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EINLEITUNG

1. Einleitung

Ohne die Fortschritte der modernen chemischen Wirkstoffforschung hitte sich die Menschheit in
Bezug auf Lebenserwartung und Bevolkerungsgrofle nicht zu ihrem heutigen Stand entwickeln
konnen. Diese Entwicklung begann vor mehreren tausend Jahren mit der Nutzung der in Heilpflanzen
enthaltenen Substanzen und auch heutzutage ist der Bedarf an neuen Wirkstoffen ungebrochen.
Abgesehen von der Entdeckung geeigneter Agenzien gegen bisher unbehandelbare Krankheiten und
Schédlinge machen im Bereich der Medizinischen Chemie Resistenzbildungen und im Zweig der
Agrochemikalien gesundheitliche bzw. 6kologische Bedenken gegeniiber manchen Préparaten auch
das Einschlagen neuer Wege bei der Bekdmpfung vermeintlich geldster Probleme notwendig.

Seit jeher waren die von der Biosphére produzierten Substanzen eine reichhaltige Quelle bei der Suche
neuer Wirkstoffe oder Leitstrukturen, da die Evolution im Dienste der Anpassung an widrige
Umsténde tliber Jahrmillionen Molekiile mit einzigartigen biologischen Eigenschaften hervorbrachte.
Mit den von Pilzen, Bakterien und Cyanobakterien synthetisierten Tetramséuren stellt die Natur eine
interessante Wirkstoffklasse mit einer grolen Bandbreite verschiedenster biologischer Wirkungen zur
Verfiigung.!"! Manche Vertreter besitzen antibakterielle, phytotoxische oder fungizide Eigenschaften,
andere zeigen Aktivitit gegen das HI-Virus oder den Malaria-Erreger. Diese Naturstoffe konnen somit
als Leitstrukturen fiir die Entwicklung unterschiedlichster Wirkstoffe mit zielgerichteter Wirkung

gegen das jeweilige molekulare Target dienen.

1.1 Eigenschaften der Tetramsiuren

Tetramsduren stellen die Derivate des Pyrrolidin-2,4-dions dar. Eng verwandt mit ihnen sind die
Tetronsduren, die anstelle des Laktam- einen Laktonring beinhalten und deren bekanntester Vertreter

die Ascorbinsdure ist (Abb. 1).
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Abbildung 1. Grundkdrper der Tetram- und Tetronséuren sowie Darstellung der tautomeren Grenzformeln der

3-Acyltetramséduren.
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Die Mehrzahl der natiirlich auftretenden Tetramsduren tragt einen Acylrest in Position 3. In ihrer 3-
acylierten Form konnen Tetram- wie auch Tetronsduren verschiedene tautomere und rotamere Formen
annchmen, die die Interpretation ihrer NMR-Spektren erschweren. Wéhrend sich die jeweiligen
Isomere der Tautomerenpaare a-b (E-Konfiguration) und c¢-d (Z-Konfiguration) schnell ineinander
umwandeln, verliduft der Ubergang zwischen diesen Paaren langsam genug, um im NMR beide
Isomere beobachten zu konnen.! Welches Tautomer hauptsichlich in Lésung oder in der kristallinen
Form vorherrscht, hdngt stark vom verwendeten Losungsmittel, den Resten R und dem fiir die
Kristallisation verwendeten Solvens ab. In manchen Fillen konnen die (E/Z)-Isomere auch
chromatographisch getrennt werden. 3-Acyltetramsduren lassen sich als vinyloge Carbonsduren mit
einer meist hohen Aziditit (pKs ~ 3.7) auffassen. Da viele natiirlich auftretende 3-Acyltetramséuren
zudem grofBe lipophile Reste tragen, zeigen sie einen ausgeprigten amphiphilen Charakter, der ihnen

die Interaktion mit biologischen Membranen ermoglicht.”!

1.2 Natiirlich vorkommende Tetramsauren

Beispiele fiir die unterschiedlichen in der Natur gefundenen Tetramsduren sind in Abbildung 2

gegeben.
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Abbildung 2. Einteilung der in der Natur gefundenen Tetramséuren nach Art und Position ihrer Seitenketten.
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Die meisten von ihnen lassen sich anhand der Art und der Position ihrer Seitenketten verschiedenen
Klassen zuordnen (Abb. 2).* Einige Vertreter weisen einen N-Acylsubstituenten auf. Die
Sauerstofffunktion an C-4 ist hierbei oft in einen Methylenolether eingebunden, wahrend C-3 in den
meisten Fillen lediglich ein Proton trdgt. Ein Beispiel hierfir ist die peptidische Tetramsdure
Dolastatin 15 (1), die im Seehasen Dolabella auricularia gefunden wurde und ihren Ursprung
vermutlich in Cyanobakterien hat, die von dem Tier als Nahrung aufgenommen wurden.’) Die
Dolastatine binden schwach an die ,,Vinca-Doméine* des Tubulins und fithren durch eine Stérung der
Tubulin-Polymerisation zu einem Zellzyklus-Arrest am Ubergang der G2- in die M-Phase, der die
Apoptose auslost. Die Dolastatine zeigen in Folge dessen Wirksamkeit gegen metastasierenden
Brustkrebs und unterbinden das Wachstum und die Reifung des Malaria-Erregers P. falciparum. Die
Verbindung wirkt auerdem angiogenesehemmend.”” Die seltene Methylsubstitution an C-3 wurde
bisher nur in Palau’imid (2) und den vier Vertretern der Tetrapetalon-Familie gefunden.! Palau’imid

wurde 2002 aus dem marinen Cyanobakterium Lyngbya sp. isoliert.!”!

Der weitaus grofite Teil der natiirlichen Tetramséduren trigt die Acylseitenkette an C-3 und eine
Methylgruppe oder ein Proton am Pyrrolidindion-Stickstoff. Es findet sich eine Vielzahl von
Verbindungen mit gesattigten, einfach oder mehrfach ungesattigten, verzweigten oder unverzweigten
aliphatischen C-3-Acylketten, wie die Penicillenole oder Melophline (z.B. Melophlin B (3)).¥] Die
aliphatischen ~Seitenketten konnen zusitzlich Zuckerreste tragen wie bei o-Lipomycin!),
heterocyclische Ringe aufweisen wie bei Tirandalydigin!'” oder mehrfach hydroxyliert sein wie die
Seitenkette von Vancoresmycin. Vancoresmycin wurde aus einer Kultur des Amycolatopsis-
Bakterienstammes ST 101170 isoliert und weist eine hohere antibakterielle Aktivitit gegen die Gram-

1) Gegen Gram-negative Stimme

positiven Bakterien S. aureus und E. faecalis auf als Vancomycin.
und Pilze zeigte es dagegen keine Wirksamkeit. Weitere Vertreter der C-3-acylierten Verbindungen

sind die 3-Decalinoyltetramsduren, die gesondert vorgestellt werden (vide infira).

Unter den C-3-acylierten Verbindungen finden sich auch makrocyclische Verbindungen, wie die
Macrocidine A (5) und B (6), die meist tiber C-3 und C-5 der Pyrrolidin-2,4-dion-Struktur verbunden
sind. Beide Verbindungen stammen aus dem Pilz Phoma macrostoma und wurden als dessen
phytotoxische Komponenten identifiziert, die bei einem Befall diverser krautiger und holziger
Pflanzen durch den Parasiten zu Chlorose der Blitter und Nekrose fiihren.?! Als molekularer
Wirkmechanismus wird die Unterbrechung des Elektronentransports wihrend der Photosynthese
zwischen Plastochinon A (Qa) und Plastochinon B (Qg) und im Rieske-Protein des Cytochrom-bg/f-
Komplexes durch eine Komplexierung der daran beteiligten Eisenionen angenommen. Auch eine
Abnahme an Carotinoid-Vorldufern konnte beobachtet werden, die moglicherweise auf einer

Komplexierung von Magnesiumionen beruht.[3]




EINLEITUNG

Des Weiteren wurden an der C-3-Position spirocyclisch verkniipfte Tetramsduren gefunden. Beispiele
hierfiir sind Azaspirofuran B (7, Abb. 2) und (+)-Fusarisetin A (40, Abb. 3).['Y Das strukturell
komplexe Aspergillin A (8), das an den Positionen 1, 4 und 5 in ein polycyclisches Kohlenstoffgeriist
eingebunden ist, gehort zur Klasse der indolhaltigen Tetramsduren und zeigt eine Wirksamkeit gegen
das Tabak-Mosaik-Virus.['S! Abgesehen von den bisher vorgestellten Beispielen finden sich auch
Naturstoffe mit Tetramsduremotiv, die sich keiner der genannten Klassen zuordnen lassen. Ein
Vertreter hierfiir ist das Phaeosphaerid B (9), ein aus dem Pilz Phaeosphaeria avenaria isolierter

Inhibitor des STAT3-Signaltransduktionswegs.!®!

1.2.2 3-Decalinoyltetramsiuren

Die Untergruppe der 3-Decalinoyltetramsiuren hat aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit ihrer
Vertreter zum millionenfach als HMG-CoA-Reduktasehemmer verkauften Pilzmetaboliten Lovastatin
(41) groBes Interesse von Wirkstoffforschern erfahren.l'’”! Die 3-Decalinoyltetramséiuren unterscheiden
sich hauptsdchlich in ihren aus Aminosduren stammenden C-5'-Seitenketten und dem
Substitutionsmuster ihrer sesquiterpenoiden Decalinsysteme. Der erste und am besten untersuchte
Vertreter dieser Naturstoffklasse ist das (—)-Equisetin (4), welches 1974 aus dem weillen
Schimmelpilz Fusarium equiseti isoliert wurde (Abb. 3).["¥! Es besitzt ein trans-Decalinsystem, eine
N-Methylgruppe und eine aus L-Serin stammende Seitenkette an C-5'. Neben antibakteriellen
Eigenschaften weist es eine Aktivitdt als HIV-1-Integrase-Inhibitor sowie cytotoxische und DNS-
bindende Eigenschaften auf. Inzwischen sind iiber 30 weitere Beispiele dieser Gruppe bekannt.['8]
Diese unterscheiden sich zum einen in der Substitution des Pyrrolidindion-Stickstoffs, der entweder
eine Methylgruppe oder keinen Substituenten trégt. Zum anderen zeigen sie Unterschiede in der
Aminosédure, die der Seitenkette und ihrer Stereochemie an C-5' zu Grunde liegt. In den meisten Féllen
stammt diese Kette aus Serin oder Threonin. Es sind jedoch auch andere Beispiele bekannt, wie z.B.
die Zopfiellamide (36 u. 37) oder diec Verbindungen 25-29, die einen o-Hydroxycarbonsiurerest
tragen bzw. die Integramycine 31 und 32, die an dieser Stelle eine Hydroxygruppe oder den
entsprechenden Methylether aufweisen.['! Ein weiterer Unterschied besteht in der Beschaffenheit von
C-2 des Decalinsystems, das entweder als quartdres Zentrum mit Methylsubstituent oder ohne diesen
vorliegen kann. Die meisten bisher entdeckten 3-Decalinoyltetramsduren weisen ein trans-
Decalingeriist auf. Lediglich Signermycin B (30), Pyrrolocin B (35) und die beiden Integramycine
(31 u. 32) besitzen ein cis-Decalinsystem.*”) Des Weiteren unterscheiden sich die Decalinsysteme in
ihrer Seitenkette an C-3, die in den meisten Fillen aus einer einfach oder doppelt ungesittigten
Alkylkette oder lediglich einer Methylgruppe besteht. Das Ringsystem kann zudem noch weitere
Substituenten tragen. Manche Vertreter weisen auch an C-4 eine Methylsubstitution auf (12, 19-21,

31-35), wihrend die meisten anderen hier lediglich ein Proton tragen.
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Abbildung 3. Natiirlich auftretende 3-Decalinoyltetramséuren und Lovastatin (41). Vertreter mit N-

Methylierung (blau), quartirem Zentrum an C-2 (rot) und cis-Decalinsystem (griin) sind farblich hervorgehoben.

Es existieren ferner Beispiele mit einem komplexeren Substitutionsmuster des Decalinsystems wie
Sygnermycin B (30), das einen zusitzlichen Ethylrest und eine weitere Hydroxylfunktion tragt oder
Streptosetin A (22), dessen Doppelbindung im Decalinsystem eine andere Position einnimmt und das
iiber eine Ketofunktion verfiigt.?!! Andere Vertreter wie Methiosetin (23), TA289 (24) oder die
Verbindungen 28, 29, 32 und 3639 besitzen keine Methylgruppe an der C-8-Position, Ophiosetin (13)
ist an dieser Methylgruppe hingegen hydroxyliert.?) Die Integramycine (31 u. 32) weisen eine
auBlergewohnliche C-3-Seitenkette mit einem Spirobipyran-System auf. Die Zopfiellamide A (36) und
B (37) dagegen sind die einzigen Vertreter, die iiber eine zusétzliche Doppelbindung zwischen der

C-1-Carbonylgruppe und dem Decalinsystem verfiigen. Es finden sich auch Beispiele, die mehrere
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Strukturelemente  der  Tetramsdure-Untergruppen in  sich  vereinen, so zB. die
3-Decalinoyltetramsduren Pyrroindomycin A und B (38 u. 39), die neben einer makrocyclischen

Verkniipfung auBerdem eine spirocyclische Seitenkette aufweisen.?!

Die Vertreter der 3-Decalinoyltetramsdure-Klasse zeigen zahlreiche und verschiedenartige biologische
Wirkungen. JBIR-22 (28) erwies sich beispieclsweise als potenter Inhibitor des Proteasome-Assembly-
Chaperons (PAC3).”*! Signermycin B (30) dagegen ist der erste gefundene Inhibitor des
Walk/W AIR-Signaltransduktionswegs.?*!  (—)-Equisetin (4), Integramycin A (31) und andere
inhibieren die HIV-1-Integrase, wihrend Coniosetin (19) durch eine starke Hemmung der Amyloid-

Precursor-Protein-Spaltung moglicherweise gegen Morbus Alzheimer wirken kann 4!

Die Stereochemie vieler 3-Decalinoyltetramsduren, insbesondere derjenigen mit Threonin-Seitenkette,
ist noch nicht vollstédndig bekannt. Die populérste Methode zu ihrer Aufklirung ist bislang die ECD-
Spektroskopie (engl. electric circular dichroism), mit deren Hilfe sich auf die Konfiguration der
Stereozentren C-2 und C-5' in Nachbarschaft der aus den drei Carbonylen gebildeten chromophoren
Gruppe schlielen ldsst. Rechts- und linkszirkular polarisiertes Licht wird hierbei vom chromophoren
System unterschiedlich stark absorbiert. Durch Substraktion der in einem Wellenldngenbereich von
180400 nm mit unterschiedlichen Polarisationen des Lichts aufgenommenen Absortionsspektren
werden die ECD-Spektren erhalten, die sich fiir Enantiomerenpaare spiegelbildlich verhalten sollten.
Durch quantenchemische Berechnungen kdnnen Vergleichsspektren erzeugt werden, mit deren Hilfe
das vorliegende Enantiomer bestimmt werden kann. In der Tetramsdurechemie wurde bisher jedoch
durch Vergleich mit den Drehwerten und ECD-Daten von (—)-Equisetin (4), der bis 2014 einzigen
synthetisch zugénglichen 3-Decalinoyltetramsdure, und (+)-Phomasetin (21) gearbeitet. Singh et al.
berichten in ihrer urspriinglichen Veréffentlichung der ECD-Daten allerdings davon, dass die ECD-
Spektren der beiden Verbindungen identisch mit denen ihrer an C-5' epimerisierten Derivate sind.!®"
Ein Riickschluss auf die Stereokonfiguration an C-5' wére somit nicht zuldssig. Im Gegensatz hierzu
zeigen die Untersuchungen von Inokoshi und Kobayashi et al. an Trichosetin (15) und epi-Trichosetin
(16), dass die ECD-Spektren dieser C-5'-Epimere durchaus voneinander abweichen.! Aufgrund
dieser Uneindeutigkeiten sollte von einer Bestimmung des C-5'-Stereozentrums allein durch ECD-
Spektroskopie ohne weitere Untersuchungen abgesehen werden.

Durch die Auswertung der NOESY-Kontakte zum  Stereozentrum an C-2 der
3-Decalinoyltetramsduren kann im Anschluss die Konfiguration des Decalinsystems bestimmt werden.
Das C-6'-Stereozentrum der von Threonin abgeleiteten Tetramsduren ist zu weit vom chromophoren
System entfernt, um mit Hilfe der ECD-Spektroskopie aufgekldart zu werden. Erst 2014

verdffentlichten Stadler et al. eine Losung fiir dieses Problem (siche Kapitel 3.1.2).[2¢]
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1.3 Biosynthese

Die Biosynthese der Tetramsduren erfolgt durch das Zusammenspiel unterschiedlicher biogener Pfade.
Das N1-C5-C4-Fragment stammt in den meisten Féillen aus Aminosduren wie Serin, Threonin, Leucin
oder Asparagin. Fiitterungsexperimente mit '*C-markierten Bausteinen zeigten, dass das Polyketid und
das C2-C3-Fragment ihren Ursprung in Acetat haben.*”’ Weitere Untersuchungen zur Biosynthese
ergaben, dass zunédchst mit Hilfe der Polyketidsynthase (PKS) ein Polyketid aufgebaut und dieses dann
durch eine nicht-ribosomale Peptidsynthase (NRPS) mit dem Aminosiurebaustein verkniipft wird.[7"]
Durch einen spontanen oder enzymbkatalysierten Ringschluss kommt es anschlieBend zur Ausbildung

der Tetramsaurestruktur (Abb. 4).

(0]
R2
0 PKS o o %S'Enzym 0 o0 R o2 M1
B _NH, i . N 2
RWLS-COA S RWMS-Enzym NRPS R1MN/H(S-Enzym HO-_ 5 :
\_H/(o 7 4

Abbildung 4. Allgemeine Darstellung der Tetramséure-Biosynthese.

Die beiden Enzyme liegen hierbei als ein Hybridprotein aus PKS und NRPS vor. In Pilzen wird eine
strukturelle Vielfalt der Kohlenstoffgeriiste durch Punktmutationen und Deletionen erreicht.> 7°]
Bakterielle PKS-NRPS-Hybride sind hingegen grofle Proteinkomplexe, die spezielle katalytische
Domainen enthalten, die fiir Kettenverldngerungen oder andere strukturelle Modifikationen zustindig
sind oder durch Austausch bzw. Verdopplung von Modulen diese Diversitit erreichen.?®! NRPS
konnen im Gegensatz zu ribosomalen Peptidsynthetasen auch nicht-proteinogene oder methylierte
Aminoséduren und Polyketideinheiten aus Acetat- und Propionatbausteinen verwerten.!*! Sie bestehen
aus einzelnen Modulen, die fiir den Einbau einer spezifischen Aminosédure zustindig sind. Zum
Autfbau nicht-ribosomaler Peptide sind mehrere dieser Module hintereinander geschaltet. Zur Synthese
der Tetramsduren geniigt dagegen aufgrund des Einbaus lediglich einer Aminoséure ein Modul. Die
Module an sich sind aus einzelnen katalytischen Doménen zusammengesetzt, welche die jeweiligen
Schritte der Peptidbindungsbildung vornehmen. Mindestens drei dieser Doménen, A, PCP und C, sind

fiir die Bildung einer Amidbindung nétig.>!

Die ca. 550 Aminoséduren (AS) grofle Adenylat-Doméne (A) ist fiir die Substraterkennung zusténdig
und aktiviert die fiir sie spezifische Aminosiure unter Verbrauch eines Molekiils ATP (Abb. 5).2°! In
der A-Domine konnten zehn Aminosdurereste identifiziert werden, die hauptsdchlich fiir die
Erkennung der Substrat-Aminosdure verantwortlich sind. Findet hier eine Punktmutation statt, &ndert
sich die Spezifitit der A-Doméne. Dieser non-ribosomale Code ist inzwischen identifiziert und die
Substratspezifitdt ldsst sich mit hoher Genauigkeit vorhersagen. Einige hundert Amino- und

Carbonsiuren sind zum jetzigen Zeitpunkt als Substrate der A-Doménen bekannt.
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Abbildung 5. Aktivierung der Aminoséure durch die Adenylat-Doméne (A), gefolgt von der Bindung der
aktivierten Aminoséure an das Peptidyl-Carrier-Protein (PCP) und der Ausbildung der neuen Peptidbindung in

der Kondensations-Doméne (C).

Nach der Aktivierung der Aminoséure wird sie in Folge einer Umesterung {iber eine Thioesterbriicke
an das Peptidylcarrier-Protein (PCP) gebunden.””! Dieses iibernimmt den Transport zwischen den
jeweiligen katalytischen Zentren. Die Peptidbindung wird schlielich in der Kondensations-Doméne
(C-Domine) gekniipft. Im Falle von Peptiden wird die neue Aminosaure mit einer an PCP gebundenen
Peptidkette verkniipft, im Falle von Tetramsduren mit dem an das Acyl-Carrier-Protein (ACP)

gebundenen Polyketid.

Neben den A-, PCP- und C-Doménen besitzen NRPS weitere Doménen, die spezifische
Modifikationen durchfiihren kénnen. Eine dieser Modifikationen ist die N-Methylierung, die bei einer
Vielzahl von Tetramsduren an der zu Grunde liegenden Aminosdure beobachtet wird. Diese
Methylierung kann in den NRPS durch sogenannte, ca. 420 AS groBe N-Methylierungs-(N-Mt)-
Domaénen durchgefiihrt werden, die mit Hilfe des Co-Faktors S-Adenosylmethionin (SAM) vermutlich
vor der Ausbildung der Peptidbindung eine Methylierung des Stickstoffs vornehmen (Abb. 6).1%!

