschrieben wird.!”3

¥¥Y Leider konnte die Substanz (S)-202 in dieser Versuchsreihe nicht mehr untersucht werden.
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Um einen zytotoxischen Einfluss ausschlieen zu kénnen, wurden die A549-Zellen
zusétzlich mit dem Reportergenvektor pRL-EF-1a transient transfiziert. Hierbei steht das
Reportergen unter der Kontrolle des Promotors des housekeeping-Gens
Elongationsfaktor-1a und sollte somit stabil exprimiert werden. Die Induktion erfolgte

mit IL-4 (10 ng'mL™") binnen 24 h.

X —a— STAT6
—A—EF-1a
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relative reportergene activity
[% of induced control]
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Abbildung 6.17. Darstellung der inhibitorischen Wirkung von rac-202 auf die durch IL-4 induzierte und
von STAT6 abhéngige Signaltransduktion.

Fiir rac-202 ergibt sich ein ICso-Wert von 1.7 x 107 mol-L™!. Allerdings sinkt die
Luciferase-Expression des Kontrollvektors (EF-1a) mit steigender Konzentration der

Testsubstanz, was auf einen zytotoxischen Effekt von rac-202 hindeutet (Abbildung

6.17).
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Wirkung auf die von STAT3 abhiingige Reportergenaktivitit (Zelltyp: A-549)

A549-Zellen wurden mit den Reportergenvektoren pMW-IRF7 und pRL-EF-1la
transient transfiziert. Bei ersterem steht die Reportergen-Aktivitit unter der Kontrolle
eines Oligomers (8 %) des IL-6-responsive elements der Klasse II. Dadurch lisst sich die
Wirkung auf den durch Interleukin-6 (IL-6) induzierten und von STAT3 abhingigen
Signalweg untersuchen. Der Reportergenvektor pRL-EF-la diente wiederum als
Indikator fiir zytotoxische Effekte. Die Induktion erfolgte durch die Gabe von IL-6
(10 ng'mL"") binnen 48 h.

Fiir rac-202 ergibt sich ein ICso-Wert von 2.25 x 1076 mol-L™!. Allerdings sinkt auch
hier die Luciferase-Expression des Kontrollvektors mit steigender Konzentration der

Testsubstanz, was auf einen zytotoxischen Effekt von rac-202 hindeutet (Abbildung

6.18).
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Abbildung 6.18. Darstellung der inhibitorischen Wirkung von rac-202 auf die durch IL-6 induzierte und
von STAT3 abhéngige Signaltransduktion.
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Wirkung auf die von NF-KB abhingige Reportergenaktivitit (Zelltyp: A-549)

A549-Zellen wurden mit den Reportergenvektoren pNF-kB-Luc und pRL-EF-1a
transient transfiziert. Bei Ersterem wird die Reportergenaktivitit durch 4 Kopien der
NF-kB-Konsensussequenz und einem Minimalpromotor reguliert. Dadurch ldsst sich die
Wirkung auf die durch TNF-a induzierte und von NF-kB abhéngige Signalkaskade
untersuchen. Der Reportergenvektor pRL-EF-1a diente wiederum als Indikator fiir
zytotoxische Effekte. Die Induktion erfolgte durch die Gabe von TNF-o, (10 ng-mL™")
innerhalb von 24 h.

Fiir den von NF-xB abhingigen Signalweg ergibt sich ICso=1.7 x 107 mol-L™".
Allerdings sinkt, wie schon bei der Untersuchung der von STAT3 und STAT6
abhidngigen Signalwege, die Luciferase-Expression des Kontrollvektors (EF-1a) in
Abhingigkeit von der Konzentration der zu untersuchenden Substanz, in nahezu
identischem Ausmal3, was auf einen nicht spezifischen, zytotoxischen Effekt von rac-202

hindeutet (Abbildung 6.19).