NH,
N
Moo ¢ Y
HOOC._~_S. N~ N
H o]
NH,
OH OH

o]
R SAM o
S-PCP R j)j\S-PCP
ONH ®
3 H,N-
Me

Abbildung 6. Methylierung der Aminoséuren durch die N-Mt-Doménen.
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In einigen Tetramsduren und nicht-ribosomalen Peptiden wurden zudem D-Aminosduren gefunden.
Fiir den Einbau dieser Bausteine existieren zwei mogliche Szenarien.*”) Der Einbau kann einerseits
durch die Spezifitdt der A-Doméne fiir die jeweilige D-Aminosédure geregelt sein. Andererseits kann
er, was zumindest bei nicht-ribosomalen Peptiden der deutlich hdufigere Fall ist, von speziellen
Epimerisierungs-(E)-Doménen bewirkt werden, welche die Racemisierung von PCP-gebundenen
L-Aminosduren katalysieren. Eine Selektion des D-Enantiomers bzw. Diastereomers der racemischen
Mischung wird im Folgenden durch die Spezifitit der C-Doméne vorgenommen, die in diesem Fall
nur D-Aminosduren erkennt. Im Falle von Tetramsduren ist aufgrund der Aziditit des Zentrums an

C-5'jedoch auch eine nachtragliche Racemisierung des stereogenen Zentrums denkbar.

Im Zusammenhang mit der Bildung von Tetramséuren ist das Zusammenspiel mit der
Polyketidbiosynthese durch die Ausbildung von NRPS-PKS-Hybriden entscheidend, die neben
Aminosiuren auch aus Acetat gebildete Bausteine verwerten konnen.!'” Diese fiir die Synthese von
Tetramséduren benétigten Hybridproteine sind aus mehreren PKS-Modulen und einem NRPS-Modul
zusammengesetzt. Zur Synthese des Polyketids benétigen die PKS-Module drei Dominen, die in
ihrem modularen Aufbau aus Substraterkennung, Transport und Bindungskniipfung &hnlich arbeiten,
wie die der NRPS.?’! Die Acyltransferase-Domine (AT) erkennt die Substrate, die als CoA-Thioester
aktivierter Malonate vorliegen und iibertragt diese auf das Acyl-Carrier-Protein (ACP), das analog zu

den PCP der NRPS den Transport zu den katalytischen Zentren iibernimmt (Abb. 7).

o o AT o o
o o
OJ\/U\S-COA +  pgACP OMS-ACP
— HS-CoA
0 0 0 o 0

- 2

KS
RUJ\MJ\/U\S-ACP RA A g acr * He kS

Abbildung 7. Bindung des aktivierten Malonats an das Acyl-Carrier-Protein (ACP) und Kettenverldngerung via

Claisen-Kondensation in der Ketoacylsynthase-(KS)-Doméne.

AnschlieBend wird in der Ketoacylsynthase-(KS)-Doméne durch eine Claisen-Kondensation das
aktivierte Malonat auf die Polyketidkette {ibertragen und ein B-Ketothioester gebildet.!*> 3" Triebkraft
hierbei ist die Freisetzung von CO,. Der B-Ketothioester kann optional durch weitere Doménen
schrittweise reduziert werden. Die NADPH-abhéngige Ketoreduktase-(KR)-Doméne fiihrt hierbei zur
B-Hydroxy-Verbindung. Diese kann durch die Dehydrogenase-(DH)-Doméne weiter in die o,p-
ungesattigte Carbonsdure tberfilhrt werden, wihrend nach Einwirkung einer ebenfalls NADPH-
abhingigen Enoylreduktase-(ER)-Doméne die vollstindig reduzierte, aliphatische Carbonsdure

erhalten wird (Abb. 8). Jeder dieser Schritte ist dabei optional.
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Abbildung 8. Weitere Modifizierung der Poylketidkette durch KR-, DH- und ER-Doméinen.

Wiéhrend in Bakterien modulare Typ I PKS zum Einsatz kommen, bei denen fiir jede eingebaute
Einheit ein eigenes Modul existiert, arbeiten in Pilzen iterative PKS, d.h. dass mindestens eine
Domine fiir mehrere Zyklen eingesetzt wird. Dabei konnen die unterschiedlichen Zyklen jedoch auf
verschiedenen Stufen des reduktiven Prozesses enden. Die genaue Steuerung dieser Differenzierung

ist Gegenstand aktueller Forschung.?®!

Ein Beispiel fir ein identifiziertes PKS-NRPS-Hybrid, das die Herstellung einer
3-Decalinoyltetramsdure {ibernimmt, ist das in Fusarium heterosporum gefundende EqiS, welches
Equisetin (4) produziert. Equisetin (4) wird aus einem Oktaketid aufgebaut, das mit L-Serin verkniipft

wird.['7

! Durch Gen-Analyse konnte gezeigt werden, dass EqiS in seinem PKS-Abschnitt KS-, AT-,
DH-, MT-, KR- und ACP-Doménen beinhaltet. Eine ER-Doméne wurde nicht gefunden, so dass die
Moglichkeit besteht, dass ein separates ER-Enzym benétigt wird, wie es von der Lovastatin-
Biosynthese bekannt ist.['”2) Der NRPS-Abschnitt beinhaltet neben den typischen A-, T- und C-
Domaénen auch eine Dieckmann-Cyclase-Doméne, die gleichzeitig fiir die Freisetzung des Produkts
aus dem Enzym sorgt. In Abbildung 9 ist der vorgeschlagene Biosyntheseweg dargestellt.!'’ Zur
Herstellung von Equisetin (4) werden acht Acetyl-CoA-Molekille (44), drei Molekiile S-
Adenosylmethionin (SAM), ein L-Serin und NADPH benétigt (Abb. 9). Nach der Bindung eines
Molekiils Acetyl-CoA an EqiS als Startpunkt der Synthese wird jede der folgenden sieben Claisen-
Kondensationen von einer KS-Doméne katalysiert. Bis zur Bildung des Oktaketids (51) kommt es
auBlerdem zu einer Reduktion der Ketogruppe, katalysiert durch eine KR-Doméne, gefolgt von einer
durch die DH-Doméne vermittelten Dehydratisierung. Eine Enoylreduktion zu vollstédndig reduzierten
C»-Einheiten findet auf der Penta- (48) und Hexaketidstufe (49) statt. Auf den Stufen zum Penta- und
Heptaketid (50) kommt es durch die Methyltransferase-(MT)-Doméne auBerdem zu einer Ubertragung
zweier Methylgruppen von SAM auf die wachsende Polyketidkette. Das trans-Decalinsystem des
Equisetins wird vermutlich auf Stufe des Hepta- oder Oktaketids (51) durch eine intramolekulare
Diels-Alder-Reaktion erhalten.!**-3!)

Der gebildete Decalinoyl-fS-ketothioester (52) wird im Folgenden im NRPS-Abschnitt mit der
Aminosdure verkniipft. Die sogenannte Dieckmann-Zyklase-Doméne sorgt abschliefend fiir die
Cyclisierung zur Tetramsdure und die Freisetzung von Equisetin aus EqiS.l'’? Ob die
N-Methylsubstitution des Equisetins durch Einbau von N-Methylserin, eine Methylierung auf Stufe
des Amids (52 zu 53) oder durch eine N-Methylierung von Trichosetin (15) nach der Dieckmann-

Zyklisierung zu Stande kommt, ist bisher unbekannt.!'?!
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Abbildung 9. Biosythese des Equisetins durch das EqiS genannte NRPS-PKS-Hybrid nach
Campbell/Vederas.['?]

Die Frage, inwieweit die Diels-Alder-Reaktion enzymkatalysiert oder spontan abléuft, bzw. die Frage
nach der Existenz einer ,Diels-Alderase“-Doméne ist derzeit noch Bestandteil kontroverser
Diskussionen.*) Zumindest das Vorhandensein einer Bindungstasche erscheint recht wahrscheinlich.
Der mit dem Equisetin (4) verwandte und als anti-hypercholesterinerges Medikament eingesetzte
Pilzmetabolit Lovastatin (41) wird als Beispiel fiir eine mogliche Enzymkatalyse der Diels-Alder-
Reaktion angefiihrt.'”! Die fiir die Biosynthese des Lovastatins zustindige PKS LovB (Lovastatin
Nonaketid Synthase) ist eng verwandt mit EqiS und es wird vermutet, dass dieses Enzym durch
Verlust des C-Terminus aus einer 3-Decalinoyltetramsdure-Synthase hervorgegangen ist. Somit
besteht die Mdoglichkeit, dass eine in LovB vorhandene ,,Diels-Alderase““-Doméne auch in EqiS zu

finden wiére.

11
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Synthetische Untersuchungen zur Cyclisierung scheinen die These der Existenz einer ,,Diels-
Alderase“-Domiine in LovB zu stiitzen.*? Hierzu wurden synthetische Analoga (56 a—c¢) der nach

retrosynthetischen Uberlegungen gewonnenen mutmaBlichen Lovastatinvorstufe 55 verwendet
(Abb. 10).

Os_-S-ACP

S-ACP
— —
e}
A
Lovastatin (41) 54 55
0 X
/ —
7/ X -~H— 6] B — { \ o)
/ ~ = Xy X AV%
0 X
endo exo 56a, X = S(CH,),NHAc endo exo
56b, X = OEt
j J 56¢, X = OH l l
Oy X Ox X OY X OY X

T
18
Ig

H
57a 57b 57¢ 57d
trans-Decalin cis-Decalin trans-Decalin cis-Decalin

Konfiguration wie

Konfiguration wie
in Lovastatin

in Equisetin
a) chemisch Thermisch 1:1
Lewissdure-katalysiert 9:1 X=OEt

0 : 0 (EtAICy) 19:1 X =S(CHp),NHAc

b) unter LovB-Zusatz fiir 56a

Abbildung 10. a) Versuche zur chemisch eingeleiteten intramolekularen Diels-Alder-Reaktion (IMDA) der
synthetischen Lovastatin-Vorstufen S6a—c. b) Versuche zur LovB-katalysierten IMDA der synthetischen

Lovastatin-Vorstufe 56a.52!

Unterwirft man diese Hexaketide thermischen oder Lewissdure-katalysierten Diels-Alder-
Bedingungen in Losung, erhdlt man nicht das flir Lovastatin bendtigte frans-Decalingeriist 57a,
sondern die beiden trans- bzw. cis-Decaline 57¢ und 57d. Thermisch wird durch eine spontane Diels-
Alder-Cyclisierung so ein 1:1-Gemisch aus trans-Decalin 57c¢ und cis-Decalin 57d erhalten, welche

die beiden moglichen endo- und exo-Produkte des sesselartigen Ubergangszustands mit favorisierter

12
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pseudo-dquatorialer Stellung der C-6-Methylgruppe darstellen. Fiihrt man die Reaktion Lewissdure-
katalysiert durch, verschiebt sich das Verhéltnis deutlich zugunsten des endo-Produkts, das die gleiche
Konfiguration wie das Equisetin-Geriist aufweist. Das Lovastatin-trans-Decalingeriist 57a, das iiber
den nicht favorisierten Ubergangszustand mit pseudo-axialer Stellung der Methylgruppe ablaufen

miisste, wird dagegen nicht erhalten.

Fiihrt man die Cyclisierung jedoch unter LovB-Katalyse durch, kann das Lovastatin-Geriist 57a in
einem Verhédltnis von 1:15:15 gegeniiber 57¢ und 57d erhalten werden (Abb. 10b). Dies spricht
deutlich fiir eine katalytische Aktivitit von LovB bei der Diels-Alder-Cyclisierung. Dabei muss eine
Stabilisierung des Ubergangszustands mit der nicht favorisierten axialen Stellung der C-6-
Methylgruppe durch die katalytische Doméne stattfinden. Die geringe Ausbeute im Verhéltnis zu den
beiden anderen Produkten, die aus Ubergangszustinden mit pseudo-dquatorialer Methylgruppen-
Stellung resultieren, tritt vermutlich aufgrund der nicht-physiologischen Bedingungen wéhrend der

LovB-katalysierten Reaktion ein.

Fir die Biosynthese des Equisetins ergeben sich hingegen andere Aspekte, da dessen
Stereokonfiguration auch nicht-enzymatisch in Ldésung erhalten wird. Da jedoch das durch die
spontane Diels-Alder-Reaktion erhaltene cis-Decalinsystem 57d nicht gefunden wurde, spricht dies

dafiir, dass zumindest eine Bindungstasche mit Lewissiure-artiger Aktivierung existieren konnte.3%

1.4 Biologische Wirkmechanismen und Metallchelatisierung

Die molekularen Wirkmechanismen, die den beobachteten biologischen Effekten der
3-Acyltetramsduren zu Grunde liegen, sind erst in Ansdtzen bekannt. Eine entscheidende Rolle
scheinen dabei in den meisten bisher bekannten Fillen die ausgepriagte Neigung zur Ausbildung
stabiler Metallkomplexe und die stereoelektronische Ahnlichkeit des tris-B-Keto-Motivs mit

anorganischem Phosphat zu spielen.* 3!

Unter physiologischen Bedingungen, d.h. bei einem pH-Wert von 7.4, liegen die meisten
3-Acyltetramsduren aufgrund ihres pKs-Wertes von ca. 3.7 in deprotonierter Form oder als Salz
vor.*! Jede der verschiedenen tautomeren und rotameren Formen der Tetramsduren (siche Abb. 1,
Seite 1) kann als wirkungsvoller zweizéhniger Chelator fiir Metallionen wirken und stabile
sechsgliedrige Komplexe mit ihnen ausbilden.> ¥ In Form dieser Metallchelate wurden viele
Tetramsiuren in Organismen gefunden. Tenuazonsiure (58) wurde beispielsweise als Mg?*-Komplex
aus Alternaria tenuis und als Mischung aus Mg?'- und Ca*’-Komplexen aus Phoma sorghina
isoliert.*¥ Je nach Valenz der beteiligten Kationen liegen die Tetramséuren dabei meist als Komplexe

im Verhiltnis X:1 gegeniiber dem jeweiligen Kation M*" vor (Abb. 11). Die Metallionen bilden
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Chelate der Exocarbonyl- bzw. Exoenolgruppe sowohl mit dem Laktamcarbonylsauerstoff als auch in

235 Die Natur der an der Chelatisierung beteiligten

geringerem AusmalB mit der Ringketogruppe aus.!
Tautomere lédsst sich fiir manche Metallkomplexe mit Hilfe der IR-Schwingung des ungebundenen
Carbonyls bestimmen (1710-1700 ¢m™ fiir freie Ringketogruppe (Z-konf. Chelat), 1675-1650 cm™

fiir freies Amidcarbonyl (E-konf. Chelat)).[35-3¢]

H
M NN
oz ;H -
Tenuazonséure (58) Oleficin (59) : “'OH
M =H, Na*, K", 1/2 Ca**, OH

1/3 Fe**, 12 Mg?*, 1/2 Zn**

Abbildung 11. Strukturen der beiden Tetramsduren Tenuazonsaure und Oleficin.

Aus biologischer Sicht erhoht die Chelatisierung die Lipophilie der Tetramséuren gegeniiber ihrer
Siureform und verbessert somit ihre Membrangingigkeit.’”! Im Zusammenhang hiermit steht auch
eine mogliche biologische Aufgabe der Tetramsduren in den produzierenden Organismen. Abgesehen
von ihrer zumeist genannten Rolle als Abwehrstoffe ist auch eine Verwendung als Metallophore zur
Aufnahme benétigter Metallspezies mit schlechter Bioverfiigbarkeit wie Fe** in der Diskussion. Die
hohe Metallionenaffinitdt ist jedoch auch die Grundlage einiger toxischer Effekte von Tetram- und
Tetronsduren, die ihre Bedeutung als Abwehrstoffe unterstreichen. Vor allem die Vertreter mit
ausgepragter amphiphiler Struktur mit langen, unpolaren Acylketten kdnnen als Ionophore wirken, die
bestimmte Ionen binden, ihre Ladung maskieren und passiv entlang des elektrochemischen Gradienten
durch die Lipidmembran transportieren.** Durch die Stérung der zelluliren Homdostase lieBen sich

so unter anderem einige der antibakteriellen Wirkungen erklaren.

Untersucht und belegt ist dies fiir Oleficin (59), eine von Glutaminsdure abgeleitete N-methylierte
Tetramsdure mit langer, ungesittigter Ci7-Acylkette und Digitoxose-Rest (Abb. 11).5% Die
Verbindung zeigt Aktivititen gegen Gram-positive Bakterien, subkutane Yoshida-Sarcome in Mausen
und unterbindet das Wachstum von Hefen auf nicht-fermentierbaren Substraten, deren Verwertung
funktionierende Mitochondrien voraussetzt. Der Naturstoff scheint dabei dhnliche Effekte auszuldsen
wie ein Entkoppler (Protonophor). Es konnte festgestellt werden, dass sich bei Zugabe von Oleficin
der Mg**- und Ca?*-Gehalt der Mitochondrien drastisch verringert, die unselektive Permeabilitéit der
inneren Mitochondrienmembran fiir H", K und Na* erh6ht und somit das Membranpotential und der
pH-Gradient, der fiir die Zellatmung benoétigt wird, aufgehoben wird. Sowohl wachsende als auch
ruhende Hefen gehen in Folge der unterbrochenen Zellatmung in ein Mutationsstadium {iber, das
durch die Fragmentierung der mitochondrialen DNS aufgrund des Mg?*-Mangels ausgeldst wird. In

Leberzellen von Ratten erhoht 59 ebenso die unselektive Permeabilitdt der inneren Mitochondrien-

14



EINLEITUNG

Membran und hat ein osmotisches Anschwellen der Respirations-defizitdren Mitochondrien zur Folge.
Die Permeabilitdt der Plasmamembran bleibt hingegen unberiihrt. Zuséitzlich wird durch eine Bindung
von Mg?*-ATP-Komplexen durch die Tetramsiure auch die ATPase-Aktivitit gestort. Eine Erklirung
dieser Beobachtungen iiber Detergenz-dhnliche Eigenschaften konnte ausgeschlossen werden, da die
Effekte selbst bei niedrigen Tetramsdure-Konzentrationen auftraten und keine generellen

Membranlecks festgestellt werden konnten.

Andere Tetramsduren erwiesen sich als potente Phosphatase-Inhibitoren. Auch fiir diese Wirkung ist
in einigen Féllen die Metallionenaffinitét von Bedeutung. So erhdlt Harziansdure (60) ihre biologische
Wirksamkeit, die Inhibierung der Serin/Threonin-Phosphatase 2A, erst nach vorheriger Chelatisierung
eines Zinkions (Abb. 12).°! Als dieses Zn**-Chelat wurde die Tetramsidure 1994 aus Trichoderma

harzianum isoliert. In der Sdureform ist sie dagegen inaktiv.[*"’

Harziansaure (60)

M =H, 1/3 Fe®*, 1/2 Zn%*

Abbildung 12. Struktur der Harzianséure.

Die Substanz zeigt auBerdem eine fungizide Wirkung und steigert das Wachstum von Pflanzen.!
Letzteres wird auf die zuvor erwihnte Fahigkeit der Harziansdure und manch anderer Tetramsduren
zuriickgefuhrt, als Siderophor (griech.: Eisentrdger) zu wirken. Diese Substanzen werden von Pilzen
und aeroben Bakterien in das umgebende Medium abgegeben und nach Komplexierung der dortigen
Eisenionen auch von Pflanzen wieder aufgenommen.[*?! Eisen besitzt trotz seiner weiten Verbreitung
in der Natur nur eine geringe Bioverfiigbarkeit, da es meist in Form seiner unldslichen Hydroxide
vorliegt. Die hohe Affinitét der Siderophore zu Fe**-lonen ermédglicht dennoch eine Komplexierung
und Aufnahme. Dieser Mechanismus konnte eine der Grundlagen symbiotischer Beziehungen

zwischen Pilzen und Pflanzen sein.

In Bezug auf die Aktivitdt als Phosphatase-Inhibitoren ist der Wirkmechanismus bisher nur fiir die
Tetronsdure RK-682 (61) gut belegt (Abb. 13).1**! Diese ist im Gegensatz zur Harziansdure (60) nur
beim freien Tetronat zu beobachten, was durch den vorgeschlagenen Wirkmechanismus
nachvollziehbar wird. RK-682 (61) und davon abgeleitete synthetische Analoga inhibieren VHR
(vaccinia VH-1 related), eine dual-spezifische Protein-Tyrosin-Phosphatase (DSP). Diese Enzyme
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sind zusammen mit Tyrosin-Kinasen fiir die Kontrolle von Signaltransduktionskaskaden iiber den

Phosphorylierungszustand von Signalmolekiilen wie den MAP-Kinasen zustandig.

RK-682 (61)
M = H*, Na*, 1/2 Ca2*, 1/2 Mg2*

Abbildung 13. Struktur der Tetronsiure RK-682 und Analogie der Tetronat-Struktur zu Phosphatresten. !4

Als Erklarung fiir die kompetitive Inhibierung wird die strukturelle Analogie des Tetronats mit seiner
iiber drei Sauerstoffe verteilten negativen Ladung zum Phosphat-Anion vorgeschlagen.**+#! Durch die
Tetronsdure wird das aktive Zentrum der VHR blockiert und steht nicht mehr fiir eine
Dephosphorylierung von Tyrosinresten zur Verfiigung. Eine Zugabe von Mg?*- oder Ca?"-Ionen setzt
die inhibitorische Aktivitdt aufgrund der Maskierung der negativen Ladung der Tetronsdure herab, da
diese nur als Anion an die positiv geladene Proteinoberflache im aktiven Zentrum der VHR binden

kann.[*!

o OH

/
‘N&\(CHQMCHa

(]

Cyclopiazonsaure (62) Melophlin A (63) Spirotetramat (64)
M = H*, Mg?*

Abbildung 14. Strukturen der Tetramsduren Cyclopiazonsdure, Melophlin A und Spirotetramat.

Andere Verbindungen wie die Indoltetramsdure Cyclopiazonsdure (62) wirken nicht im aktiven
Zentrum, sondern an speziellen Bindungstaschen der molekularen Zielstrukturen. Das aus Penicillium
cyclopium und den Aspergillus-Stimmen flavus und versicolor isolierte Mycotoxin zeigt eine
spezifische Inhibition der Ca**-ATPase des sarco(endo)plasmatischen Reticulums (SERCAla), einer
Calciumpumpe im Skelettmuskel von Sdugetieren (Abb. 14).* Andere ATPasen werden nicht
betroffen.*”] Die Indoltetramsiure arretiert das Enzym in einem inaktiven Zustand mit verringerter
Ca*- und ATP-Affinitit.*®l Die ATP-induzierte Konformationsinderung der Calciumpumpe und
damit der Ca**-Transport in das Lumen des sarco(endo)plasmatischen Retikulums (SR) werden somit
verhindert. Die aktive Spezies fiir die SERCA-Inhibierung ist hierbei das Mg*"-Chelat, da ein

zweiwertiges Kation fiir den Bindungsprozess nahe des Calciumkanaleingangs benotigt wird.[*”]
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Die biologischen Wirkungen der Metallchelate unterscheiden sich auch, je nachdem, ob sie in der (E)-
oder der (£)-konfigurierten Form vorliegen. Unter biologischen Bedingungen sind diese stabil und
lassen sich nicht ineinander umwandeln.®] Ein Beispiel fiir die groBen Unterschiede in der
biologischen Wirkung verschiedener Metallchelate der gleichen Grundstruktur stellt das Melophlin A
(63) dar (Abb. 14). Wihrend das freiec Melophlin A als Kinase-Inhibitor und Calcium-Regulator wirkt,
greift sein (Z)-konfiguriertes Zink-Chelat an Tubulin an und fiihrt in Krebszellen zu einem Zellzyklus-
Arrest in der S-Phase. Der Magnesiumkomplex inhibiert hingegen die DNS-Replikation und die
Proteinkinase C, was einen Zellzyklus-Arrest von Krebszellen in der G1-Phase herbeifiihrt.”* ¢! Die
verschiedenen Metallkomplexe sind synthetisch zugéinglich und ermoéglichen so eine gezielte

biologische Untersuchung.

Diese Beispiele zeigen, dass flir manche der biologischen Wirkungen eine Metall-Chelatisierung
essentiell ist oder der Wirkmechanismus auf dieser Eigenschaft beruht, was in biologischen Tests
beriicksichtigt werden sollte. Andere Interaktionen, vor allem mit Kinasen und Phosphatasen, beruhen
dagegen vermutlich hauptsichlich auf der strukturellen Ahnlichkeit zu Phosphatresten. Im Hinblick
auf die Anwendungsreife der Substanzen ist zu erwdhnen, dass sich zur Zeit, aufgrund der zahlreichen
Nebenwirkungen und der oftmals hohen Cytotoxizitit, kaum ein Wirkstoff mit Tetramsaurestruktur
auf dem Markt befindet.’%! Die einzige bisher zugelassene Tetramsiure ist das Spirotetramat
(64, Handelsname Movento®, Abb.14), das von der Bayer AG als Insektizid u.a. gegen Blattliuse oder

50511 Die Verbindung wirkt hierbei iiber eine Hemmung der Acetyl-

gegen Thrips-Arten verkauft wird.!
CoA-Carboxylase und unterbindet somit die Lipidbiosynthese der Schidlinge. Dieser Fall zeigt
jedoch, dass durchaus Beispiele mit geeignetem Wirkpotential existieren, sodass eine erfolgreiche

Entwicklung eines Wirkstoffes mit Tetramsduremotiv moglich erscheint.
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1.5 Synthetische Aspekte

1.5.1 Tetramséauresynthesen

Zum chemischen Aufbau von Tetramsduren stehen hauptsidchlich drei enantioselektive Methoden zur
Verfiigung, die heutzutage bei modernen asymmetrischen Synthesen zur Anwendung kommen. Die
Chiralitdat der Molekiile entspringt dabei den Aminosdurebausteinen, die zu deren Synthese eingesetzt
werden. Die Aciditit an C-5 der gebildeten Tetramséuren stellt einen Hauptaspekt dar, der bei einer

enantioselektiven Synthese beriicksichtigt werden muss, da hier leicht eine Racemisierung eintritt.

1.5.1.1 Tetramsiuresynthese nach Lacey und Dieckmann

Die am héufigsten verwendete Cyclisierungsmethode ist die von Lacey 1954 eingefiihrte Cyclisierung
einer 1,3-Dicarbonylverbindung nach vorangegangener Kupplung an den Aminosiureester
(Abb. 15).2]

o O
1
0 Rsl]\/U\X o o R NaOMe 0 R
R'HN - o N
(0] R3 N/\n/o\ 2 R2
R2 a) X = OEt w o HO._~ 5
b) X =OH 3 O
HATU, iPr,NEt R
c) X =SBu
F;C-COO™ Ag"

Abbildung 15. Lacey-Dieckmann-Cyclisierung von p-Ketoamiden.

Ein a-Aminosdureester wird hierbei mit einem B-Ketosdure-Derivat oder Diketen unter Bildung einer
Amidbindung gekuppelt. Zur Verkniipfung der beiden Bausteine stehen die direkte Aminolyse des
B-Ketosdureesters mit einem Amin nach Danishefsky et al.®¥], die HATU-vermittelte Kupplung der
freien B-Ketosiure nach Theodorakis et al®¥ oder die Silber-vermittelte Kupplung des
B-Ketothioesters nach Ley et al. zur Verfiigung.>> AnschlieBend wird durch Einwirkung einer Base
der Ringschluss zur Tetramsdure herbeigefiihrt. Aufgrund der basischen Bedingungen wird bei dieser
Methode oft eine partielle Racemisierung des Stereozentrums an C-5 beobachtet. Igglessi-
Markopoulou et al. berichteten eine mit der Lacey-Dieckmann-Cyclisierung verwandte Methode zur
Synthese von 3-Carbethoxy-Tetramsduren.*®! Hierbei wird mit Hilfe von Benzotriazol, DCC und NaH
aus N-acylierten Aminosduren mit Malonsdurediethylester zundchst das C-Acylierungsprodukt

gebildet und dieses anschlieBend durch die Bildung des Laktams cyclisiert.

1.5.1.2 Tetramsiuresynthese nach Jouin

Eine schonendere Alternative ist die von Jouin et al. 1987 vorgestellte Methode (Abb. 16).57 Hier
wird die o-Aminosdure zundchst mit Hilfe von Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) unter

DMAP-Katalyse an den Methylenkohlenstoff der Meldrumsaure (65) gebunden.
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OH o, OH
65 NHR'

66

Abbildung 16. Tetramsduresynthese nach Jouin.

Nach Erhitzen des intermedidren y-Amino-B-ketoesters (66) kommt es nach Abspaltung von Aceton
und CO; zur Bildung der Tetramsdure. Dieses Protokoll kann unter milden, pH-neutralen
Bedingungen durchgefiihrt werden, die das Stereozentrum erhalten. Allerdings wird eine

Schutzgruppe am Stickstoff benétigt, falls dieser nicht methylsubstituiert sein sollte.l®

1.5.1.3 Domino-Methode

Eine weitere interessante Variante stellt die Domino-Synthese nach Schobert et al. unter Verwendung
des Bestmann-Ylids (67, Ketenylidentriphenylphosphoran, Ph;P=C=C=0) dar (Abb. 17).5%! Dieses ist
im Gegensatz zu anderen Ketenen an der Luft vergleichsweise stabil, neigt nicht zur Dimerisierung
und geht trotz der Phosphorylid-Struktur keine Wittig-Reaktionen ein. Das kumulierte Phosphorylid
kann jedoch von nucleophilen Verbindungen, wie Alkoholen, Thiolen und Aminen, leicht am
Carbonylkohlenstoff unter Addition an die C=C-Doppelbindung angegriffen werden und
Zwischenprodukte bilden, die eine hohere Wittigreaktivitit aufweisen als PhsPCCO.!"

N H Wittig- H
2
\)cj)\ 1 Addition Oy _N.__R Cyclisierung OxN
HoN_ O/R + PhgP=C=C=0 7> - = R
i PhaP” 07 TOR!
2 3
R ~— OR'
67 68 ®

Abbildung 17. Domino-Methode unter Verwendung des Bestmann-Ylids nach Schobert.

Bei Verwendung von a-Aminosduren als Amin-Komponente kommt es nach der Addition an das
Bestmann-Ylid zu einer intramolekularen Wittigreaktion des Phosphorylids (68) mit der Estergruppe
unter Ausbildung des Tetramsdure-4-O-enolethers (69). Diese Domino-Additions-Wittig-
Cyclisierungs-Reaktion kann zum Aufbau von Tetramsduren mit unterschiedlichsten Seitenketten
genutzt werden. Allerdings tritt aufgrund von Spuren an Base, die im Zuge der Herstellung des
Bestmann-Ylids noch vorhanden sein kénnen, oftmals eine particlle Racemisierung des Produktes an
C-5 auf. Dies lésst sich durch den Einsatz von Polystyrol-gebundenem Ph;PCCO vermeiden, das
leichter von Basenspuren gereinigt werden kann.[®!! Immobilisiertes PhsPCCO hat weiterhin den
Vorteil, dass das entstehende Triphenylphosphinoxid am Polymermaterial verbleibt und durch

Filtration entfernt werden kann.

19



EINLEITUNG

1.5.2 C-3-Acylierungen

Ein Grofteil der in der Natur vorkommenden Tetramséuren trigt einen Acylrest in der 3-Position. Zur
synthetischen Gewinnung dieser Verbindungen kann die 3-Acylierung iiber eine Lacey-Dieckmann-
Cyclisierung direkt beim Ringschluss zur Tetramsdure erhalten oder der Acylrest nachtriaglich
eingefithrt werden. Dies kann durch eine direkte C-Acylierung, beispielsweise durch Einsatz des
entsprechenden Acylchlorides mit einem Uberschuss Borontrifluorid-Etherat (BF;'OEt) nach der
Methode von Jones et al. geschehen.!®” Dieses Protokoll wurde von Schobert et al. zur Synthese von
Reutericyclin (74) angewendet, bei der ein Acetylrest in die 3-Position eingefiihrt wurde (Abb. 18).[6
Diese Methode funktioniert gut bei gesittigten Resten mit robusten funktionellen Gruppen, da unter
harschen Bedingungen 16sungsmittelfrei und bei 80 °C gearbeitet wird. Die 3-Acetyltetramsdure 73
wird hierbei als BF;-Komplex gewonnen, der eine chromatographische Reinigung an Kieselgel
ermoglicht. Reutericyclin wird anschlieBend durch eine N-Acylierung mit Dec-2-enoylchlorid

gewonnen.

H,oN
COOBn Ph3P c=Cc=0 Hy, PAC
THF, 60°C MeOH
70% 99%
70
Tones, CH;COCI
cylierung 61%
1) NaHMDS, THF, O——BF2
-78 °C, 5 min \
H45C7 2) Dec-2-enoylchlorid,
—65 °C

74%

Reutericyclin (74)

Abbildung 18. Reutericyclinsynthese nach Schobert ef al. unter Anwendung der Jones-Acylierung.

Eine weitere Moglichkeit besteht in der von Yoshii berichteten Acylierung mit Carbonsduren unter
Verwendung von DCC und DMAP nach Steglich-Hassner-Bedingungen.!® Hierbei wird jedoch oft
eine Racemisierung des Stereozentrums beobachtet und es kommt in vielen Fillen zunichst zur
O-Acylierung unter Bildung des 4-O-Enoyl-acyl-tetramats.*! Dieses kann mit NEt; durch eine Acyl-
Migration dhnlich der Fries'schen Verschiebung in das 3-Acyltetramat {iberfiihrt werden. Moloney
berichtet eine Variante dieser Umlagerung unter Verwendung von Acetoncyanhydrin.®>l Eine
schonendere Alternative wurde 2010 von Yoda et al. vorgestellt, die durch Zusatz von CaCl, die
Racemisierung unterdriicken und die Reaktionsgeschwindigkeit erhohen konnten.®! Die
Arbeitsgruppe um Yoda nutzte diese Methode fiir eine Totalsynthese des Penicillenols A; (79, Abb.
19).167
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o]
1.) Meldrumséure, EDCI, (S)-2-Methyloktansaure o
TBDMSO DMAP, CH,Cl,, 0 °C HN DCC, DMAP M~
COOH H ’ o~ ™
NHCb, 2.) EtOAc, Reflux 4 e} 84% 5 :
z 3.) H,, Pd/C, EtOAc OTBDMS ‘OTBDMS

75 38% uber 3 Stufen 76 O-Acylprodukt 77
1.) NaHMDS, Mel

DMAP —40 °C

NEt3, CaC12
2.) HCI/MeOH, 0 °C
CH,Cl, RT, 84% .
OTBDMS 61%
C-Acylprodukt 78 Penicillenol A (79)

Abbildung 19. Penicillenol A;-Synthese nach Yoda.

Auch die durch Schobert eingefiihrte Verwendung von Bestmann-Ylid (67) eroffnet einen eleganten
Zugang zu 3-Acyltetramséuren. Die CH-acide Dicarbonylverbindung 80 addiert an die C=C-Bindung
des kumulierten Phosphorylids unter Ausbildung der C-3-Acetylylid-Tetramséure 81. Diese kann im
Folgenden in einer Wittig-Olefinierung weiter umgesetzt werden. Schobert et al. demonstrierten dies

anhand einer Totalsynthese der Ravensiure (83, Abb. 20).1]

o) @
Q Ph;CCO PPh3 0 I\ PPh
THF, Reflux Reflux 4
BocN BocN BocN_ © L
o} 99% 0]

80
. 0 OH
1.) KO#Bu, THF, 60 °C PPN
o HN
2) F o)
H 82 Ravensiure (83)
62%
3.) TFA

Abbildung 20. Totalsynthese der Ravenséure nach Schobert.

Im Jahr 2016 konnte diese Strategie von der gleichen Gruppe erfolgreich zur Synthese eines Isomers
der 3-Decalinoyltetramsiure Methiosetin (23) angewendet werden (Abb. 27, vide infra).®) Dieses
Vorgehen bleibt jedoch auf die Synthese von Vertretern ohne quartiren Kohlenstoff an C-2
beschrénkt, da Arbeiten von Lena Hoffmann im Rahmen ihrer Doktorarbeit in der Arbeitsgruppe
Nubbemeyer (Universitit Mainz) zeigten, dass die Verwendung von o-Brom-propionsdure bzw. dem
entsprechenden a-Phosphonséureester nicht zum gewiinschten Ziel fiihrte. Ein Einbau der Bausteine in

die 3-Position der Tetramsiure erwies sich als unméglich.!™"!

21



EINLEITUNG

1.5.3 Bisherige Totalsynthesen von 3-Decalinoyltetramsauren

Die bis 2014 durchgefiihrten Totalsynthesen auf dem Gebiet der 3-Decalinoyltetramsduren

beschiftigten sich ausschlieBlich mit der Synthese von (-)-Equisetin (4). Nach den Totalsynthesen von

Danishefsky, Dixon und Shishido stellte Ley 2004 eine Synthese in Anlehnung an die Biosynthese des
Equisetins vor (Abb. 21).[5% 3571

0; TBDMSCI
= Ac,0, Pyridin = CH,Cl,, ~78 °C C:OH Imidazol C:OTBDMS
—_—
OH  CHeCl, OAc  dannNaBH, oAc THERT OAc
45 MeOH, 0 °C 86 quant. 47
(R)-(+)-Citronellal (84) 79% (2 Stufen)
K,CO; kat.
MeOH
1} RT
B N DMSO 98%
OTBDMS d (COCl),
sec-BuLi OTBDMS NEf; OTBDMS
e : O
' THF, —78 °C auf RT X CH,Cl, OH
o)
90 71% 89 ~78 °C auf RT o8
TBAF 96%
THF

0°C aufRT

quant. DMSO EtO

(COCI), EtO-b StBu ‘
OH NEt; _ (“) S5 e N
* —78°C auf RT ° KHMDS, THF, —78 °C
91 98% E:Z,30:1
88% E

o
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o)
TBDMSOﬁ)\OMe
HN_

MeO BF; OFEt,
TBDMSO CH,Cl,
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N—
0 96 N StBu i
CF;COOAg j P ==
O= THF, NEt3, 0 °C O= R StBu
_.\\\/ P N -
¢ I I
\Y W B
H A H F2
97 05
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2.) NaOMe, MeOH, RT

1.) BuLi, THF, — 10 °C

quant. 2.) TsCl, ~10 °C o
3.) (Et0),PONa I
HO\/W EtO//P\/\/\/
o8 60% EtO 99
1.) CH;CHBICOBr Nall, THF
>< Pyridin, CH,Cl, o
. o 0 0°C sy ¢ EQ StBu
\ M Bl" PE——— EtO~P
0 O 1) /BuSH, PhH O O dann 5 o o %
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Abbildung 21. Totalsynthese des (—)-Equisetins (4) nach Ley et al. (2004).
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Ausgehend von (R)-(+)-Citronellol (84) wird unter anderem durch eine Ozonolyse und eine Horner-
Wadsworth-Emmons-(HWE)-Reaktion in acht Stufen ein Trienalkohol 91 aufgebaut, der nach einer
Swern-Oxidation zu Aldehyd 92 in einer weiteren HWE-Reaktion mit dem B-Ketothioester-Baustein
93 verkniipft wird. Durch eine intramolekulare Diels-Alder-Reaktion (IMDA) des daraus entstandenen
(E.E,E E)-Tetraen-p-dicarbonyls 94 konnte das Decalinsystem 95 mit seinen fiinf Stercozentren
aufgebaut werden. Der Einsatz einer Lewissdure ermoglichte dabei eine Begiinstigung des endo-
Ubergangszustands der intramolekularen Diels-Alder-Reaktion. Da der Methylsubstituent an C-6 im
sesselartigen Ubergangszustand bevorzugt eine pseudo-dquatoriale Position einnimmt, bestimmt er
somit die Konfiguration der entstehenden Stereozentren, sodass frans-Decalin 95 erhalten wird. Die
Kniipfung der Amidbindung mit TBDMS-blockiertem N-Methyl-L-serinmethylester (96) wurde
ausgehend von fert-Butylthioester 95 wunter Silbertrifluoracetat-Katalyse erreicht, was der
biosynthetischen Bindungskniipfung iiber den Angriff auf die Thioester-ACP-Bindung im NRPS-
Abschnitt der EqiS-Synthase &hnelt (siche Abb. 4). Nach Entfernen der Schutzgruppe und Lacey-
Dieckmann-Cyclisierung konnte Equisetin (4) auf diesem Weg in dreizehn Stufen ausgehend von

(R)-(+)-Citronellol (84) erhalten werden.

Eine weitere Totalsynthese wurde 2012 von Theodorakis et al. veroffentlicht, die eine Synthese des
aus Fusarium sp. isolierten Pilzmetaboliten (+)-Fusarisetin A (40) entwickelten.[”! Diese Substanz ist
eng verwandt mit (—)-Equisetin (4) und wird biosynthetisch aus diesem gewonnen. Aufgrund der
strukturellen Verwandtschaft konnten sie den Anfang ihrer Totalsynthese auch zur Gewinnung von
Equisetin nutzen, das jedoch wegen des niedrigeren Preises ausgehend von (S)-(—)-Citronellal

(ent-101) als Enantiomer des Naturstoffs hergestellt wurde (Abb. 22).

Br Ph3P\/\/\/
1.) Se0,//BuOOH 0 B
fo) X ,/1Bul 0 = Sonnenlampe
‘ 2.) IBX, DMSO ‘ n-BuLi, -78 °C 5 min
= . =
o 65% o 62% = 2.) ELAICL -78 °C
. 24h
) W 82% (d.r. > 10:1) ent-105
§)-(0)-Ci
S ((e)n(ti_llt‘rﬁr;ellal ent-102 ent-104 1.) Zn, BrCH,COOEt
E/Z32 90°C, 1h
2.) IBX, DMSO, 80 °C
91 % (2 Stufe
HO_ COOMe /\)CL 0 (2 Stufen)
" TBDMSO Y OMe OEt

HN
ent-96
1.) Toluol, 110 °C, 12 h

NaOMe, MeOH

100%

2.) HF, MeCN
(dr.an C-5'=1:1) ) HF, Me

43% (ii. 2 Stufen)

(+)-Equisetin (ent-4) ent-106

50%

Abbildung 22. Totalsynthese des (+)-Equisetins (ent-4) nach Theodorakis et al. (2012).
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In einer allylischen Oxidation wird (S)-(—)-Citronellal (ent-101) in Dialdehyd ent-102 umgewandelt,
der durch ecine regioselektive Wittigreaktion als ein 3:2 E/Z-Gemisch von Tetraenaldehyd ent-104
gewonnen wurde. Durch Behandlung mit Iod und Bestrahlung mit einer 500 Watt-Lampe wurde die
all-trans-Verbindung erhalten, die durch eine IMDA in Decalinaldehyd ens-105 iiberfiihrt werden
konnte. Eine Reformatzki-Reaktion mit darauf folgender Oxidation lieferte B-Ketoester ent-106. Eine
Aminolyse des B-Ketoesters mit O-TBDMS-N-Methyl-D-serinmethylester (ent-96) lieferte Amid
ent-107, das nach Deblockierung mit HF durch eine Lacey-Dieckmann-Cyclisierung mit NaOMe in

eine 1:1-Mischung aus (+)-Equisetin (ent-4) und C-5'-epi-(+)-Equisetin tiberfiihrt werden konnte.