\'\ —e— NFxB
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Abbildung 6.19. Darstellung der inhibitorischen Wirkung von rac-202 auf die durch TNF-a induzierte
und von NF-kB abhéngige Signaltransduktion.
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6.3.3 Zytotoxizitatsassay (Zelltyp: A-549)

Mittels des XTT-Zellviabilititsassays wurde die Lebendzellanzahl bestimmt. Als
MabB fiir die Zellaktivitit diente dabei die mitochondriale Aktivitit. Hierbei wurde das
Tetrazoliumderivat XTT verwendet, das in vitalen Zellen durch mitochondriale Enzyme

der Atmungskette zu einem wasserloslichen, orangefarbenen Formazan-Salz reduziert

wird (Abbildung 6.20).

NO,

MeO NO, Me04<;§—so3
ﬂ -~ Mitochondriale-
@NH N-N SO;  Dehydrogenase NH /N—NH
_— >—<

&N _
3 N$Nﬁ803 0 N=N
MeO N02 MGOQSO:g
XTT - Tetrazolium XTT - Formazan NO,

Abbildung 6.20. Strukturformeln vom XTT-Tetrazolium-Salz und des gebildeten XTT-Formazans.

Dabei ist die Menge des entstehenden Produktes proportional zur Anzahl der
lebenden Zellen. Bereits ab einer Konzentration von 1.2 uM (rac-202) war die
Lebendzellanzahl auf 50% gesunken (Abbildung 6.21), was darauf schlieBen lésst, dass
die durch rac-202 ausgeloste vermeintliche Inhibierung der von STAT3, STAT6 und
NF-kB abhidngigen Signaltransduktionswege keiner spezifischen oder selektiven
Interaktion mit diesen zu Grunde liegt, sondern durch zytotoxische Effekte und der damit

einhergehenden verminderten Gesamtzahl an Lebendzellen zustande kam.
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XTT cell viability assay
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Abbildung 6.21. Darstellung der Lebendzellanzahl (%) von A549-Zellen in Abhéngigkeit von der
Konzentration / uM an rac-202.
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Abb. A.1.1. 'TH NMR (400 MHz, DMSO-de) von (S)-170. .......ccccoreeneirireerennn 281
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A.1l NMR

Abb. A.1.1. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) von (S)-170.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Abb. A.1.2. 3C NMR (100.6 MHz, DMSO-de) von (S)-170.
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Abb. A.1.3. "H NMR (400 MHz, CDCls) von (S)-169.

1 T 1 T T T T T T T T T T T T T T 1
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Abb. A.1.4. 3C NMR (75.5 MHz, CDCL) von (5)-169.
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OH
T T T T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
Abb. A.1.5. "H NMR (300 MHz, CDCls) von (R)-220.
(Nj”"’
H OH
. L A Asvarh h WLU
9‘5 9‘0 8‘5 8‘0 7‘5 7‘0 6‘5 6‘0 5‘5 5‘0 4‘5 4‘0 3‘5 3‘0 2‘5 2‘0 1‘5 1‘0 pp‘m

Abb. A.1.6. 3C NMR (75.5 MHz, CDCL) von (R)-220
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Abb. A.1.7. '"H NMR (500 MHz, CDCls) von 164.

T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 ppm

Abb. A.1.8. BC NMR (100.6 MHz, CDCls) von 164.
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Abb. A.1.9. 'H NMR (500 MHz, CDCls) von 166.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 ppm

Abb. A.1.10. 3C NMR (100.6 MHz, CDCls) von 166.
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Abb. A.1.11. "H NMR (400 MHz, CDCl3) von 167.

i

T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 ppm

Abb. A.1.12. *C NMR (100.6 MHz, CDCI3) von 167.
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T T T T T T T T T T T T T T T 1
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Abb. A.1.13. '"H NMR (400 MHz, CDCls) von (S)-171.
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T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 ppm

Abb. A.1.14. "H NMR (500 MHz, CDCls) von (S)-172.

iy
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T T T T T T T T T T T T T T T 1
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Abb. A.1.15. 3C NMR, DEPT (125.8 MHz, CDCl) von (S)-172.
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8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

Abb. A.1.16. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) von (S)-192, Diastercomer 1.