Im selben Jahr entwickelten auch Gao et al. eine (—)-Equisetin-Synthese im Zuge ihrer Totalsynthese
von (+)-Fusarisetin A (Abb. 23).["* Ausgehend von R-(+)-Citronellal (101) wurde Aldehyd 111 durch
Ozonolyse und eine Wittigreaktion in vier Stufen aufgebaut. Dieser wurde anschlieBend mit 63%
Ausbeute und einem £/Z-Verhiltnis von 15:1 in einer HWE-Reaktion zu Tetraen 112 umgesetzt. Nach
Reduktion und Oxidation mit DMP wurde Tetraenaldehyd 104 erhalten, der durch eine Eintopf-
IMDA/Roskamp-Reaktion katalysiert durch BF3'OEt, in 47% Ausbeute und einer guten
Diastereoselektivitit von d.r. 9:1 in B-Ketoester 106 iberfiihrt werden konnte. Nach der von
Danishefsky berichteten Aminolyse mit TBDMS-blockiertem N-Methyl-L-serinmethylester 96 und
darauf folgender Lacey-Dieckmann-Cyclisierung konnte (—)-Equisetin (4) in elf Stufen erhalten

werden.
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Abbildung 23. Totalsynthese des (—)-Equisetins (4) nach Gao et al. (2012).
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Die gleiche Gruppe berichtete im Jahr darauf eine erfolgreiche biomimetische Variante ihrer
Equisetinsynthese, die sich in ihren Schliisselschritten stark an Leys Strategie orientiert (Abb. 24).5%
74 Die Gruppe vertritt hierbei die These, dass die Diels-Alder-Reaktion wihrend der Biosynthese erst
nach der Verkniipfung mit dem Aminosdurebaustein stattfindet. Der aus (R)-(+)-Citronellal (101) in
zwei Stufen gewonnene Aldehyd 108 wird im Folgenden zum Aufbau des B-Ketothioesters 94 in einer
HWE-Reaktion mit Phosphonat 93 zu 115 umgesetzt. Eine zweite HWE-Reaktion nach Deblockierung
der Aldehydgruppe mit 1 N HCIl lieferte Baustein 94 in 65% Ausbeute und einem £/Z-Verhiltnis von
15:1. Die biomimetische Kupplung mit dem N-Methyl-L-serinmethylester 117 zu 118 wurde nach
Leys Methode durch Silbertrifluoroacetat-Katalyse erreicht. Eine IMDA unter Verwendung von
BF3-OEt; als Lewissdure lieferte trans-Decalin 107, das anschlieBend durch eine Lacey-Dieckmann-
Kondensation zu (-)-Equisetin cyclisiert werden konnte. Aufgrund der fehlenden Schutzgruppe am

Serinrest wird auch hier nur eine 1:1-Mischung des Produktes mit der C-5"-epi-Verbindung erhalten.

EtO

EtO\P StBu
H.__O o) o o) StBu
— StBu
KHMDS o) HCI (1.0 N)
0/> Haaosw O O
© 75% (E/Z301) X0 116
108 ¢ 0
0
|
HO/YkOMe Eté)taP\/\/\/
HN._ 99
117 {BuS x PN LIHMDS
CF;CO0Ag
THF
NEt O O
o 94 65% (E/Z 15:1)
85% |
\\(COOMe N
_BEyOEL, o __ MeOH_
Meo)ﬁ/ TAH\/\*/\/\/\/ j HO / o
CH,Cl, Ox 100% NN
63% (dr. 17:1) : (dr.anC-5' 1:1)
“"“\v

H (- ) -Equisetin (4)
107

Abbildung 24. Biomimetische Totalsynthese des (-)-Equisetins nach Gao ef al. (2013).

Gao nutzte das (—)-Equisetin (4) im Folgenden fiir eine weitere biomimetische Umsetzung zu
(+)-Fusarisetin A (40). Zum einen fiihrte er eine Mn(OAc)s-vermittelte Oxidation an Luftsauerstoff
durch, welche das Peroxyfusarisetin 119 und sein C-5-Epimer 120 in einer kombinierten Ausbeute von
62% (d.r. 1.3:1) lieferte (Abb. 25). Zum anderen entwickelten sie einen die Natur imitierenden
photochemischen Weg unter Verwendung einer durch reaktive Sauerstoffspezies vermittelten

oxidativen Cyclisierung.
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a) Methylenblau (5 mol%)

|
o N NEt;, Luft, Sonnenlicht
oder
Ho—/ , ©
AN~ b) Mn(OAc)s, Luft
o‘ 25°C,1h
o 62%

a)d.r. 3:1
b)d.r. 1,3:1
Zn, HOAc P(OMe);
50 °C MeCN, 80 °C, 3 h
3h, 75% 75%
oder

(+)-Fusarisetin A (40) 121

Abbildung 25. (+)-Fusarisetin-Synthese nach Gao et al.(2013).

Methylenblau wurde als organischer Photokatalysator genutzt, um nach Anregung durch sichtbares
Licht Singulett-Sauerstoff zu generieren, der selektiv an der Doppelbindung der Decalinseitenkette
angreift und nach einer Umlagerung die Peroxyfusarisetine 119 und 120 bildet. Diese konnten im
Anschluss durch Reduktion mit P(OMe); oder Zink in (+)-Fusarisetin A (40) und C-5-epi-
(+)-Fusarisetin 121 iberfiihrt werden. (+)-Fusarisetin A inhibiert sowohl die Morphogenese von
Azinarzellen des Pankreas als auch die Zellmigration und -invasion stark metastasierender
MDAMB-231-Brustkrebs-Zellen, ohne eine signifikante Cytotoxizitidt aufzuweisen und ist deswegen

interessant als Tumortherapeutikum. !4

Die erste Synthese einer anderen 3-Decalinoyltetramsédure als (—)-Equisetin wurde 2014 ebenfalls von
der Gruppe um Gao verdffentlicht.”” Cryptocin (14) konnte aufgrund der entgegengesetzten
Stereochemie des Decalinsystems ausgehend von (—)-Citronellal (enf-101) in acht Stufen analog zur
2013 vorgestellten biomimetischen Route aufgebaut werden (Abb. 26, vgl. Abb. 24). Wegen der nicht
vorhandenen E/Z-Selektivitit der hier verwendeten HWE-Reaktion an Aldehyd ent-116, wurde die
von Theodorakis entwickelte photo-induzierte Isomerisierung mit lod zum all-frans-System
durchgefiihrt. Nach BF;'OEt,-vermittelter IMDA  konnte frans-Decalin 124 in einem
Diastereomerenverhéltnis von d.r. 8:1 gewonnen und durch die von Danishefsky entwickelte
Aminolyse mit N-Methyl-L-Threoninmethylester (125) gekuppelt werden. Eine Lacey-Dieckmann-
Cyclisierung ergab Cryptocin (14) in 75% Ausbeute.
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124 OH O
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THF
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HO 4 ~
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—_—
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(d.r. 10:1) -

Cryptocin (14)

Abbildung 26. Cryptocin-Synthese nach Gao et al. (2014).

Die fehlende C-2-Methylgruppe im Decalinsystem des Methiosetins (23) ermdglichte es Schobert et
al., 2016 eine Totalsynthese des Naturstoffs unter Anwendung der Phosphorylid-Strategie zu
entwerfen (Abb. 27).1°! Die Konfiguration der Stereozentren an C-5' und C-6' wie auch die absolute
Konfiguration des Decalinsystems war nach der Strukturaufklirung zuvor unbekannt geblieben.?2
Schobert et al. wihlten Tetramsdurebaustein 127 mit L-Threonin-analoger Konfiguration der
Seitenkette und nutzten Bestmann-Ylid (67) fiir eine Acylierung in 3-Position. Eine anschlielende
Wittigreaktion der 3-Acylylid-Tetramséure 128 mit Dienaldehyd 130 ergab die fiir die IMDA
benotigte Ausgangsverbindung 131. Die erforderliche Stereoinduktion erreichte die Gruppe durch den
Einsatz von Me,AICl oder La(OTf); als Katalysatoren und die Verwendung der volumindsen TIPS-
Schutzgruppe nahe des C-5'-Stereozentrums, welche den Ubergangszustand nach der Ausbildung von
Chelatkomplexen mit der C-1-exo- und der C-2'-Amidcarbonylgruppe rigidisierten. Ein Freisetzen des
Aluminiumkomplexes mit BF3-Etherat und heiBem Methanol oder des Lanthankomplexes mit HF in
Pyridin und Et;SiH ergab Verbindung 133. Diese zeigte sich mit einem Drehwert von ap®* = —63
(c = 1.0, MeOH) deutlich verschieden vom isolierten Naturstoff (ap?® = +12.4 (¢ = 1.0, MeOH)).[>"!
Da eine allo-Threonin- und eine D-Threonin-Konfiguration der Tetramséureseitenkette durch den

Vergleich mit Literaturdaten’® ausgeschlossen wurde, vermuten die Autoren das Vorliegen der
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entgegengesetzten absoluten Konfiguration des Decalinsystems im Naturstoff. Dies hitte

Methiosetin (23) die in Abbildung 27 dargestellte absolute Gesamtkonfiguration zur Folge.

1.) KO/Bu
CHO
2.
) K;/\/\
Ph;PCCO 130
—_—
99% 81%
127
o N
Me,AICI LaM” ﬁ/( L) BdF3'OEt2
oder p OTIPS oder HO
0 .
La(OTf); -:/ o) HF, Pyridin - o)
~ W\ .\‘\\
: 2.) MeOH o‘
oder
H Et3SiH H
132 Methiosetin-Isomer 133
M = Al oder La 59% (fur La(OTf)3, ii. 3 Stufen)

29% (fir Me,AIC], . 3 Stufen)

vermutete abs.
Konfiguration fiir
Methiosetin (23)

Abbildung 27. Totalsynthese des Methiosetin-Isomers 133 nach Schobert et al. (2016).

fir
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2. Zielsetzung

Im Jahr 2010 wurde durch das Institut fiir Biotechnologie und Wirkstoffforschung (IBWF)
Kaiserslautern aus einem Pilz der Gattung Phoma eine Substanz mit einer vielversprechenden
fungiziden Wirkung isoliert. Das durch NMR-Spektroskopie ermittelte Kohlenstoffgeriist wies die
Verbindung als einen neuen Vertreter der Klasse der 3-Decalinoyltetramsiuren aus, jedoch konnte die
Stereochemie mit rein NMR-spektroskopischen und chiroptischen Methoden nicht vollstéindig
aufgeklart werden (Abb. 28). Ein definitiver Nachweis sollte im Folgenden durch eine Totalsynthese

erfolgen.

Abbildung 28. Kohlenstoffgeriist des aus einem Pilz der Gattung Phoma sp. isolierten Naturstoffs.

Im Rahmen der Totalsynthese sollten Methoden entwickelt werden, um 3-Decalinoyltetramséuren mit
quartdrem Zentrum an C-2 und ohne N-Methylsubstituent herzustellen. Zum schnellen Aufbau einer
Substanzbibliothek im Hinblick auf Struktur-Wirkungsbeziehungsuntersuchungen (SAR, structure
activity relations) sollte auBerdem eine direkte Kupplung des Decalingeriists mit dem

Tetramsdurebaustein untersucht werden (Abb. 29).

Altersetin (18)

Abbildung 29. Totalsynthese des Pilzmetaboliten, moglicherweise durch eine direkte Kupplung beider

Bausteine und Synthese von Derivaten mit verldngerter Decalinseitenkette als Zielsetzung dieser Arbeit.

Des Weiteren sollte eine Synthese entwickelt werden, welche die Gewinnung von Verbindungen mit
unterschiedlichen Decalinseitenketten erlaubt, sodass diese auf Verdnderungen ihrer biologischen
Wirkung hin getestet werden konnen. Als Modellsubstanz sollte hierbei Altersetin (18) dienen, das

iiber eine zweifach ungesittige Alkylkette verfiigt.
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3. Allgemeiner Teil

3.1 Hymenosetin — Strukturaufklirung und Totalsynthese

3.1.1 Strukturaufklirung

Die aus einem Schwiérzepilz der Gattung Phoma sp. isolierte, SJE 99318-1 genannte Verbindung wies
eine durch ESI-LC/MS ermittelte Masse von m/z = 388.3 g/mol auf. In den NMR-Spektren zeigten
sich eine Haupt- und eine Minderkomponente, die groBe Ahnlichkeiten zueinander aufwiesen und sich
als Tautomere herausstellten. Die Hauptkomponente wies Signale fiir fiinf Methylgruppen, drei
Methylengruppen, neun Methingruppen und sechs quartire Kohlenstoffe auf, darunter drei
Carbonylkohlenstoffe. Die *C-Verschiebungen legten nahe, dass zwei Kohlenstoffatome mit einem
Heteroatom verbunden sind. Zusammen mit der ermittelten ESI-Masse ergab sich eine Summenformel
von C3H33NOs4. Die Auswertung des COSY-Spektrums wies auf drei zusammenhidngende Spin-

Systeme hin, deren Verkniipfung iiber die HSQC-Kontakte ermittelt werden konnte (Abb. 30).?

Abbildung 30. Ausgewidhlte COSY-, HMBC- und NOESY -Kontakte des Decalinsystems von SJE-99318-1 und

die daraus abgeleiteten moglichen absoluten Konfigurationen A und B.

Die hieraus abgeleitete 2D-Struktur zeigt eine Tetramsdure mit freier NH-Funktion und einer
Threonin-analogen Seitenkette, die an C-3' mit einem Decalinsystem acyliert ist. Dieses weist an C-2
ein quartdres Zentrum auf, trigt an C-4 und C-8 weitere Methylgruppen und an C-3 einen
1-Propenylrest. Die relative Konfiguration des Decalinsystems konnte mit Hilfe von NOESY-
Experimenten geklart werden. Es fanden sich NOESY-Korrelationen zwischen der C-2-Methylgruppe,
H-6, Hax-10 und H-3 sowie zwischen Ha-10, H-6 und H-8. Des Weiteren zeigten sich NOESY-
Kontakte zwischen H-11, Haix-7 und Hx-9. Diese Befunde sprechen eindeutig fiir ein

trans-Decalinsystem mit einer der beiden in Abb. 30 dargestellten absoluten Konfigurationen A und

30 *Die NMR-spektroskopische Strukturaufkldrung wurde von _ durchgefiihrt.
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B. Eine Aussage iiber die Konfiguration der beiden Stereozentren C-5' und C-6' in der

Tetramsdureseitenkette konnte auf Grundlage der NOESY-Daten jedoch nicht getroffen werden.

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration des Decalinsystems und der Stereochemie der
Seitenkette sollte im Folgenden mit Hilfe der VCD-Spektroskopie (engl. vibrational circular
dichroism) iiber den Vergleich der gemessenen Spektren mit durch DFT-Rechnungen (engl. density
functional theory) fiir die méglichen Konfigurationen erhaltenen theoretischen Spektren erfolgen. Die
VCD-Spektroskopie nutzt, im Gegensatz zur bekannteren ECD-Spektroskopie (engl. electronic
circular dichroism), welche sichtbares und ultraviolettes Licht verwendet, zirkular polarisierte IR-
Strahlung.l””) Chirale Molekiile absorbieren hierbei links- und rechtszirkular polarisiertes Infrarotlicht,
das nacheinander durch die Probe gestrahlt wird, unterschiedlich stark, sodass sich aus der Differenz
A = Ajinks — Arechts €in Spektrum mit positiven und negativen Banden erstellen ldsst. Diese Banden
weisen fiir ein Enantiomerenpaar zwar gleiche Intensitéten, jedoch entgegengesetzte Vorzeichen auf.
Die VCD-Spektroskopie ldsst sich im Gegensatz zur ECD-Spektroskopie unabhidngig von einer
Absorption des Molekiils im sichtbaren oder UV-Bereich einsetzen bzw. auch bei Stereozentren, die
sich nicht in der Ndhe chromophorer Gruppen befinden. Ein VCD-Spektrum besitzt aufgrund der
hoheren Anzahl und der deutlich schiarferen Banden zudem einen héheren Informationsgehalt. Zur
Strukturaufklarung unbekannter Verbindungen vergleicht man das experimentell gewonnene
Spektrum mit durch quantenmechanische Berechnungen wie z.B. DFT erhaltenen Spektren der beiden

moglichen Enantiomere bzw. der moglichen Diastereomere.

Eine direkte Bestimmung der Stereochemie von SJE 99318-1 durch den Vergleich berechneter zu
gemessenen VCD-Spektren scheiterte an der Komplexitit der Berechnungen. Aufgrund der
ausgeprigten Tautomerie der Tetramsdureeinheit ist eine Berechnung aller Konformere und ihrer
Anteile am Spektrum unpraktikabel. Auch der Einfluss von Wechselwirkungen der einzelnen
funktionellen Gruppen zweier oder mehrerer Molekiile miteinander oder mit dem Solvens iibersteigt
die Moglichkeiten der theoretischen Voraussage auf dem momentanen Stand der Technik. Aus diesem
Grund wurde die Tetramséureeinheit oxidativ abgespalten.® Mit Hilfe von H>O; in basischer Losung
konnte der Naturstoff gespalten und Decalinsdure 134 in 74% Ausbeute erhalten werden. Dieses
Fragment von SJE 99318-1 beinhaltet deutlich weniger funktionelle Gruppen und eine Tautomerie
oder anderweitige Isomerien entfallen (Abbildung 31). Zur Aufnahme der VCD-Spektren musste die
freie Séure in ihren Methylester iiberfiihrt werden, da es bei freien Carbonsduren oft zu groflen
Diskrepanzen zwischen berechneten und gemessenen VCD-Spektren kommt. Diese Abweichungen
erkléaren sich aus der Aggregation der freien Carbonsduren in unpolaren Losungsmitteln, welche in den
Berechnungen nur unzureichend beriicksichtigt werden kann.”®! Die Veresterung gelang mit

Diazomethan in EtO in quantitativer Ausbeute (Abb. 31).[7°

®Die oxidative Spaltung von SJE-99318-1 und die Veresterung wurde von _ durchgefiihrt. 31
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Abbildung 31. Oxidative Spaltung des Naturstoffs zur Ermdglichung von VCD-Berechnungen.

Die Boltzmann-gewichteten VCD-Spektren der beiden moglichen absoluten Konfigurationen von
Decalinester 135nat wurden mit Hilfe von DFT-Rechungen unter Anwendung des B3PW91/6-
311G(d,p)-Theorielevels berechnet und mit dem experimentell gewonnenen Spektrum der Verbindung
verglichen.® Es zeigte sich eine hervorragende Ubereinstimmung des in CCls; aufgenommenen
Spektrums mit dem fiir die (2S5,3R,6S5,8R,11R)-Konfiguration theoretisch ermittelten Spektrum
(Abbildung 32). Das Decalinsystem von SJE 99318-1 liegt somit in einer dem (—)-Equisetin (4)
vergleichbaren Konfiguration vor. Die entgegengesetzte Konfiguration, welche auch in der Natur z.B.
in Phomasetin (21) und Cryptocin (14) gefunden wird, konnte hingegen eindeutig ausgeschlossen

werden (Abbildung 3).

Naturstoffderivat 135
3
MeOOC, MeOOC_
SO o G
3

8

b H berechnet (2S,3R,6S,8R,11R)-135
(28,3R,65,8R,11R)- (2R,3S,6R,8S,115)- g K A\

135 135

—T— T —TT—— T —— T
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

v [cm'1]

Abbildung 32.Vergleich des VCD-Spektrums des durch oxidativen Abbau und Veresterung gewonnenen
Naturstoffderivats 135 (schwarz) mit dem fiir die (2S5,3R,65,8R,11R)-Konfiguration berechneten Spektrum (rot).

Da eine Bestimmung der Stereochemie der Tetramséureeinheit mittels VCD-Spektroskopie und DFT-
Rechnungen hingegen unmdglich war, musste nach alternativen Analysemethoden gesucht werden.

Dabei stellten HSQC-HECADE-NMR-Experimente eine vielversprechende Moglichkeit dar.