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Abb. A.1.17. BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3 von (S)-192, Diastereomer 1.
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8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 ppm

Abb. A.1.18. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) von (S)-192, Diastereomer 2.

I s o

1 T 1 T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Abb. A.1.19. ®*C NMR (125.8 MHz, CDCl3) von (S)-192, Diastereomer 2.
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8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Abb. A.1.20. '"H NMR (500 MHz, CDC1s) von (S)-192 (dr 1:1).

MeQ,
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L 3w
‘O Br
MeO
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M ol

T T T T T T T T T T T T T 1
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 ppm

Abb. A.1.21. '"H NMR (200 MHz, CDCls) von (S)-184. Uberlappende Darstellung der diastereomeren
Oximether: (S,£E)-184 (unten, schwarze Linie, Rotamere) und (S,2)-184 (oben, rote Linie).
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Abb. A.1.22. '"HNMR (400 MHz, CDCIs) von (S,E)-184 (Rotamere).
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Abb. A.1.23. 3C NMR (100.6 MHz, CDCls) von (S, E)-184 (Rotamere).
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Abb. A.1.24. "H NMR (400 MHz, CDCls) von (S)-202.
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Abb. A.1.25. 3C NMR (100.6 MHz, CDCls) von (S)-202.
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b

Abb. A.1.26. 'H NMR (400 MHz, CD:Cl2) von rac-201.
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Abb. A.1.27. 3C NMR (100.6 MHz, CD2Cl) von rac-201.
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Abb. A.1.28. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) von W EINREB-Amid 207.
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Abb. A.1.29. 3C NMR (100.6 MHz, CDCls) von 207.
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Abb. A.1.30. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) von Aminoaldehyd rac-203.
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Abb. A.1.31. BC NMR (100.6 MHz, CDCl3) von rac-203.
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Abb. A.1.32. "TH NMR (600 MHz, CD3CN, T = 60 °C) von rac-211.
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Abb. A.1.33. BC NMR (151 MHz, CD3CN, T = 60 °C) von rac-211.
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Abb. A.1.34. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) von (S)-(+)-Tylophorin [(S)-65].

T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Abb. A.1.35. 3C NMR (125.8 MHz, CDCl3) von (S)-(+)-Tylophorin [(S)-65].
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Abb. A.1.36. "TH NMR (400 MHz, CDCl3) von rac-7-Methoxycryptopleurin (143).
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Abb. A.1.37. 3C NMR (100.6 MHz CDCl3) von rac-7-Methoxycryptopleurin (143).
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Abb. A.1.38. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) von (13aS,14S)-(+)-14-Methoxyaminotylophorin (194).

T T T T T T
150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 ppm

Abb. A.1.39. *C NMR, DEPT (100.6 MHz, CDCIls) von 194.
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Abb. A.1.40. "TH NMR (400 MHz, CDCl3) von 197.
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Abb. A.1.41. ¥C NMR (100.6 MHz, CDCl3) von 197.
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Abb. A.1.42. H,C-HSQC (400 MHz, CDCl3) von 197.
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Abb. A.1.43. H,C-HMBC (400 MHz, CDCIs) von 197.
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Abb. A.1.44. "TH NMR (300 MHz, CDCl3) von 214.
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Abb. A.1.45. 3C NMR (100.6 MHz, CDCls) von 214.
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Abb. A.1.46. '"H NMR (300 MHz, CDClIs) von 215.
[
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Abb. A.1.47. BC NMR (100.6 MHz, CDCl3) von 215.
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Abb. A.1.48. "H NMR (400 MHz, CDCls) von 216.
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Abb. A.1.49. BC NMR (75.5MHz, CDCl;) von 216.
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Abb. A.1.50. "H NMR (300 MHz, CDCls) von 217.
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Abb. A.1.51. ®*C NMR (75.5 MHz, CDCl3) von 217.
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Abb. A.1.52. "TH NMR (300 MHz, CDCI3) von 153.
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Abb. A.1.53. 3BC NMR (100.6 MHz, CDCls) von 153.
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Abb. A.1.54. "TH NMR (400 MHz, CD2Cl>) von 9-Formyl-2,3,6-trimethoxyphenanthren.
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Abb. A.1.55. 3C NMR (100.6 MHz, CD2Cl2) von 9-Formyl-2,3,6-trimethoxyphenanthren.
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Abb. A.1.56. "H NMR (400 MHZ, DMSO-ds) von 221.