32 °Die VCD-Messungen und DFT-Rechnungen wurden von _ durchgefiihrt.
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3.1.2 Bestimmung der relativen Konfiguration der Tetramsiure-Seitenkette durch HSQC-

HECADE-NMR-Experimente

In den vergangenen Jahrzehnten hat sich die NMR-Technik zur wichtigsten analytischen Methode im
Bereich der Strukturaufklarung entwickelt und zéhlt auch im organisch-synthetischen Bereich zu den
bedeutendsten Charakterisierungsmethoden. Neben 'H- und '*C-Experimenten sowie 2D-Techniken
wie COSY, HSQC und HMBC, welche inzwischen zu den Routine-Experimenten zdhlen, wurden
zahlreiche weitere Experimente fiir spezielle Fragestellungen entwickelt. Zu diesen gehort das auf der
HSQC- oder HMBC-Technik basierende HECADE-Experiment (/eteronuclear long-range couplings
from ASSCII-domain experiments with E.COSY-type cross peaks).’®”) Dieses Experiment erlaubt die
Bestimmung kleiner Spin-Kopplungskonstanten und deren Vorzeichen. *C-'H-Kopplungen iiber eine
bzw. drei Bindungen sind dabei positiv, wihrend %Jcu- und “Jcu-Kopplungen ein negatives Vorzeichen
aufweisen. Diese Unterscheidung kann fiir die Strukturaufkldrung wertvolle Hinweise liefern. Im
Folgenden wurde ein auf der HSQC-Technik basierendes HECADE-Experiment gewihlt, da es im
Vergleich zu dem auf HMBC basierenden die Bestimmung noch kleinerer Spin-Kopplungskonstanten

ermoglicht.

Anders als bei cyclischen Verbindungen, wie Decalinsystem 135, stot die Bestimmung der
Stereochemie von flexiblen, offenen Ketten durch NOESY-Techniken an ihre Grenzen.[®!
Minderkonformationen kdnnen einen iiberproportional grolen Beitrag zur NOE-Intensitit bewirken
und somit zu widerspriichlichen Ergebnissen fithren. Aus diesem Grund wurde von Matsumori und
Murata fiir offenkettige Systeme die auf Kopplungskonstanten basierende Konformationsanalyse
(J-based conformational analysis) entwickelt.®!) Benachbarte asymmetrische Zentren werden hierbei
als gestaffelte Rotamere angesehen, deren relative Konfiguration durch die Ermittlung von **Jcu- und
3Juu-Kopplungskonstanten bestimmt werden kann. Die Kopplungskonstanten offenkettiger Systeme,
welche Konformationsianderungen eingehen konnen, werden als gewichteter Durchschnitt der
Kopplungskonstanten der einzelnen Konformer-Populationen erhalten, was die Identifizierung des
vorherrschenden Hauptkonformers der sechs moglichen Konformere der threo- und erythro-

Konfiguration moglich macht (Abb. 33).

Zunichst wurden Modelle fiir 2,3-Dihydroxy- oder 2-Methyl-3-hydroxy-butan-Systeme entwickelt.
Die vicinale CH-Spin-Kopplungskonstante (*Jcn) ldsst sich wie die vicinale Proton-Proton-
Spinkopplungskonstante durch eine Karplus-Beziehung ausdriicken.®?! Betriigt der Diederwinkel
zwischen *C und 'H bzw. 'H und 'H 180° (anti) resultiert eine groBe Kopplungskonstante, wihrend
im Falle von 60° (gauche) ein deutlich kleinerer Wert beobachtet wird (Abb. 33 I, Félle a) und c)). Die
geminale *C-'H-Kopplungskonstante (Jcn) nimmt hingegen einen groBen Wert an, wenn die
Sauerstoff-Funktion am Kohlenstoff gauche zum geminalen Proton steht, wihrend bei einer anti-

Konfiguration eine kleine Kopplungskonstante gemessen wird (Abb. 33 1, Fall b)).
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Abbildung 33. I Kopplungskonstanten fiir 2,3-disubstituierte Butansysteme. In Klammern die Werte fiir
dihydroxylierte Systeme, ohne Klammern fiir 2-Methyl-3-hydroxy-butan-Systeme. II Konformationsanalyse fiir
2,3-Dihydroxybutan-Systeme nach Matsumori. III Ubertragung auf Stickstoff-substituierte Systeme. Im Fall der

Tetramséuren ist eine Unterscheidung der Konformere B und F durch NOESY-Experimente nicht moglich, da

C-4' eine Carbonylgruppe ist.!3!]
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Wendet man diese Beziechungen an, lassen sich die sechs mdglichen threo- und erythro-
Konfigurationen in 2,3-disubstituierten Butan-Systemen charakteristischen Kopplungskonstanten-
Mustern zuordnen (Abb. 33 II). Die Fille A, C, D und E koénnen eindeutig voneinander {iber ihre
Kopplungskonstanten unterschieden werden. In den Féllen B und F, in denen die Methinprotonen eine
anti-Konformation zueinander einnehmen, kann mit dieser Methode keine Unterscheidung
vorgenommen werden. Hier helfen NOESY-Experimente, die im Fall B NOE-Korrelationen zwischen
den Protonen an C-1 und C-4 aufweisen sollten, wihrend diese im Fall F aufgrund der anti-Stellung

der beiden Alkylsubstituenten nicht auftreten.

Die Methode wurde durch Bassarello und Williamson auf Stickstoff-substituierte Systeme iibertragen
und von Stadler et al. 2014 bei der Strukturaufklirung von (-)-Hymenosetin, einer
3-Decalinoyltetramsdure mit gleichem Kohlenstoffgeriist wie SJE-99318-1, angewendet.*s: 331 Mit
einer Probe von 50 mg SJE 99318-1 in ds-Methanol wurde dieses Experiment nachvollzogen und die
relative Konfiguration der von Threonin abgeleiteten Seitenkette bestimmt (Abb. 33 III). Zur
Ermittlung der Kopplungskonstanten wurden hierbei f>-Projektionen der beiden aufgespaltenen
Signale extrahiert und ihre Verschiebungsdifferenz gemessen (siche Anhang). Die kleine geminale
2Jc n-Kopplungskonstante zwischen H-5' und C-6' von —1.7 Hz weist auf eine anti-Konformation von
H-5' zur Hydroxygruppe hin (Abb. 34). Unterstiitzt wird diese Annahme durch eine kleine vicinale
3Jun-Kopplungskonstante von 3.0 Hz zwischen H-5' und H-6', die auf eine gauche-Stellung der beiden
Protonen hindeutet. Die kleine *Jcu-Kopplungskonstante von 2.0 Hz zwischen C-7' und H-5' deutet
ebenso eine gauche-Stellung an, was die vorherigen Vermutungen untermauert. SchlieBlich zeigt die
kleine 2Jcu-Kopplungskonstante von -0.6 Hz eine Stellung des H-6'-Protons anti zum
Stickstoffsubstitutenten an C-5' an, was letztendlich Konfiguration A in Abb. 33 III als einzig
mogliche erscheinen ldsst. Die Threonin-Seitenkette von SJE 99318-1 weist somit eine relative
Konfiguration iibereinstimmend mit D- oder L-Threonin auf. Die Identifizierung der korrekten

absoluten Konfiguration sollte im Folgenden totalsynthetisch erfolgen.
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Abbildung 34. a) HSQC-HECADE-NMR (600 MHz, CD30OD) von SJE 99318-1 (50 mg) mit eingezeichneten
Kopplungskonstanten. b) Konformationsanalyse fiir SJE 99318-1, in Klammern sind die Literaturwerte fiir
(-)-Hymenosetin (abs. Konfiguration analog zu 136) nach Stadler et al. gegeben.!*! ¢) Dargestellt sind die
beiden nach der Konformationsanalyse und den vorangegangenen VCD-Messungen moglichen absoluten

Konfigurationen fiir SJE 99318-1 136 (5'S,6'R analog L-Threonin) und 137 (5'R,6'S analog D-Threonin).

f1 (ppm)
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3.1.3 Totalsynthese von SJE 99318-1

Durch die aus den VCD- und HSQC-HECADE-Experimenten gewonnenen Erkenntnisse war die
Anzahl der zum Vergleich mit dem Naturstoff zu synthetisierenden Verbindungen auf die beiden
Isomere 136 und 137 reduziert worden. Diese unterscheiden sich lediglich in ihrer Stereochemie an
C-5'und C-6' der Tetramséure-Seitenkette (Abb. 34). Zunéchst sollte Isomer 136 synthetisiert werden,
da dieses die Konfiguration des natiirlichen L-Threonins beinhaltet und somit dessen Vorkommen in

der Natur am wahrscheinlichsten erscheint.

Nach retrosynthetischen Uberlegungen sollte der Aufbau des Decalingeriists durch eine ex-chiral-
pool-Synthese ausgehend von (R)-(+)-Citronellal (101) erfolgen, das schon eines der fiinf
Stereozentren des spateren Decalinsystems 134 enthdlt und die Bildung der anderen vier Zentren in

einer intramolekularen Diels-Alder-Cyclisierung (IMDA) dirigiert (Abb. 35).

OoN
H

134

o N
OH § HOOC,,
Ho—/ o . OWLOH .
Y
138

H
136 intramol.
Diels-Alder-

Reaktion

- _ Wittig-Reaktion
- +
D — + Br Phgp\)\/\/ P —

X 6) o
R-(+)-Citronellal (101) 102 140 139

~o

Abbildung 35. Retrosynthese des Isomers 136 ((—)-Hymenosetin).

(R)-(+)-Citronellal (101) sollte, der Strategie von Theodorakis et al. folgend, durch eine
Kreuzmetathese oder Allyloxidation in Dialdehyd 102 iiberfiihrt werden, der laut Literatur in einer
selektiven Wittigreaktion an der reaktiveren Aldehydgruppe zu Tetraensystem 139 umgesetzt werden
kann.[”! Dieses Material sollte durch eine intramolekulare Diels-Alder-Reaktion unter Aufbau vier
weiterer Stereozentren zum benoétigten trans-Decalinsystem cyclisiert werden. Nach Oxidation des
Aldehyds zur Sdure 134 wiirde eine direkte Kupplung unter C-Acylierung des Tetramséure-Bausteins

138 Zielverbindung 136 ergeben.

(R)-(+)-Citronellal wurde aufgrund des trotz der tonnenweisen Verwendung in grofltechnischen
Prozessen hohen Preises als Spende der BASF SE bezogen. Die Bestimmung der optischen Reinheit

erfolgte nach Uberfiihrung des Racemats und der optisch reinen Verbindung in die
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2,4-Dinitrophenylhydrazone durch HPLC-Untersuchungen mit Hilfe einer CHIRALPAK® IB-3-Séule

(250 mm x 4.6 mm, 3 pm). Es konnte ein Enantiomereniiberschuss von > 95% ee ermittelt werden.

Wegen der hohen Kosten wurden die anfanglichen synthetischen Versuche zundchst mit racemischem
Citronellal durchgefiihrt. Nach einer Vorschrift von Theodorakis ef al. wurde (+)-Citronellal in einer
Kreuzmetathese unter Verwendung von 5 mol% des Grubbs I1-Katalysators mit Methacrolein (141) zu

Dialdehyd 102 umgesetzt, der in 58% Ausbeute erhalten wurde (Abb. 36).7?!

fe} -z
5 mol% Grubbs 11 I
2 o
CH,Cl,

58%
(#)-101 (+)-102

Abbildung 36. Kreuzmetathese zur Gewinnung des Dialdehydbausteins.

Ein Einsatz des kostengiinstigeren Stewart-Grubbs-Katalysators hatte keine Reaktion zur Folge.
Aufgrund der hohen Kosten des Grubbs II-Katalysators und der damit einhergehenden Beschrinkung
auf kleine AnsatzgroBlen war diese Reaktion als erste Stufe der durchzufiihrenden Entwicklung einer
Totalsynthese ungeeignet. Als Alternative wurde die auch in groen Ansidtzen kostengiinstige

Selendioxid-katalysierte Allyloxidation (Riley-Oxidation) gewihlt (Abb. 37).I"

SeO, (3 mol%) OH 0
Q /BuOOH 0 S r
V Salicylsaure = n =
CH,Cl,/H,0
101 142 102
51% 23%
| IBX 4
DMSO

77%

Abbildung 37. Allyloxidation ausgehend von (+)-Citronellal.

Hierbei wird das zur Oxidation benétigte SeO» nach erfolgter Reaktion von /BuOOH regeneriert, was
eine Reduzierung der Menge dieser hochgradig toxischen Substanz ermoglicht. Aufgrund des
Mechanismus, der iiber einen sechsgliedrigen Ubergangszustand #hnlich einer Carbonyl-En-Reaktion
verlduft, findet die Reaktion aus sterischen Griinden regioselektiv an der (£)-Methylgruppe der
Doppelbindung statt. Der Zusatz von Salicylséure unterstiitzt hierbei die Spaltung der intermediéren
Selenspezies zum Allylalkohol. Es wird eine Mischung des Allylalkohols 142 und des hoher
oxidierten a,B-ungesittigten Aldehyds 102 erhalten. Nach 46 Stunden konnten 23% des Dialdehyds
102 neben 51% Allylalkohol 142 und 16% nicht umgesetztem Citronellal (101) isoliert werden. Der
gewonnene Alkohol kann in einer weiteren Reaktion durch Oxidation mit IBX in DMSO zu 77% in

Aldehyd 102 iiberfiihrt werden.
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Das fiir die Wittig-Reaktion an Aldehyd 102 bendétigte (F,E)-2-Methylhexa-2,4-dienyl-1-
phosphoniumbromid (140) wurde in eciner sechsstufigen Synthese ausgehend von

2-Brompropionsdureethylester (143) gewonnen (Abb. 38).

P (0]
PPh, NaOH e
el ] Mk
Br” "GOOt gooc g BrPheP” "COOEt o PhaP” "COOEt (o COOEt
143 99% 144 95% 145 %1% 147
LiAIH,
99% | EtOH
Et,0
0°C

1) PBI‘3‘ CH2C12

® O 2) PPh;_ Toluol
\/\)\/PPM Br \/\)\/OH

63% (ii. 2 Stufen)
140 148

Abbildung 38. Synthese des (E,E)-2-Methylhexa-2,4-dienyl-1-phosphoniumbromids (140) ausgehend von
2-Brompropionséureethylester (143).

Phosphoniumylid 145 wurde nach eciner Vorschrift von Denmark et al. aus
2-Brompropionsiureethylester (143) durch Uberfiihren in Phosphoniumbromid 144 und anschlieBende
Deprotonierung mit NaOH in einer Ausbeute von 94% iiber zwei Stufen gewonnen.® Eine
anschlieBende Wittig-Reaktion mit Crotonaldehyd (146) nach Piers et al. ergab (2E4F)-2-
Methylhexa-2,4-diensiureethylester (147) in 81% Ausbeute.® Dieser wurde durch Reduktion mit in
situ generiertem LiAlH3OEt, einer abgeschwichten Form des LiAlHi, in 99% Ausbeute in den
entsprechenden Alkohol 148 iiberfiihrt.® Die Verwendung der schwicheren Lithiumhydridspezies ist
notwendig, da es ansonsten zu einer teilweisen Reduktion der konjugierten Doppelbindung kommen
kann.®¢! (2E,4F)-2-Methyl-hexa-2,4-dien-1-ol (148) wurde darauthin mit PBr; in CH>Cl, nach einer
modifizierten Vorschrift von Theodorakis et al. zum entsprechenden Bromid umgesetzt, welches
durch Riihren mit PPhs in Toluol das gewiinschte Phosphoniumbromid 140 in einer Ausbeute von

63% iiber zwei Stufen ergab.l’

Die anschliefende Wittig-Reaktion wurde nach einer abgewandelten Vorschrift von Theodorakis et al.
in THF unter der Verwendung von n-BuLi durchgefiihrt (Abb. 39)."2l Die Selektivitit sollte hierbei
durch die hohere Reaktivitdt der Aldehydgruppe an C-8 erreicht werden, die gegeniiber der o,p-
ungesittigten an C-1 ein energetisch hoher gelegenes LUMO sowie aufgrund der fehlenden

Verzweigung in a-Position einen geringeren sterischen Anspruch besitzt.
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o)
? - n-BuLi | o
“ + \/\)\/PPhSBr - 2
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27%

(*)-102 140

(#)-139

Abbildung 39. Versuche zur selektiven Wittigreaktion unter Verwendung des rac. (+)-Dialdehyds 102.

Die Reaktion verlief jedoch unter Bildung zahlreicher Nebenprodukte. Die Reaktionsfithrung erwies
sich zudem als aufwendig, da das nach der Deprotonierung des Phosphoniumsalzes gewonnene Ylid
fiir eine hohe Selektivitit zur Carbonylkomponente getropft werden muss. Trotz Verwendung einer
Transferkaniile mit groBem Durchmesser war die Zugabe durch das bei der Deprotonierung
ausgefallene LiBr problematisch. Des Weiteren bereitete der gewonnene Tetraenaldehyd 139 aufgrund
seiner Polymerisationsanfalligkeit und der Neigung zu unselektiven Diels-Alder-Reaktionen bei
Kontakt mit Sdurespuren Schwierigkeiten bei der Reinigung.”* Trotz Deaktivierung des Kieselgels

mit Diethylamin konnte 139 nur in einer Ausbeute von 27% gewonnen werden.

Aufgrund der oben genannten Probleme wurde als Alternative die Verwendung des ebenfalls bei der
Allyloxidation gewonnenen Alkohols 142 als Carbonylkomponente untersucht. Zunéchst sollte die
Wittigreaktion am 2-Tetrahydropyranyl-(THP)-geschiitzten Alkohol 150 durchgefiihrt werden
(Abb. 40).

0]

@ \/\)\/ PPh,Br
OH (0] (0]
o 149 o 140 | o
| PPTS | n-BuLi
= - = . |

93% 59% _
(#)-142 (#)-150

(*)-151

TsOHH,0

MeOH
90%

(*)-152

Abbildung 40. Blockierung der Hydroxylfunktion des Allylalkohols 142 als THP-Ether, Wittigreaktion und
anschlieBende Deblockierung zu Tetraenalkohol 152 mit TsOH-H,O.

Die Blockierung der Hydroxylfunktion mit Dihydropyran (149) gelang unter Katalyse von
Pyridinium-p-toluolsulfonsdure (PPTS) in 93% Ausbeute.’”) Die darauf folgende Wittigreaktion

verlief mit einer Ausbeute von 59% und einer (E/Z)-Selektivitdit von 3:2. Hierbei kann das
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Phosphoniumbromid vorgelegt, mit #-BuLi deprotoniert und anschlieend die Carbonylkomponente
zugetropft werden, was die Reaktionsfiihrung erheblich vereinfacht. Nach Entfernung der
Schutzgruppe durch Riihren mit p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat (TsOH'H,O) in MeOH konnte
Tetraenalkohol 152 in 90% Ausbeute gewonnen werden.® Dieser ist weniger empfindlich als

Aldehyd 139 und lésst sich iiber Nacht lagern.

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Wittig-Reaktion auch bei Verzicht auf die
Schutzgruppe unter Einsparung zweier Stufen ablduft. Hierbei sollte das Proton der Hydroxylgruppe

durch ein zweites Aquivalent Base abgefangen werden (Abb. 41).

\/\)\/PPthr

OH 140

O A
| _ Base (2 Aq.)
THF
142

152

Abbildung 41. Wittigreaktion unter Verwendung des enantiomerenreinen (+)-Allylakohols 142 mit freier

Hydroxylfunktion.

Zunichst wurde Alkohol 142 in einem separaten Kolben durch ein Aquivalent LIHMDS in THF
deprotoniert und zur Lésung des Phosphoniumylids getropft, das durch Zugabe eines Aquivalents
n-BuLi aus Phosphoniumbromid 140 generiert worden war. Nach Riihren iiber Nacht konnte eine
Ausbeute von 41% an Tetraenalkohol 152 erzielt werden. Eine Steigerung der Ausbeute auf 70%
wurde durch eine Verldngerung der Reaktionszeit auf 48 Stunden und die Verwendung zweier
Aquivalente sec-BuLi erreicht, die anstelle der oben verwendeten Basen zur Bildung des Ylids mit
dem Phosphoniumbromid vorgelegt wurden. Alkohol 142 wurde anschlieBend bei seiner Zugabe
durch den Uberschuss an Base deprotoniert. Das Produkt 152 wurde als ein Gemisch des (E)- und
(Z)-Isomers in einem Verhdltnis von 3:2 erhalten, welches auf Basis der Integrale im

"H-Protonenspektrum ermittelt wurde.

Da die Allylalkoholfunktion fiir die folgende Diels-Alder-Reaktion ein zu unreaktives Dienophil
darstellt, musste dessen LUMO durch Oxidation zu Allylaldehyd 139 abgesenkt werden (Abb. 42).
Hierbei waren sowohl die Swern-Oxidation als auch die Oxidation mit Dess-Martin-Periodinan
(DMP) erfolgreich.5> 731 Die DMP-Oxidation zeigt nach zehn Minuten einen vollstindigen Umsatz,
wobei diese Reaktionszeit nicht {iberschritten werden sollte, da es ansonsten zu Ausbeuteeinbul3en in
der darauf folgenden IMDA kommt. Die Oxidation nach dem Swern-Protokoll benétigt eine deutlich

langere Reaktionszeit von bis zu zwei Stunden, was jedoch keine negativen Auswirkungen auf die
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Ausbeute hat. Die Verbindung sollte kiihl gehandhabt werden, um eine unselektive, thermische Diels-

Alder-Cyclisierung zu vermeiden.

| DMP(124q) |
CH,Cl,, RT
| oder |
OH N _0
| Oxalylchlorid |
= DMSO =
~78°C auf RT

152 139

Abbildung 42. Oxidation des Allylalkohols zum o,B-ungesittigten Aldehyd mit Hilfe von DMP oder Swern-
Bedingungen.

Aufgrund der oben berichteten Empfindlichkeit gegeniiber Sédurespuren und der Neigung zur
Polymerisation wurde Aldehyd 139 ohne chromatographische Reinigung und Lagerung in die darauf
folgende Diels-Alder-Cyclisierung eingesetzt. Hierzu musste das als £/Z-Gemisch erhaltene Produkt
allerdings zunédchst in die all-frans-Konfiguration iiberfiihrt werden, um eine moglichst hohe Ausbeute
zu gewiahrleisten. Die lod-induzierte Isomerisierung von Doppelbindungen zu frans-Isomeren ist seit
dem 19. Jahrhundert bekannt und wurde in den 1960er Jahren von Benson et al. eingehend
mechanistisch untersucht.®”) Theodorakis et al. nutzten die lichtinduzierte, Iod-vermittelte
Isomerisierung in ihrer Totalsynthese von (+)-Fusarisetin A (40)."> °) Das Olefin wird in einer
5 mol%-igen lod-Losung in CH»Cl, durch eine 500 Watt-Lampe mit sichtbarem Licht bestrahlt,
dessen Wellenlidnge ausreicht, um die lod-Bindung mit einer Energie von 151 kJ/mol (Zum Vergleich:
rotes Licht 167 kJ/mol, blaues Licht 293 kJ/mol) homolytisch zu spalten. Es wird ein dreistufiger
Mechanismus angenommen, bei dem eines der gebildeten lod-Radikale an die zu isomerisierende cis-
Doppelbindung addiert. Im gebildeten lodintermediat, das ein C-Radikal in [-Stellung zum
Iodsubstituenten tragt, findet nun eine Rotation um die C-C-Achse statt, sodass die Reste des
urspriinglichen 1,2-disubstituierten Alkens eine anti-Konformation einnechmen (Abb. 43). Aufgrund
der schwachen C-I-Bindungsenergie des lodintermediats (ca. 7 kJ/mol) dissoziiert das Iod aus dem
Molekiil und ldsst nach Rekombination der beiden C-Radikale ein trans-Olefin zuriick.®”!! Eine
Isomerisierung auf Stufe des Alkohols 152 hatte die Bildung von Eliminierungs- und anderen

Nebenprodukten zur Folge.

&R H

syn anti

| N Iy |
R'—/@—H { ]2 ) H-@—R'
R H R H
R

Abbildung 43. Iod-vermittelte Isomerisierung von cis-Doppelbindungen zu trans-Olefinen.
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Nach der erfolgten Isomerisierung wurde eine intramolekulare Diels-Alder-Reaktion mit klassischem
Elektronenbedarf zum Aufbau des Decalinsystems mit seinen fiinf Stereozentren gewihlt. Die
Reaktion sollte zur Erhéhung der Stereoselektivitdt Lewissdure-katalysiert bei tiefen Temperaturen
ablaufen, wihrend eine gro3e Verdiinnung der durch die Lewissdure erhéhten Polymerisationstendenz

entgegenwirken sollte.

Zur Uberpriifung der Reaktionsbedingungen wurde das in 4-Position unmethylierte Decalinsystem 105
des (—)-Equisetins (4) als Modellsubstanz verwendet (Synthese siche Abb.70, Kapitel 3.2). Dieses
sollte dhnlich reagieren wie die zu synthetisierende Verbindung, wobei Letztere aufgrund der durch
die Methylgruppe erhohten Elektronendichte des Diens eher noch reaktiver sein sollte. Das fiir die
Synthese der Modellverbindung 104 benétigte (£, E)-Hexa-2,4-dienol (98, Abb. 22) ist im Gegensatz
zur C-2-methylierten Verbindung 148 (Abb. 38) kiuflich zu erwerben und vereinfacht den Zugang
zum Ausgangsmaterial der folgenden Testreaktionen. Zunéchst wurde die Abhdngigkeit der Ausbeute
von der verwendeten Verdiinnung untersucht, die einen Einfluss auf die mdglicherweise auftretende
Polymerisierung haben sollte. Hierfiir wurde die lichtinduzierte Isomerisierung mit lod und die darauf
folgende Cyclisierung in unterschiedlichen Mengen CH>Cl, durchgefiihrt. Die Reaktionslosung wurde
fiinf Minuten bestrahlt und nach Zugabe von drei Aquivalenten BF3;'OEt, eine Stunde bei —78 °C

geriihrt.

Tabelle 1. Untersuchungen zum Einfluss der Verdiinnung wéhrend der Isomerisierung und IMDA.

\lH hv (500 W-Lampe) ) H_///O

| o 1005 BFEO (3 Aq.) L

| = CHyCl, —718]1C \\\"

H
104 all-trans-104 105

Eintrag CH,Cl; in mL Zugabe CH,Cl, nach Bestrahlung Ausbeute
1 6 (0.086 M) - 20%
2 10 (0.052 m) - 26%
3 10 (0.052 M) 10 mL (0.026 M) 22%
4 10 (0.052 M) 35 mL (0.012 M) 16%
5 25 (0.020 m) - 65%

Erste Versuche mit der in der Literatur angegebenen Konzentration von 0.086 M verliefen mit einer
Ausbeute von lediglich 20% (Eintrag 1, Tabelle 1)."?! Eine leicht geringere Konzentration von
0.052 M resultierte in einer geringen, einstelligen Ausbeutesteigerung auf 26% (Eintrag 2). Um zu
iiberpriifen, ob die hohere Verdiinnung nur fiir den IMDA-Schritt und die Vermeidung einer
Polymerbildung nach Zugabe der Lewissédure notig ist, wurde nach der Bestrahlung und vor Zugabe
der Lewissdure die Losungsmittelmenge erhoht. Dies hatte jedoch keine positiven Auswirkungen auf

die Ausbeute (Eintrdge 3 und 4). Erst eine Verringerung der Konzentration auf 0.02 M sowohl bei der
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Bestrahlung als auch bei der IMDA-Reaktion ergab eine akzeptable Ausbeute von 65% (Eintrag 5).
Diese Ergebnisse scheinen fiir einen Einfluss der Verdiinnung wéhrend der cis/trans-Isomerisierung
zu sprechen. Betrachtet man die Aussagen in der Literatur zu dhnlichen Reaktionen, findet man jedoch
widerspriichliche Angaben. Wéhrend Ley et al. bei ihrer Synthese von Equisetin zur Cyclisierung des
B-Ketothioesters 94 eine Konzentration von 0.023 M verwenden (Abb. 22),55 und auch Gao et al. fiir
die Isomerisierung und IMDA-Reaktion der B-Ketothioester-Vorstufe 121 von Cryptocin (14) diese
Konzentration bzw. eine noch niedrigere von 0.01 M zur biomimetischen Equisetinsynthese wahlten
(Abb. 24 und 26),5% 74 scheint Theodorakis et al. die eingangs erwihnte Isomerisierung und
Cyclisierung des Aldehyds bei einer Konzentration von 0.084 M gelungen zu sein (Abb. 22)." Auch
die IMDA/Roskamp-Dominosequenz von Gao et al. erfolgte bei deutlich hoheren Konzentrationen
von 0.164 M (Abb. 23)!"3 wie auch die Cyclisierung des B-Ketothioesters durch Ang Li, die bei einer
Konzentration von 0.203 M stattfand,®*! jedoch verliefen beide Synthesen ohne vorherige Bestrahlung.
Diese Beobachtungen sprechen fiir Ausbeuteeinbuflen in Folge einer lichtinduzierten radikalischen
Polymerisation wihrend der Isomerisierung. Hohere Verdiinnungen als die angegebenen wurden

aufgrund der benétigten, unpraktikabel grolen Losungsmittelmenge nicht getestet.

Weitere Versuche zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden unter Variation der
Isomerisierungsbedingungen und der Lewissdure unternommen. Die Reaktionen wurden bei einer
Konzentration von 0.02 M in CH>Cl, durchgefiihrt und nach Zugabe der Lewissdure 10 Minuten bei

—78 °C geriihrt.

Tabelle 2. Variation der Isomerisierungs- und Cyclisierungsbedingungen der Diels-Alder-Reaktion. Alle
Ansitze wurden in 30 mL CH>Cl, (133 mg Edukt/30 mL) durchgefiihrt. Die Lewissdure wurde bei —78 °C
zugefiigt und die Ansitze weitere 10 min bei dieser Temperatur geriihrt, bevor die Reaktion durch Zugabe einer

konz. NH4Cl-Losung gestoppt wurde. (*noch Ausgangsmaterial vorhanden.)

Eintrag I, (Aq.) Bestrahlungsdauer bei RT Lewissdure Ausbeute
1 - - 3.0 Aq. BFy'Et,O 42%
2 0.05 10 min ohne Bestrahlung 3.0 Aq. BF5'Et,0 42%
3 0.05 5 min 1.0 Aq. BF'Et,O 37%*
4 0.05 5 min 2.0 Aq. BF;'EtO 42%*
5 0.05 5 min 3.0 Aq. BFy'Et,O 70%
6 0.05 5 min 1.0 Aq. Me,AICI -

Um den Einfluss der Isomerisierung auf die Ausbeute zu bestimmen, wurde die Reaktion zunéchst
ohne vorherige I,-Zugabe und Bestrahlung durchgefiihrt (Eintrag 1, Tabelle 2). Aufgrund des E/Z-
Verhiltnisses von 3:2 nach der Wittigreaktion wére mit einer Maximalausbeute von 66% zu rechnen
gewesen. Es wurden 42% des Decalinsystems nach Zugabe von drei Aquivalenten BFs'OEt, und
10-miniitigem Rithren bei -78 °C erhalten. Da die Bedingungen der Bestrahlung in den
vorangegangenen Versuchen einen Einfluss auf die Ausbeute zu haben schienen, wurde als néchstes

untersucht, ob eine Bestrahlung generell notwendig ist oder die Homolyse des Iods zum Teil schon bei
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Tageslicht stattfindet (Eintrag 2). Die isolierte Ausbeute von ebenfalls 42% ldsst jedoch darauf
schlieBen, dass keine Isomerisierung stattgefunden hat und bestétigt diese Vermutung nicht.
Moglicherweise hitte eine Verlingerung der Isomerisierungszeit zum Erfolg gefiihrt.” Zur
Bestimmung der optimalen Menge an Lewissdure wurde die Reaktion unter Katalyse von 1.0, 2.0 bzw.
3.0 Aquivalenten BF3'OEt, durchgefiihrt (Eintrige 3, 4 und 5). Wihrend die Versuche unter
Verwendung von 1.0 bzw. 2.0 Aquivalenten Lewissiure Ausbeuten von lediglich 37% bzw. 42%
aufwiesen, konnte unter Einsatz von 3.0 Aquivalenten BF;'OEt, eine Ausbeute von 70% erzielt
werden. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass bei den beiden Versuchen mit geringerer Ausbeute noch
nicht cyclisiertes Ausgangsmaterial isoliert werden konnte, wahrend bei Eintrag 5 ein vollstdndiger
Umsatz zu beobachten war. Wiren die Reaktionen der Vergleichbarkeit wegen nicht nach 10 Minuten
abgebrochen worden, hitte die Ausbeute der Versuche 3 und 4 bei verlingerter Reaktionszeit
vermutlich ebenfalls hdher gelegen. Durch die Verwendung von 3.0 Aquivalenten Lewissiure lisst
sich die Reaktionszeit somit deutlich verkiirzen. Me>AlCI als alternative Lewissdure nach Theodorakis
et al. fiihrte hingegen zur Zersetzung (Eintrag 6) und wurde aufgrund der erfolgreichen Verldufe mit

BF;5°Et,O nicht erneut eingesetzt.

Die Verwendung einer Ester- anstelle der Aldehydgruppe als elektronenziehender Gruppe wiirde die
Handhabung des IMDA-Ausgangsstoffs vermutlich vereinfachen. Jedoch finden sich in der Literatur
unterschiedliche Angaben zum Erfolg einer solchen Cyclisierung. Wihrend die in der Einleitung
geschilderte Lewissdure-katalysierte Cyclisierung der Lovastatin-Vorstufe mit 58% Ausbeute und 9:1
d.r. erfolgreich verliuft (Abb. 10),°% findet die von Murata berichtete IMDA einer dhnlichen
Verbindung nur unter thermischen Bedingungen statt.”® In jedem Fall hitte die Herstellung des
IMDA-Vorlaufers mit Estergruppe nach Gao et al. eine Verlingerung der Syntheseroute um

mindestens drei Stufen bedeutet.!”’!

Eine Ubertragung der Reaktionsbedingungen auf den Aldehyd 139 gelang unter den gewihlten
Bedingungen von Eintrag 5 (Tabelle 2), mit denen das gewiinschte C-4-methylierte Decalinsystem

153 in 67% Ausbeute gewonnen werden konnte (Abb. 44).

hv (500 W-Lampe)

| 1, (0.05 Aq.) BFyEt,0 (3 Aq.)

/O g -“\\/
. 10 mi
| _ 5 min, CH,Cl, _78“1}8
67% H
139 all-trans-139 153

Abbildung 44. Iod-induzierte Isomerisierung und IMDA-Cyclisierung zur Gewinnung des Decalinsystems von

SJE 99318-1.
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Generell ist eine direkte Umsetzung des Tetraen-Alkohols innerhalb eines Tages nach Isolierung und
eine sorgfiltige Handhabung der Zwischenprodukte bei niedrigen Temperaturen empfehlenswert, da
ansonsten, vermutlich aufgrund von Polymerisierung, ein Abfallen der Ausbeute an Decalinsystem

153 auf nur noch 18-40% beobachtet wird.

Das Diasterecomerenverhédltnis zwischen dem gewiinschten endo- und dem exo-Produkt der IMDA-
Reaktion wurde aus dem 'H-NMR-Spektrum ermittelt und betréigt 9:1. Die hohe Diastereoselektivitit
lasst auf den klassischen, konzertierten Mechanismus der Diels-Alder-Reaktion schlieBen. Die
Methylgruppe an C-6, welches dem aus dem (R)-(+)-Citronellal stammenden Stereozentrum
entspricht, nimmt bevorzugt eine dquatoriale Stellung ein und dirigiert somit die Bildung der anderen
Stereozentren (Abb. 45). Durch den Einsatz der Lewissdure wird dabei der endo-Ubergangszustand

begiinstigt und dessen Produkt folglich bevorzugt erhalten.

H
o=
6 - ,,'4\ OHC - ' ,.\‘\/
= CHO N oy
H

L endo _ 153

Abbildung 45. Verlauf der IMDA-Reaktion iiber den endo-Ubergangszustand.

Eine Abtrennung des unerwiinschten Diastereomers ist auf dieser Stufe nicht moglich. Eine Reduktion
zum entsprechenden polareren Alkohol, angelehnt an Vederas et al., ermdglicht jedoch die
Gewinnung des reinen Hauptdiastereomers nach sédulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Abb. 46).B22 Fiir die Reduktion haben sich hierbei LiAlH4 in Et2O oder NaBH4 in THF/MeOH (1:1)
als geeignet erwiesen, wiahrend mit DIBAL-H, vermutlich aufgrund des sterisch anspruchsvollen
quartdren Zentrums in a-Position zur Aldehydgruppe, kein Umsatz festgestellt werden konnte. Durch
eine anschlieBende Swern-Oxidation kann der nun isomerenreine Aldehyd 153 in 99% Ausbeute

gewonnen werden.

H OH Oxalylchlorid H
o= . / DMSO o,
z .‘\\\/ L1A|H4 > .\\\\/ NEt3 ~ .\‘\\/
o‘ E0 o‘ 78 °C auf RT o‘
H H 99% H
153 154 153
d.r. 9:1 91%, d.r. 100% d.r. 100%

Abbildung 46. Reduktion des Decalinaldehyds 153 zur chromatographischen Abtrennung des unerwiinschten
Diastereomers auf Stufe des Alkohols 154 und Reoxidierung zum isomerenreinen Produkt unter Swern-

Bedingungen.
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Die Uberfithrung des Aldehyds 153 in die zur Kupplung benétigte Siure 134 gelang mit Hilfe einer
Pinnick-Oxidation nach einer abgewandelten Vorschrift von Juan et al. in 98% Ausbeute (Abb. 47).1°4
Die bekannte Fahigkeit der Pinnick-Oxidation, auch mit sterisch gehinderten Gruppen reagieren zu
konnen, macht sie in diesem Fall zur Methode der Wahl. Ein Zusatz des hundertfachen Uberschusses
an Amylen verhindert dabei effektiv die Addition der im Laufe der Reaktion entstehenden

hypochlorigen Saure (HOCI) an die beiden Doppelbindungen.

H
Amylen
_ Y HOOC, MeOOC,
o=, . ‘\\\/ NaClOZ/NaH2P04 P W NN CHZNZ g ) ‘\\\/
o‘ BuOH 1:1H,0 o‘ Et,0, quant. . o‘
H 98% H H
153 134 135syn

Abbildung 47. Pinnick-Oxidation zur Decalinsdure 134 und Veresterung mit Diazomethan im analytischen

Malstab.

Eine analytische Menge wurde analog zum Naturstoffderivat 134, welches durch oxidative Spaltung
erhalten worden war, mit Hilfe von Diazomethan quantitativ in den Methylester iiberfiihrt (Abb. 47).
Ein Vergleich der VCD-Spektren beider Derivate zeigt eine perfekte Ubereinstimmung und belegt die
korrekte Bestimmung der zuvor aus NOESY-NMR-Daten und dem Vergleich der gemessenen mit in
silico generierten VCD-Spektren erhaltenen relativen und absoluten Konfiguration (Abb. 48, vgl.

Abb. 32).

Naturstoffderivat 135nat

synthetisches 135syn

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000
v[cm'1]
Abbildung 48. Vergleich der VCD-Spektren des durch Abbau aus SJE-99318-1 und Veresterung gewonnenen

Decalinesters 135nat (schwarz) mit dem synthetisch gewonnenen Decalinester 135syn (rot). Beide Spektren

zeigen iiber den gesamten Wellenlingenbereich eine hervorragende Ubereinstimmung.

°Die VCD-Messungen wurden von _ durchgefiihrt.
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3.1.3.1 Synthese des Tetramsdurebausteins

Die literaturbekannte O-benzylierte Tetramsdure 155, die in zwei Stufen aus N-Boc-O-benzyl-L-
threonin (156) nach Jouins Methode mit Meldrumséure (65) zugénglich ist, wurde als Testsubstanz fiir

die direkte Kupplung an Decalinsdure 134 gewédhlt (Abb. 49).

O O M Boc

; H
R N TFA Oy N H
oH % - _
HN‘Boc EDC-HCI, OBn CH,Cl, OBn

DMAP, CH,Cl, o} 0°C o}
156 2.) EtOAc, Reflux, 157 155
30 min 42%

(uber 2 Stufen)

Abbildung 49. Synthese der Modelltetramséaure 155.

Nach einer Vorschrift von Burgess et al. wurde N-Boc-O-Bzl-L-threonin (156) mit Meldrumsaure
(65), DMAP und EDC-Hydrochlorid umgesetzt. Nach Aufarbeiten und anschlieBendem 30-miniitigen
Refluxieren in EtOAc wurde die Tetramsdure 157 erhalten. Die Boc-Gruppe wurde durch Rithren mit
TFA in CHxCl; bei 0 °C entfernt. Nach Féllung aus Diethylether konnte Tetramséure 155 in einer

Ausbeute von 42% iiber zwei Stufen gewonnen werden.)

3.1.3.2 Versuche zur direkten Kupplung der Decalinsiure an den Tetramséiurebaustein

Nachdem beide benétigten Bausteine verfiigbar waren, wurde nun versucht, eine direkte Kupplung zur
3-acylierten Tetramsdure 159 zu erreichen. Hierbei wurden verschiedene sauer und basisch

katalysierte Varianten getestet (Tabelle 3).

Fiir die meisten Versuche war der Einsatz des Acylchlorids 158 notwendig, welches aus Carbonsaure
134 mit Hilfe von Thionylchlorid und DMF in CH»Cl, gewonnen wurde. Zunichst wurde die
Kupplungsmethode von Jones et al. untersucht, die durch einen Uberschuss an BF3'Et,O ohne
Losungsmittel eine direkte Einfilhrung verschiedener Acylchloride, u.a. von 2FE4FE-Hexa-
diensiurechlorid, in die 3-Position von Tetramsiuren erreicht hatten.[®® Die Produkte werden als BF,-
Komplexe erhalten und konnen durch Riihren in Methanol freigesetzt werden. Die Anwendung der
Methode auf das vorliegende Beispiel verlief, vermutlich aufgrund der harschen Bedingungen, unter
der Bildung einer komplexen Mischung (Eintrag 1). Ein Wechsel zu basischen Bedingungen hatte
keine Verbesserung zur Folge. Der Gebrauch von 1.0 bzw. 1.5 Aquivalenten Pyridin fiihrte lediglich
zur Bildung des 4-O-Acylproduktes 160 in geringer Ausbeute (Eintrdge 2 und 3). Das gleiche Produkt
wurde bei der Verwendung von NEt; unter Zusatz von MgCl, erhalten, allerdings in einer héheren

Ausbeute von 53% (Eintrag 4).°"
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Tabelle 3. Versuche zur direkten Kupplung der Decalinsdure 134 an Tetramsaure 155. Es fand ausschlieBlich die

Bildung des O-Acylproduktes 160 statt.