A

1" 10

WY

N

I

o

e

T T
170 160

Abb. A.1.57. BC NMR (100.6 MHz, DMSO-ds) von 221.
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Abb. A.1.58. '"H NMR (400 MHz, CD3CN) von (R)-222 (Rotamere).
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Abb. A.1.59. 3C NMR (100.6 MHz, CD3CN) von (R)-222 (Rotamere).
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Abb. A.1.60. 'H NMR (600 MHz, CD3CN) von (R)-223 (Rotamere).
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Abb. A.1.61. 3C NMR (151 MHz, CD3CN) von(R)-223 (Rotamere).
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Abb. A.1.62. H,H-COSY (600 MHz, CDsCN) von (R)-223.
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Abb. A.1.63. H,C-HSQC (600 MHz, CD:CN) von (R)-223.
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Abb. A.1.64. H,C-HMBC (600 MHz, CD;CN) von (R)-223.
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Abb. A.1.65. H,H-NOESY (600 MHz, CD:;CN) von (R)-223.
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Abb. A.1.66. 'H NMR (400 MHz, CD2Cl2) von (R)-(—)-Cryptopleurin [(R)-87].
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Abb. A.1.67. 3C NMR (100.6 MHz, CDzCl2) von (R)-(—)-Cryptopleurin [(R)-87].
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Abb. A.1.69. H,C-HSQC (400 MHz,
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CD:Cl>) von (R)-87.
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Abb. A.1.70. H,C-HMBC (400 MHz, CD:Clz) von (R)-87.
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Abb. A.1.71. H,H-NOESY (400 MHz, CD>CL,) von (R)-87.
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Abb. A.1.72. "TH NMR (400 MHz, CDCIl3) von 251a (trans)
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Abb. A.1.73. 3C NMR (75.5MHz, CDCIs) von 251a (trans)
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Abb. A.1.74. "H NMR (400 MHz, CDCls) von 251b (cis).
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Abb. A.1.75. 3C NMR (75.5 MHz, CDCls) von 251b (cis).
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Abb. A.1.77. H,H-NOESY (400 MHz, CDCIl3) von 251a (trans).
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Abb. A.1.78. 'H NMR (300MHz, CDCIl3) von 252 und ent-252.
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Abb. A.1.79. ¥*C NMR (75.5 MHz, CDCl3) von 252 und ent-252.
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Abb. A.1.80. "TH NMR (400 MHz, CDCl3) von Hydroxyphenylaceton (256).
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Abb. A.1.81. 3C NMR (100.6 MHz, CDCl3) von Hydroxyphenylaceton (256).
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Abb. A.1.82. "TH NMR (300 MHz, CDCl3) von 257.
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Abb. A.1.83. 3C NMR (75.5MHz, CDCls) von 257.
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Abb. A.1.84. '"H NMR (400 MHz, CDCIs) von 258b.
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Abb. A.1.85. *C NMR (100.6 MHz, CDCl3) von 258b.
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Abb. A.1.86. H.H-NOESY (400 MHz, CDCls)von 258b (trans).

| :
F2 [ppm]

Abb. A.1.87. "H NMR (400 MHz, CDCL:) von 258a (cis).
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Abb. A.1.88. H,H-NOESY (400 MHz, CDClIs) von 258a (cis).
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Abb. A.1.89. BC NMR (100.6 MHz, CDCl3) von 258a.