O H _\H o H H
O=//R i tg_an — OBn
\/ 155 . o ={?
H ge
R = OH (134) )
oder CI (158) 159 160
R Additiv LM T t Ergebnis
1 BF;'Et,O — 75 °C 3h -
2 Cl Pyridin (1.0 Aq.) CHCl, RT 48h  Spuren 160
3 Cl Pyridin (1.5 Aq.) CH:Cl, RT 2.5h Spuren 160
4 C(Cl NEt; (2.4 Aq.), MgCl, (1.2 Aq.) CHoCl, RT 2h 53% 160
5 Cl LiHMDS (2.0 Aq.) THF —78 °C auf RT l1h 39% 160
6 Cl LDA (4.0 Aq.) THF —78 °C auf RT lh (160 —HOBn)
7 Cl Me;SiCl, Nal, NEt;, TMSOTf CH,Cl, -78°CaufRT 24h -
8 OH DCC, DMAP CHxCL, 0°C 24 h 34% 160

Auch beim Einsatz von Lithiumbasen fand lediglich eine O-Acylierung statt. Wahrend die Reaktion
mit LIHMDS Verbindung 160 in 39% Ausbeute ergab, konnte mit LDA nur das in der Tetramséiure-
Seitenkette eliminierte O-Acylprodukt erhalten werden, das auch fiir die Pyridin-vermittelten
Reaktionen das Hauptprodukt darstellte (Eintrdge 5 und 6). Der Versuch, durch eine vorherige
Bildung des Trimethylsilylenolethers nach Mukaiyama-Aldol-Bedingungen eine Reaktion unter
TMSOTf-Katalyse iiber den C-3-Kohlenstoff zu bevorzugen, verlief ebenfalls erfolglos.”® Es konnte
kein Umsatz festgestellt werden (Eintrag 7). Um im Folgenden eine Umlagerung des O-Acyl- in das
C-Acylprodukt untersuchen zu koénnen, wurde die 4-O-acylierte Verbindung 160 gezielt unter
Steglich-Bedingungen mit DCC und DMAP aus der freien Decalinsdure 134 in einer Ausbeute von
34% hergestellt (Eintrag 8). Eine Umlagerung mit DMAP und NEt; unter Zusatz von CaCl, verlief
jedoch ohne Erfolg (Abb. 50). Eine Erklarung hierfiir liefert Yodas Studie, derzufolge Acyl-Reste mit
quartdrem Zentrum in a-Position der Verschiebung im Gegensatz zu einfach verzweigten oder

linearen Resten nicht unterworfen werden konnen. ¢!

H
o-_NH
: DMAP
— OBzl NEt;
0 CaCl,
o=~
L o~ CHCh
' H
160 159

Abbildung 50. Fehlgeschlagene Umlagerung zum C-Acylprodukt 159. Das quartire Zentrum in a-Position der

wandernden Acylgruppe verhindert einen erfolgreichen Verlauf der Reaktion.
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3.1.3.3 Lineare Synthese

Nach diesen unbefriedigenden Ergebnissen sollte die Synthese von SJE 99318-1 auf dem klassischen
Weg der Equisetinsynthese nach Ley durch Aufbau der Tetramsiure aus einem offenkettigen, mit dem
trans-Decalinsystem verbundenen B-Ketoamid erfolgen. Decalinsdure 134 muss hierfiir zuniachst zum
entsprechenden B-Ketoester 161 umgesetzt werden. Eine Uberfiihrung der Decalinsiure in den fiir die
weitere Synthese bendtigten B-Ketoester-Baustein mit Hilfe verschiedener Varianten der Masamune-

Reaktion verlief allerdings erfolglos (Tabelle 4).

Tabelle 4. Versuche zur Synthese des B-Ketoesters 161 aus Decalinsdure 134.

OMe
Hooc, CDUTHE ROOC, KOOC._COOMe o
o W oder \/ 163
o SOCIZ W THF Q™ _\\\\/
AR ge
134 CHxClL, R =CI (158)
oder H
C3H;N, (162) 161
Eintrag R LM T Additiv Ausbeute
1 LN THF  RT MgCl, -
N
2 S\N N THF RT MgCliPr -
N
3 -Cl THF RT MgCl -
4 -Cl THF RT n-BuLi/2,2'-Bipyridin -

Weder eine Umesterung des mit N,N'-Carbonyldiimid (CDI) gewonnenen Aktivesters 162 mit
Monomethylmalonat-Kaliumsalz (163) unter Zusatz von MgCl, nach Rodriguez et al.”® (Eintrag 1,
Tabelle 4) noch eine Verwendung des besser 16slichen MgCliPr nach Balducci et al.!'® lieferten den
gewiinschten B-Ketoester (Eintrag 2). Eine Verwendung des entsprechenden Sdurechlorids aufgrund
seiner, verglichen mit dem Aktivester besseren sterischen Zugénglichkeit, ergab das Produkt nur in
Spuren, die mittels HPLC-MS-Untersuchungen nachgewiesen wurden (Eintrag 3). Die Generierung
der Lithium- anstelle der Magnesiumenolate des Malonsdurebausteins durch den Einsatz von n-Buli

nach Hayashi et al. hatte keinen Umsatz zur Folge (Eintrag 4).[1!]

Aufgrund dieser Ergebnisse sollte die Herstellung des B-Ketoesters mit Hilfe einer Reformatzki-
Reaktion am Decalinaldehyd 153 nach einer abgewandelten Vorschrift von Theodorakis et al.
erfolgen.[”! Die Umsetzung des Aldehyds 153 mit der zinkorganischen Verbindung gelang und nach
abschliefender Oxidation der zwischenzeitlich erhaltenen diastereomeren B-Hydroxyester mit IBX in
DMSO bei 80 °C konnte B-Ketoester 161 in 74% Ausbeute iiber zwei Stufen neben 18% reisoliertem
Edukt gewonnen werden (Abb. 51).
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OEt  TBDMSO O  TBDMSO ~ COOMe

H 1.) BrCH,COOEt, © /H)J\OMe
O=>/,‘ Zn, Benzol NH,

o}
L X~ 2)IBX, DMSO 0=, 164
oe ~ :
S (74%, 2 Stufen) . 0‘ DMAP, Toluol, Reflux, > RN
i : SN e
153 161

165

X

Abbildung 51. Reformatzki-Reaktion zur Gewinnung des -Ketoesters 161 aus Decalinaldehyd 153 und

anschliefende Aminolyse zu Verbindung 164.

Im Folgenden wurde Verbindung 161 in Anlehnung an eine Vorschrift von Danishefsky ef al. unter
Verwendung von DMAP als Base, einer Aminolyse durch den als TBDMS-Ether geschiitzten
L-Threoninmethylester 164 unterzogen.”*’ Amid 165 konnte hierbei in einer Ausbeute von 85%
erhalten werden und sollte als Ausgangsmaterial flir eine Lacey-Dieckmann-Cyclisierung zu
Tetramsdure 166 dienen, die durch Schutzgruppenabspaltung in lediglich einem Schritt zum
Zielmolekiil hitte umgesetzt werden konnen. Allerdings blieben die Cyclisierungsversuche unter
Einsatz frisch hergestellten Natriummethanolats unter allen untersuchten Bedingungen erfolglos

(Tabelle 5).

Tabelle 5. Gescheiterte Versuche zur Lacey-Dieckmann-Cyclisierung des Amids 165.

TBDMSQ, COOMe

H
> ( N
NH o OTBDMS
o NaOMe )

COQEEFO®
W ' H
H
165 166
Eintrag NaOMe LM T t Ergebnis
1 1.0 Aq. MeOH RT 18h Kein Umsatz
2 2.0 Aq. MeOH 50 °C 1h Kein Umsatz
3 1.0 Aqg. Toluol 85°C 12h Kein Umsatz
4 1.0 Aqg. Toluol Reflux 2h Kein Umsatz

Wurde zunédchst zur Vermeidung einer moglichen Racemisierung an C-5' der Tetramsdure bei
Raumtemperatur unter Verwendung eines Aquivalents Base gearbeitet, wie es den Bedingungen der
Equisetinsynthese Leys entspricht, konnte selbst bei einer Verdopplung der Menge an NaOMe und
einer Erhohung der Temperatur auf 50 °C kein Umsatz festgestellt werden (Eintrdge 1 u. 2, Tabelle 5).
Als Erklarung wird eine starke Bevorzugung der s-trans-Konformation der Amidbindung vermutet,
welche durch eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Amidproton und der Carbonylgruppe des

Threoninbausteins hervorgerufen wird und die ein Einnehmen der fiir die Cyclisierung erforderlichen
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s-cis-Konformation verhindert (Abb. 52). Auch Reaktionstemperaturen von 85 °C bzw. 110 °C zeigten

keine Verbesserung (Eintrage 3 u. 4, Tabelle 5).

MeQO
TBDMSO)_Q:(I)
- OTBDMS
N~ HN

s-trans s-cis
Abbildung 52. Darstellung der fiir die Lacey-Dieckmann-Cyclisierung notwendigen s-cis-Konformation von
Amid 165 und der vermutlich durch die Wasserstoffbriicke des Amidprotons mit der Estercarbonylgruppe stark

bevorzugten s-trans-Konformation.

Diese Beobachtung steht im Einklang mit den von Pfaltz und Suzuki berichteten Schwierigkeiten bei
ihrer Synthese von Macrocidin A (5, Abb. 3).11%! Auch hier verhinderte das freie Amidproton eine

erfolgreiche Cyclisierung zur Tetramséure.

Um abschlieBend zu klédren, ob die Wasserstoffbriicke das Problem des ausbleibenden Ringschlusses
verursacht und eine Blockade der freien Amidfunktion eine Cyclisierung ermdglichen wiirde, sollte
das N-methylierte Derivat der Zielverbindung hergestellt werden. Hierfiir musste zunéchst der

N-methylierte Threonin-Baustein 169 synthetisiert werden (Abb. 53).

Formaldehyd
OH (37% aq.) N o HSiEt; OH TBDMSCI TBDMSO
)\rCOOMe TFA Ol\w TFA /H/COOMe Imidazol )\rCOOMe
NH, * HCI CH,yCl, N OMe  CH,Cl, HN. CH,Cl, HN.
44% 1. 2 St. Me 80% Me
167 168 123 169

Abbildung 53. Synthese des N-methylierten Aminoséurebausteins 169.

L-Threonin wurde zunédchst durch Refluxieren in methanolischer HCI, hergestellt durch Eintropfen
von Acetylchlorid oder Thionylchlorid in Methanol, quantitativ in sein Methylester-Hydrochlorid
(167) tiberfiihrt. Nach einer Methode von Schollkopf et al. wurde dieses mit Formaldehyd in das
Oxazolidin 168 iiberfiihrt.['"! AnschlieBend kann das durch siurekatalysierte Ringdffnung erhaltene
Iminiumion mit Triethylsilan in einer Ausbeute von 44% iiber zwei Stufen zum N-methylierten
Threoninmethylester 123 reduziert werden. Nach Blockierung der Hydroxygruppe mit TBDMSCI

wurde der benétigte N-methylierte Aminoséure-Baustein 169 in einer Ausbeute von 80% erhalten.
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Die Aminolyse des B-Ketoesters 161 unter Verwendung von DMAP ergab Amid 170 in einer
Ausbeute von 68% (Abb. 54). Eine anschlieBende Lacey-Dieckmann-Cyclisierung mit zwei
Aquivalenten Natriummethanolat in Methanol unter milden Bedingungen zu Tetramsiure 171 bei
Raumtemperatur verlief erfolgreich. Die TBDMS-Gruppe schirmt hierbei das entstehende C-5'-
Zentrum ab und schiitzt es vor Racemisierung. Nach 14-stiindigem Riihren konnte ein vollstandiger
Umsatz beobachtet werden. Allerdings bewirkte eine Reinigung durch Sdulenchromatographie an

Kieselgel, dass Verbindung 171 nur in einer Ausbeute von 60% isoliert werden konnte.

TBDMSO
COOMe
OFt /H/ TBDMSO,  SOOMe
HN. >/(
e} Me -Me
D .
o= DMAP BuOK )
PN - _/ HO—
N Toluol, Reflux 0= S BuOH, RT L~
68% O 89% o‘
H i
161 H 171
170
48% HF
MeCN
91%
Me
N
o OH
o)
HO 1_/
\v
' H
172

Abbildung 54. Synthese der N-methylierten 3-Decalinoyltetramsédure 172 durch Aminolyse, Lacey-Dieckmann-
Cyclisierung und Spaltung des TBDMS-Ethers mit 48%iger, wissriger HF.

Dieser Verlust lasst sich auf die Besonderheit der 3-Acyltetramsduren in Bezug auf ihre
Wechselwirkung mit Metallionen zuriickfiihren. Die im Kieselgel als Verunreinigungen enthaltenen
Metalle werden von der Tetramsdure gebunden und erhéhen ihre Polaritdt drastisch, wodurch diese
nicht weiter eluiert. In der Literatur wird berichtet, dass sich dieses Phdnomen in manchen Fillen zum

Vorteil einsetzen ldsst.'%*

I Wiihrend die Verunreinigungen zunéchst von der Siule gewaschen werden,
kann die Tetramsdure zum Schluss durch eine Cyclohexan/MeOH-Mischung eluiert werden. Die
Tetramséduren werden dabei als Metallchelate und aufgrund der beiden mdglichen Chelatformen oft in
zwei separaten Fraktionen erhalten. Trotz Waschens der Kieselgelsdule mit Cyclohexan/MeOH konnte
im vorliegenden Fall jedoch kein weiteres Produkt von der Séule gewonnen werden. Eine spitere
Wiederholung des Versuchs unter Verwendung von 1.2 Aquivalenten rBuOK in fBuOH fiihrte neben
einer Verkiirzung der Reaktionszeit auf eine Stunde nach chromatographischer Reinigung an

Cis-Umkehrphasenmaterial auch zu einer Steigerung der Ausbeute auf 89%. Die Reinigung an
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Umkehrphasenmaterial wurde im Folgenden bei den meisten Tetramsdureverbindungen durchgefiihrt
und hat sich als Reinigungsmethode bewahrt. Nach der Entfernung der TBDMS-Schutzgruppe durch
zehnminiitiges Rithren mit 48%iger, wéssriger HF in Acetonitril konnte das N-Methyl-Derivat 172

von SJE 99318-1 in einer Ausbeute von 91% gewonnen werden.

Die erfolgreiche Cyclisierung der N-Methylverbindung stellt den Beweis fiir die zuvor aufgestellte
Theorie dar, wonach eine Blockierung der freien Amidfunktion fiir die weitere Synthese essentiell ist.
Eine hierfiir geeignete Schutzgruppe sollte aufgrund einer moglichen Racemisierung des
Stereozentrums an C-5' der Tetrams&ure nicht unter basischen Bedingungen abgespalten werden. Auch
eine sauer spaltbare Schutzgruppe ist aufgrund der hohen Eliminierungstendenz der Hydroxygruppe in
der Seitenkette riskant, wihrend sich der Einsatz einer hydrogenolytisch entfernbaren Schutzgruppe
aufgrund der im Decalinbaustein enthaltenen Doppelbindungen verbietet. Als Konsequenz dieser
Uberlegungen fiel die Wahl auf den Einsatz oxidativ spaltbarer Schutzgruppen. Diese wurden an
Modellsubstanzen mit Pivaloylrest anstelle des aufwendig zu synthetisierenden Decalinsystems
getestet. Zundchst wurde die para-Methoxybenzyl-Schutzgruppe auf ihre Eignung hin untersucht. Die
benotigte N-PMB-geschiitzte Aminosdure 175 wurde ausgehend von L-Threoninmethylester-

Hydrochlorid (167) in zwei Stufen synthetisiert (Abb. 55).

OH

Ho o /H/COOMe
oH NaCNBH, TBDMSCI TBDMSO
HOAc HN Imidazol
COOMe I COOMe
DMF
NH,* HCI Me?H 63% HN- G 15
OMe 83%
167 173 OMe 175
174

Abbildung 55. Synthese der N-PMB-geschiitzten Aminosdure 175 durch reduktive Aminierung und Umsetzung
zum TBDMS-Ether.

Verbindung 167 wurde in einer reduktiven Aminierung unter Verwendung von NaCNBH3 in MeOH
mit p-Methoxybenzaldehyd in 83% Ausbeute zum PMB-geschiitzten Threoninmethylester 174
umgesetzt.' Nach Blockierung der Hydroxylgruppe mit TBDMSCI und Imidazol in DMF wurde

Aminosiurebaustein 175 in 63% Ausbeute erhalten.
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Die fiir die weiteren Untersuchungen benétigte Modellverbindung 178 konnte ausgehend von

Pivaloylessigsaureethylester 176 in drei Stufen gewonnen werden (Abb. 56).

MeO,
TBDMSQ TBDMSO
o o COOMe COOMe
Toluol NaOMe
*J\/U\OEt + NH —_ (@] N - . o
Reflux, 48 h MeOH N
176 ° 82%
HO ~ OTBDMS
(0]
OMe OMe
175 177 178
175
DCC
DMAP
CH,Cl,
88%
O O NaOH O O
176 quant. 179

Abbildung 56. Synthese der N-PMB-Modellverbindung 178. Eine vorherige Verseifung und Amidkupplung des

Pivaloylessigsdureethylesters fiithrt gegeniiber der direkten Aminolyse zu einer deutlichen Ausbeutesteigerung.

Hierbei zeigte die direkte Aminolyse des B-Ketoesters 176 aufgrund des erhdhten sterischen
Anspruches der Aminosdure 175 nur einen geringen Umsatz. Eine deutliche Verbesserung wird
erzielt, wenn der Ester zundchst mit NaOH in Wasser bei Raumtemperatur verseift und erst
anschliefend zum Amid gekuppelt wird. Die Aufarbeitung, Isolierung und Lagerung muss hierbei im
Kalten erfolgen, um eine Decarboxylierung des Produktes zu verhindern. Die entsprechende -
Ketosdure 179 konnte in quantitativer Ausbeute gewonnen werden. Nach einer abgewandelten
Vorschrift von Wood et al. konnte Amid 177 nach einer DCC-vermittelten Kupplung unter Katalyse
von 5 mol% DMAP in 88% Ausbeute erhalten werden.!'%) Das NMR-Spektrum zeigt fiir diese
Verbindung aufgrund einer ausgepriagten Keto-Enol-Tautomerie sowie des Auftretens von Rotameren
drei Signalsétze. Eine darauf folgende Lacey-Dieckmann-Cyclisierung mit Natriummethanolat ergab
Modelltetramsdure 178 in 82% Ausbeute. Diese wurde im Folgenden verschiedensten Bedingungen

zur Abspaltung der PMB-Schutzgruppe unterworfen (Tabelle 6).

Zunédchst wurde versucht, die Schutzgruppe nach einer Vorschrift von Thorn et al. mit vier
Aquivalenten Cerammoniumnitrat (CAN), einem Einelektroneniibertriiger, oxidativ abzuspalten
(Eintrag 1).1'%1 Es konnte allerdings nur Zersetzung festgestellt werden. Auch eine Reduzierung der
Menge an Oxidationsmittel auf zwei Aquivalente bewirkte keine Verbesserung (Eintrag 2). Bei der
Verwendung des milden organischen Oxidationsmittels DDQ (2,3-Dichlor-5,6-dicyanobenzochinon)

konnten zwar durch eine HPLC-MS-Analyse Spuren ecines Produktes mit der korrekten Masse
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nachgewiesen werden, allerdings hatte sich der Grofteil zersetzt (Eintrag 3), weshalb eine weitere

Verfolgung dieses Ansatzes nicht zweckméfBig erschien.

Tabelle 6. Versuche zur Abspaltung der PMB-Schutzgruppe.

MeQ
ON-N_H
' 77 > HO
HO~ OTBDMS
(0]
178 180
Eintrag Reagenz LM T Ergebnis

1 CAN (4.0 Aq.) MeCN/H,O RT Zersetzung
2 CAN (2.0 Aq.) MeCN/H,O RT Zersetzung
3 DDQ (1.0 Aq.) MeCN/H,O RT Zersetzung
4 BCl; (0.33 Aq.) CH,Cl, RT Kein Umsatz
5 TFA (10 Aq.) CHCl; RT Eliminierung
6 AICl; (10 Aq.) Anisol RT Zersetzung

Neben den zunéchst favorisierten oxidativen Abspaltungsprotokollen wurden auch andere, saure
Alternativen getestet, die im Falle einer erfolgreichen Abspaltung der PMB-Gruppe den Austausch der
TBDMS-Gruppe gegen eine sdurestabile Gruppe mit geringer Eliminierungstendenz nétig gemacht
hitten. Nach Dyson et al. wurde die Spaltung der PMB-Gruppe durch Bortrichlorid getestet (Eintrag
4).1%1 Hierbei konnte jedoch keinerlei Umsatz festgestellt werden. Das BCl; wird vermutlich
bevorzugt von den Carbonylgruppen chelatisiert und steht somit, zumindest bei der verwendeten
Menge von 0.33 Aquivalenten, fiir einen Angriff an der PMB-Gruppe nicht mehr zur Verfiigung. Ein
Versuch zur Spaltung der Schutzgruppe durch TFA nach Ogawa et al. bewirkte neben der erwarteten
Spaltung des TBDMS-Ethers und dem Auftreten des Eliminierungsproduktes in der Seitenkette keine
weiteren Verinderungen am Molekiil (Eintrag 5).'%! Die Verwendung von AICl; zur

Schutzgruppenabspaltung nach Akiyama et al. verlief ebenfalls erfolglos (Eintrag 6).1'!%

Da mit den beiden Oxidationsmitteln CAN und DDQ hauptséchlich eine Zersetzung der Testsubstanz
beobachtet wurde, sollte durch die Verwendung der oxidationsempfindlicheren Dimethoxybenzyl-
Schutzgruppe (DMB) der Einsatz milderer Oxidationsmittel ermdglicht werden. Die entsprechende
Modellverbindung 183 wurde nach dem bekannten Schema ausgehend von L-Threoninmethylester 167

in vier Stufen synthetisiert (Abb. 57).
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o O

TBDMSO OH TBDMSO
/Krcoowle 179 /H/COOMe
HO 1) TBDMSCI, Imidazol, CH,Cl, NH DDI\?/SP O N
COOMe >
2.) 2.4-Dimethoxybenzaldehyd ~ MeO CH.C o OMe
NH, * HCI KLl
NaCNBHj3;, HOAc, MeOH 87%
167 81% (1. 2 Stufen)
OMe OMe
182
181
NaOMe
MeOH
61%
MeO
OMe
o_N ..
N Tetrachlor-o-benzochinon (1-3 Aq.)
0)
HO ~ OTBDMS THF N
0 kein Umsatz HO-_~ OTBDMS
180 0
183

Abbildung 57. Synthese der N-2,4-Dimethoxybenzyl-geschiitzten Modellverbindung 183 und erfolgloser

Versuch einer Spaltung mit Tetrachlor-ortho-benzochinon.