325



ASPEKTREN UND CHROMATOGRAMME

(0]
©/ '-(Z{O trans
o OSiEt,

T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Abb. A.1.90. 'H NMR (400 MHz, CD>CL,) von 260b (trans).
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Abb. A.1.91. 3C NMR (100.6 MHz, CD2Cl2) von 260b (zrans).
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Abb. A.1.92. '"H NMR (400 MHz, CD:Cl2) von 260a (cis).
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Abb. A.1.93. 3C NMR (100.6 MHz, CD:Cl2) von 260a (cis).
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Abb. A.1.94. H,H-NOESY (400 MHz, CD:Clz) von 260a.
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Abb. A.1.95. H,H-NOESY (400 MHz, CD2Cl2) von 260b.

328



ANHANG

O
¥
g | &
. QH Q cis
-* W\o)(O OSiEt ° . wd A
Lo B
-] - W o Ok
d o b 4
- . pos
é @ - P
P ———— g @ sg
[ %
0 ‘ . . ‘ : : . : : : ‘ :
[ 4 2 F2 [ppm]
Abb. A.1.96. H,C-HSQC/HMBC (400 MHz, CD2Clz) von 260b (trans) [iiberlappend, HMBC: blau;
HSQC: schwarz (CH, CH3), rot (CH2)].
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Abb. A.1.97. H,C-HSQC/HMBC (400 MHz, CD2Cl2) von 260a (cis) [iiberlappend, HMBC: blau;
HSQC: schwarz (CH, CH3), rot (CH2)].
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Abb. A.1.98. '"H NMR (400 MHz, CD3CN) von 260c.
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Abb. A.1.99. 3C NMR (100.6 MHz, CDsCN) von 260c.
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Abb. A.1.100. 'H NMR (600 MHz, CDsCN) von (S)-261.
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Abb. A.1.101. *C NMR (151 MHz, CD3CN) von (S)-261.
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Abb. A.1.102. H,H-NOESY (600 MHz, CD3CN) von (5)-261.
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Abb. A.1.103. H,C-HMBC (600 MHz, CD;CN) von (5)-261.
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Abb. A.1.104. '"H NMR (400 MHz, CD3CN) von (5)-227 (synthetisch).
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Abb. A.1.105. 3C NMR (75.5) MHz, CD3CN) von (S)-227 (synthetisch).
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Abb. A.1.106. '"H NMR (300 MHz, CDsCN) von (R)-227.
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Abb. A.1.107. *C NMR (75.5 MHz, CD;CN) von (R)-227.
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Chromatogram view
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Abb. A.2.1. Chirale HPLC (NP-1): fr = 6.20min [(S)-172)], Daicel ChiralPak® AD-H,
n-Hexan/2-Propanol 50/50 (0.0 min) — 30/70 (20 min), 1.00 mL-min"!, 7= 30 °C, A = 24442 nm,
(5)-172 [e.r. >99.5:0.5].
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Abb. A.2.2. Chirale HPLC (NP-1): zx = 11.2 min [(S)-65], 13.6 min [(R)-65],
2-Propanol/n-Hexan = 20:80 (0.0 min) — 35:65 (25 min), Daicel ChiralPak® AD-H, 1.20 mL-min™!,
A =254 +4 nm, T =40 °C, (S)-Tylophorin [e.r. 99.6:0.4 (S:R)].
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Abb. A.2.3. RP-HPLC (Agilent 1200) von (R)-222, A =286 + 4 nm, fr= 2.6 min, MeCN/H20
(0.1% HCO:2H) = 10:90 (0.0) min — 80:20 (3.0 min), Ascentis Express-Cig (50 x 2.1 mm),
1.00 mL-min"!, T'= 50 °C; MS (ESI+) von (R)-222 (fr = 2.6 min), m/z = 410.2 [M + H]".
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Abb. A.2.4. RP-HPLC (Agilent 1200): Reaktionskontrolle der Transformation (R)-222 — (R)-223,
A =280+4 nm, rR= 5.2 min, MeCN/H:0 (0.1% HCO2H) = 5:95 (0.0 min) — 85:15 (4.0 min), Ascentis

Express-Cis (30 x 2.1 mm), 0.50 mL-min"!, 7= 40 °C. MS (ESI+) von (R)-223 (tr= 5.2 min), m/z (%) =
514.1 (100) [M + H]".
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Minutes

Abb. A.2.5. RP-HPLC (RP-1) von (R)-223: tr = 7.8 min, H2O/MeCN = 35:65, 1.00 mL-min”', 7= 21 °C,
ACE3-CisPFP (150 x 4.6 mm).
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Abb. A.2.6. RP-HPLC (Agilent 1200): (R)-Cryptopleurin, TIC(+) (linkes Chromatogramm), DAD:
A =286 +4 nm (rechts), tr = 2.3 min, MeCN/H20 (0.1% HCO2H) = 10:90 (0.00—0.50 min) — 90:10
(3.0 min), Ascentis Express-Cig (50 x 2.1 mm), 1.00 mL-min"!, T'= 50 °C.
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Abb. A.2.7. Chirale HPLC (NP-2): rac-87 (schwarz), (R)-87 (rot), tr = 27.2 min [(S)-87], 37.2 min
[(R-87)], Daicel ChiralPak® AD-H, 100% EtOH, 0.50 mL-min"!, 7= 40 °C, A = 254 +4 nm,
(R)-Cryptopleurin [e.r.> 99:1 (R:S)].
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26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Minutes

Abb. A.2.8. (VergroBert) Chirale HPLC (NP-2): rac-87 (schwarz), (R)-87 (rot), tr = 27.2 min [(S)-87)],
37.2 min [(R-87)], Daicel ChiralPak® AD-H, 100% EtOH, 0.50 mL-min™!, 7= 40 °C, A = 254 +4 nm,
(R)-Cryptopleurin [e.r.> 99:1 (R:S)].
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Abb. A.2.9. RP-HPLC (Agilent 1200): (S)-Phenguignardiasédure [(S)-227 (synthetisch)],

DAD: A =286 4 nm; TIC (—) (oben links), fr= 1.8 min, H20 (15 mM NH+sHCO3)/MeCN = 95:5
(0.0 min) — 10:90 (2.0 min), Ascentis Express-Cis (50 x 2.1 mm), 1.00 mL-min~!; MS (ESI-) von
(S)-(+)-227 (synthetisch): m/z (%) = 309.2 (100) [M — H]".
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Compound Chromatogram Report - MS
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Abb. A.2.10. LC/MS? (ESI+) des Rohextraktes (Alkaloid-Fraktion) von 7. indica, Alkaloide 1-3.
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Compound Chromatogram Report - MS
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Abb. A.2.11. LC/MS? (ESI+) des Rohextraktes (Alkaloid-Fraktion) von T. indica, Alkaloide 4-6.
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MSD Trap Report v 4 (A4-Opt2) Page 3 of 47

Abb. A.2.12. LC/MS? (ESI+) des Rohextraktes (Alkaloid-Fraktion) von T. indica, Alkaloide 7-9.
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Compound Chromatogram Report - MS
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Abb. A.2.13. LC/MS? (ESI+) des Rohextraktes (Alkaloid-Fraktion) von T. indica, Alkaloide 10-12.
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Abb. A.2.14. LC/MS? (ESI+) des Rohextraktes (Alkaloid-Fraktion) von T. indica, Alkaloide 13—-15.
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Compound Chromatogram Report - MS
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Abb. A.2.15. LC/MS? (ESI+) des Rohextraktes (Alkaloid-Fraktion) von T. indica, Alkaloide 16-18.
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Abb. A.2.16. LC/MS? (ESI+) des Rohextraktes (Alkaloid-Fraktion) von T. indica, Alkaloide 19-21.
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