Die bendtigte Aminosdure 181 konnte nach reduktiver Aminierung und Blockierung der
Hydroxylfunktion als TBDMS-Ether in 81% tiber zwei Stufen erhalten werden. Eine DCC-vermittelte
Kupplung der Aminosdure mit der freien Pivaloylessigsdure (179) lieferte Amid 182 in 87% Ausbeute,
welches anschlielend einer Lacey-Dieckmann-Cyclisierung unterworfen wurde. Die Modellsubstanz
183 konnte in 61% Ausbeute gewonnen werden. Beim Versuch, die DMB-Gruppe mit Hilfe des
milderen DDQ-Analogons Tetrachlor-ortho-benzochinon abzuspalten, konnte jedoch kein Umsatz

festgestellt werden.

Berichten von Yoshinari ef al. zu Folge war die oxidative Abspaltung einer para-Aminobenzyl-
Gruppe wegen ihres sehr niedrigen Oxidationspotentials bei Tetramsduren in Fillen, in denen sowohl
PMB- als auch DMB-Gruppen versagten, erfolgreich.['% Die Verwendung eines freien Amins ist
jedoch aufgrund der im Syntheseplan enthaltenen Amidkupplung nicht moéglich, weswegen es als
Nitrogruppe maskiert und vor der Abspaltung durch eine Reduktion in die oxidativ spaltbare
p-Aminobenzyl-Gruppe iiberfiihrt werden sollte.l''!! Die Synthese der p-Nitrobenzyl-(PNB)-
geschiitzten Tetramsaure 186 erfolgte nach dem iiblichen Schema (Abb. 58).

57



ALLGEMEINER TEIL

TBDMSO
p-Nitrobenzaldehyd COOMe
TBDMSCI NaCNBH
HO lmidazso? TBDMSO é;—lOAc ’ NH
COOMe COOMe
Hy* HCI  CHClL NH, MeOH
0, 9 0,
167 98% 164 7%
NO,
184
o O DCC
DMAP
OH | ch,cl,
O,N 179 88%
TBDMSO
COOMe
O N NaOMe
MeOH
HO~ OTBDMS S8%
o]
186
185 NO2

Abbildung 58. Synthese der para-Nitrobenzyl-geschiitzten Modellverbindung 186.

Die hier als erstes durchgefiihrte Blockierung der Threonin-Hydroxygruppe als TBDMS-Ether verlief
in 98% Ausbeute. Nach reduktiver Aminierung mit p-Nitrobenzaldehyd und NaCNBH;3 konnte
Aminosdure 184 in 97% Ausbeute gewonnen werden. Diese wurde durch eine DCC- und
DMAP-vermittelte Amidkupplung in 88% Ausbeute in Verbindung 185 iiberfiihrt, welche nach einer
Lacey-Dieckmann-Cyclisierung die gewiinschte Modellverbindung 186 in 58% Ausbeute ergab.

Fiir die Reduktion der Nitrogruppe zur Aminogruppe erwies sich Natriumdithionit (Na,S;04) als
geeignetes Reagenz. Angelehnt an Vorschriften von Park et al. und Yang et al. wurde die

Modellsubstanz 186 in EtOH/H,O mit drei Aquivalenten Na,S,04 bei 55 °C geriihrt (Abb. 59).['%]

ZT

Q

Q o
Na2$204 DDQ (1 Ag)

EtOH/H,0

HO
THF 7 Y
TBDMS 55°C,40min HO~_~ OTBDMS  69% tber 2 Stufen
180
48% HF

MeCN
55%
O N
HO_ ~ OH
o)
188

Abbildung 59. Reduktion der Nitrogruppe mit Hilfe von Na,S,04 und erfolgreiche Spaltung der Schutzggruppe
mit DDQ.
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Eine HPLC-MS-Analyse und ein 'H-NMR-Spektrum nach 40 Minuten zeigten einen nahezu
vollstandigen Umsatz und wenig andere Verunreinigungen, weswegen das Produkt ohne weitere
Reinigung fiir die ndchste Reaktion verwendet wurde. Fiihrt man die Reaktion bei der in der Literatur
beschriebenen Reaktionstemperatur von 70 °C durch, kommt es im Fall der Modellverbindung 186
teilweise zu einem Verlust der TBDMS-Gruppe. Die anschlieBende oxidative Entfernung der
p-Aminobenzylgruppe mit einem Aquivalent DDQ in THF nach einer abgewandelten Vorschrift von
Pfaltz und Suzuki verlief mit vollstindigem Umsatz.!') Tetramsdure 180 konnte in einer Ausbeute
von 69% tiber zwei Stufen gewonnen werden. Die Spaltung des TBDMS-Ethers mit wéssriger HF in

MeCN ergab die vollstindig deblockierte 3-Pivaloyltetramsadure 188 in 55% Ausbeute.

Nach dieser erfolgreichen Etablierung einer Schutzgruppenstrategie, sollte diese auf die Totalsynthese
der Zielverbindung 136 iibertragen werden (Abb. 60).

TBDMSO O
/H)J\OMe
HN
o OFt o o ON —@—\ OTBDMS
N
NO, o] COOM
0=/ NaOH o o184 3/ ©
',\\\\/ AN
COQEETE ae gpe” o
98% CH,Cl,
; M e
161

190

Abbildung 60. Verseifung des f-Ketoesters 161 und Kupplung zu Amid 190.

Der fiir die Synthese der Zielverbindung benétigte B-Ketoester 161 wurde mit NaOH in EtOH/H.O
verseift. Nach vorsichtigem Ansduern unter Eiskiihlung und Entfernen des Losemittels mittels
Gefriertrocknung konnte die eliminierungsanfillige freie f-Ketoséure 189 in 98% Ausbeute gewonnen
werden. Durch eine Kupplung mit Aminosiure 184 unter Steglich-Bedingungen konnte sie zu 88% in
Amid 190 iberfiihrt werden, das laut NMR-Experimenten in CDCIs als komplexe Mischung aus
Rotameren und Keto-Enol-Tautomeren existiert. Die Rotamere werden bei chromatographischer
Reinigung getrennt gewonnen, wandeln sich jedoch nach kurzer Zeit erneut in das Gemisch um.
Verbindung 190 wurde nun einer Lacey-Dieckmann-Cyclisierung zur N- und O-geschiitzten

Tetramsdure 191 unterworfen (Tabelle 7).
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Tabelle 7. Lacey-Dieckmann-Cyclisierung des Amids 190 zu Tetramséure 191 unter Verwendung von NaOMe

oder KO7Bu.
O,N
02N4©—\ OTBDMS \©\\
0*}/ COOMe o OTBDMS
O_’: HO /// (0]
coud *\v
W A o [
190 191
Base Aq. LM t Ausbeute

NaOMe 3.0 MeOH 24 h 68%
KOrBu 1.2 tBuOH 05h 57%

Die Cyclisierung mit Hilfe von NaOMe in Methanol zeigte erst nach der schrittweisen Zugabe von
insgesamt drei Aquivalenten Base und einer Reaktionszeit von 24 Stunden einen vollstindigen
Umsatz. Das gewiinschte Cyclisierungsprodukt konnte hierbei in einer Ausbeute von 68% erhalten
werden. Eine deutliche Verbesserung hinsichtlich der Reaktionszeit wird auch hier wie bei der
N-methylierten Tetramsdure 171 (Abb. 54) durch die Verwendung von KO7Bu in BuOH erzielt.
Hierbei konnte ein vollstandiger Umsatz innerhalb von 30 Minuten erreicht werden. Aufgrund von
Problemen bei der Reinigung betrug die Ausbeute allerdings lediglich 57%. Spétere Versuche
(Abb. 62) zeigen jedoch, dass von einer Cyclisierung mit KOfBu auch im vorliegenden Fall

iiberlegene Ausbeuten zu erwarten sein sollten.

Die Reduktion der Nitrogruppe als Vorbereitung der Schutzgruppenabspaltung wurde analog zu
Modellverbindung 186 mit Na,S,04 bei 55 °C durchgefiihrt. Das Amin 192 konnte in einer Ausbeute
von 40% gewonnen werden. Allerdings lédsst sich in erheblichem AusmaBl eine Abspaltung der
TBDMS-Gruppe beobachten. Diese tritt in Folge der sauren Bedingungen auf, welche sich aufgrund
der Entstehung von H>SOs bei fortschreitender Reaktion entwickeln. Die oxidative Spaltung mit DDQ
verlief wegen Schwierigkeiten bei der Reinigung mit einer geringen Ausbeute. Es wurde eine
Ausbeute an Verbindung 194 von 16% neben 16% der Endverbindung 136 erhalten (Eintrag 1,
Tabelle 8). Zum Abfangen des entstehenden H,SOs und zur Unterdriickung der TBDMS-Abspaltung
wurden der Reaktion sechs Aquivalente NaHCO; zugegeben und die Losung bei Raumtemperatur
geriihrt. Der Basenzusatz verhinderte die TBDMS-Spaltung, jedoch konnte auch nach einer Stunde
und einer Erhohung der Reaktionstemperatur auf 40 °C kein vollstindiger Umsatz erreicht werden
(Eintrag 2). Erst eine Erhohung um weitere drei Aquivalente Na»S,04 und sechs Aquivalente NaHCO;
fiihrte zu einem vollstdndigen Ablauf der Reaktion. Die chromatographische Reinigung ergab eine
Ausbeute an Amin 192 von 71%. Eine Wiederholung des Versuchs unter direkter Verwendung dieser
Reaktantmenge ermdglichte einen vollstindigen Umsatz nach einer Reaktionszeit von 15 min bei

Raumtemperatur unter gleichzeitiger Unterdriickung der TBDMS-Spaltung (Eintrag 3).
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Tabelle 8. Versuche zur zweistufigen Abspaltung der PNB-Schutzgruppe an 3-Decalinoyltetramsédure 191.

OjILOTBDMS NS0 0 -
5704 7
w0t o, ©

O,N HoN
H
N
N N
OR
o) /, 0 - HO—
o= BOH/H,0  HO™=Z CH,Cl, RN~
a‘ N a‘ SN 0°C auf RT a‘
W W H
H H

191 R = TBDMS (192) R =TBDMS (194)
R=H (193) R = H (136)
Eintrag Na,S;04 NaHCO; T t 192 193 194
1 3,0 Aq - 55°C 40 min  40% 31%  16% neben 16% 136
2 3.0/6.0 Aq. 6.0/12.0 Aq. RT/40 °C lh 71% - Nicht durchgefiihrt
3 6.0 Aq. 12.0 Aq. RT I15min n.b. - 53% (2 Stufen)

Die anschlieBende oxidative Spaltung der p-Aminobenzylschutzgruppe mit DDQ in CH:Cl/H.O
(18:1) zeigte in HPLC-MS-Experimenten nach einer Stunde einen kompletten Umsatz ohne
Nebenprodukte. Dennoch konnten nach chromatographischer Reinigung an Umkehrphasenmaterial
nur 53% der TBDMS-geschiitzten Tetramsédure 194 isoliert werden. Nach finaler Abspaltung der
TBDMS-Gruppe als letzte Stufe der Synthese mit 48%iger, wassriger HF in Acetonitril konnte das
gewiinschte Produkt 136 in 70% Ausbeute gewonnen werden (Abb. 61).

§ §
o OTBDMS o OH
) 48% HF y
Ho—, © _ Ho—, ©
Lo MeCN, RT L
W] we (W]

H H
194 136

Abbildung 61. Spaltung des TBDMS-Ethers zur Gewinnung der Zielverbindung 136.

Das Endprodukt zeigte sich in den NMR-spektroskopischen Daten identisch mit SJE 99318-1. Die
synthetisch gewonnene Verbindung wies mit einem Drehwert von —403.1° (¢ = 0.1 in CH,Cly)
auBerdem einen vergleichbaren Drehwert wie SJE 99318-1 auf (—417.0 °, ¢ = 0.1 in CH»Cl,) und kann
somit in ihrer Struktur als identisch mit dem aus Phoma sp. isolierten Naturstoff angesehen werden.
Allerdings weichen diese Drehwerte deutlich von dem zwischenzeitlich in der Literatur fiir
(-)-Hymenosetin veroffentlichten Wert von —748 ° (¢ = 0.1 in CH>Cl,) ab, einem Pilzmetabolit, der
2014 von Stadler et al. aus Hymenoscyphus fraxineus isoliert wurde und aufgrund seiner publizierten
Struktur identisch mit SJE 99318-1 und Verbindung 136 sein sollte.?®! Um auszuschlieBen, dass diese
Unterschiede der Drehwerte aus einer fehlerhaften Bestimmung der beiden Stereozentren an C-5' und
C-6' resultieren, sollte das nach den HSQC-HECADE-Experimenten zweite mogliche Isomer 137
unter Verwendung des nicht natiirlichen D-Threonins zum Aufbau der Seitenkette synthetisiert werden

(Abb. 62).
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Abbildung 62. Synthese des (5'R,6'S)-Isomers 137.

Nach quantitativer Veresterung von D-Threonin in methanolischer HCl wurde das entstandene
Hydrochlorid ent-167 in 98% Ausbeute mit TBDMSCI und Imidazol zum entsprechenden Silylether
ent-164 umgesetzt. Eine reduktive Aminierung mit p-Nitrobenzaldehyd und NaCNBH; ergab
anschlielend in 96% Ausbeute die vollstindig geschiitzte Aminosédure ent-184. Diese konnte in 74%
Ausbeute an die zuvor durch Verseifung aus B-Ketoester 161 gewonnene Saure 189 gekuppelt werden.
Die anschliefende Lacey-Dieckmann-Cyclisierung mit KOsBu in tBuOH zu Tetramsdure 196 gelang
mit 94% Ausbeute. Unter nicht optimierten Bedingungen ohne Basenzusatz wurde die para-stindige
Nitrogruppe mit Hilfe von Na»S>0s zum priméren Amin reduziert, wobei ein Gemisch aus 36%
Produkt 197 und 46% der analogen Verbindung ohne TBDMS-Gruppe erhalten wurde. Ein Teil des
Gemisches wurde zur Charakterisierung und Ausbeutebestimmung chromatographisch gereinigt, der
Rest ohne Reinigung in der nichsten Stufe eingesetzt. Nach oxidativer Entfernung der Amid-
Schutzgruppe mit DDQ wurden 39% der TBDMS-geschiitzten Tetramsdure 198 mit freier
Amidfunktion neben 6% der Endsubstanz 137 gewonnen. Eine anschlieBende Abspaltung der
TBDMS-Gruppe mit 48%iger wissriger HF in MeCN ergab die im Folgenden als 5'.6'-epi-
Hymenosetin bezeichnete Verbindung 137 in 32% Ausbeute.
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Beim Vergleich der NMR-Spektren der beiden synthetischen Verbindungen 136 und 137 mit
SJE99318-1 fillt eine perfekte Ubereinstimmung der Verschiebungen der '*C-Signale von
Verbindung 136 mit dem isolierten Naturstoff auf. Auch Verbindung 137 weist eine grofie
Ubereinstimmung auf, lediglich das Signal des C-5'-Kohlenstoffs (5 64.84 ppm) weicht um 1 ppm im
Vergleich zum Naturstoff (6 65.81 ppm) ab (Abb. 63).
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Abbildung 63. Vergleich der 3C-NMR-Spektren des Naturstoffs (rot) und Verbindung 136 (blau, a) bzw. 137
(blau, b) in CDCl;. Das Spektrum der Verbindung 136 zeigt eine hervorragende Ubereinstimmung mit dem des

Naturstoffs, wihrend dasjenige von Verbindung 137 am Signal des C-5'-Kohlenstoffs eine Abweichung von ca.

1 ppm zeigt.
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Aufgrund dieser nur sehr geringen Unterschiede wurden chiroptische Methoden zur weiteren
Absicherung der Ergebnisse herangezogen. Die ECD-Spektren der drei Substanzen zeigen eine
deutliche Ubereinstimmung des Spektrums von Endverbindung 136 mit dem des Naturstoffs iiber den
gesamten Wellenldngenbereich abgesehen von 200-210 nm (Abb. 64 a). Das Spektrum des Isomers
137 hingegen weist in den Bereichen von 230-250 nm und 260-310 nm deutliche Unterschiede auf
(Abb. 64 b). Wiahrend der Naturstoff bei 240 nm einen negativen Cotton-Effekt von —6.3 aufweist,
zeigt das Spektrum der synthetischen Verbindung 137 keinen negativen Ausschlag, sondern néhert
sich der Nulllinie an (-0.2). Die Cotton-Effekte beider Verbindungen bei 280 nm sind zwar negativ,
jedoch unterscheiden sie sich in ihrer Magnitude, die fiir den Naturstoff erheblich groBer ist (—14.0
gegeniiber —5.0). Das Minimum bei 280 nm wird vermutlich stirker durch die S-Konfiguration an C-2
beeinflusst, da dieses bei beiden Verbindungen das gleiche Vorzeichen besitzt. Der Cotton-Effekt bei
240 nm hingegen scheint stdrker vom C-5'-Zentrum abzuhingen. Angesichts der Tatsache, dass die
Bestimmung der absoluten Konfigurationen an C-5' und C-2 des (—)-Hymenosetins in der Literatur
allein aufgrund des negativen Vorzeichens der Cotton-Effekte bei 233 nm und 280 nm und des
Vergleichs zu &hnlichen Substanzen wie epi-Trichosetin (16), (+)-Phomasetin (21) und (-)-Equisetin
(4) vorgenommen wurde, fallen die hier bei beiden synthetischen Verbindungen beobachteten
Unterschiede jedoch sehr gering aus. Aus diesem Grund sollten die Ergebnisse durch weitere
Untersuchungen abgesichert werden, zumal die in der Einleitung erwéhnte Kontroverse beziiglich der
fehlenden Unterscheidbarkeit der ECD-Spektren der C-5'-epimeren Verbindungen zu (+)-Phomasetin

und (-)-Equisetin existiert.[!8 252, 26]
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Abbildung 64. Vergleich der ECD-Spektren der synthetischen Verbindungen 136 und 137 mit dem des
Naturstoffs. Das Spektrum von Verbindung 136 zeigt eine gute Ubereinstimmung mit demjenigen des

Naturstoffs (a), wahrend das Spektrum des Isomers 137 deutliche Unterschiede aufweist (b).

Eine deutlich bessere Unterscheidbarkeit iiber den gesamten untersuchten Spektralbereich hinweg
ermoglicht die VCD-Spektroskopie. Die Spektren von Verbindung 137 und des Naturstoffs weisen
iiber den gesamten Bereich von 1050 cm™ bis 1425 cm™ groBe Unterschiede auf, wihrend das
Spektrum der von L-Threonin abgeleiteten synthetischen Verbindung 136 eine perfekte

Ubereinstimmung mit dem des Naturstoffs zeigt (Abb. 65).
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Abbildung 65. Vergleich der VCD-Spektren der synthetischen Verbindungen 136 und 137 und des Naturstoffs.
Es zeigt sich eine hervorragende Ubereinstimmung des Naturstoffs mit Verbindung 136 und eindeutige

Unterschiede zu Isomer 137.¢

Schlussendlich zeigt auch der Drehwert der auf D-Threonin basierenden Verbindung 137 mit —192 °
(c = 0.1 in CH,Cl,) keine Ubereinstimmung mit dem fiir (—)-Hymenosetin in der Literatur angefiihrten
Wert von —748 °. Da die Drehwerte von Verbindung 136 und SJE 99318-1 mit 402 ° bzw. 417 °
jedoch nahezu identisch sind, ist die Abweichung zum in der Literatur veréffentlichten Wert in diesem
Fall zu vernachlissigen.!**) Zusammengenommen ldsst sich mit diesen Ergebnissen der aus Phoma sp.
isolierte Pilzmetabolit SJE 99318-1 als (—)-Hymenosetin identifizieren.”® Aufgrund der ausgeprigten
Tautomerie und der Chelatisierungseigenschaften der Tetramsduren ist ein Abgleich mit
Literaturangaben von Drehwerten aber gelegentlich auch NMR-Daten oftmals schwierig, da
sichergestellt werden muss, dass die Proben die gleiche Behandlung erfahren haben. Abgesehen von
Verunreinigungen der Naturstoffproben kann allein die Zeit, die zwischen dem Losen der Verbindung
und der Aufnahme des Drehwertes vergeht, einen Einfluss auf das Verhéltnis der verschiedenen
Tautomere und Rotamere zueinander haben und zu abweichenden Ergebnissen fiihren.* 3! Da dies
bei Literaturangaben unmdglich nachzuvollziehen ist, lassen sich die hier aufgetretenen Diskrepanzen
erklaren. Diese zeigen erneut eindrucksvoll, dass eine Beurteilung der Stereochemie von Tetramsduren

auf der Basis lediglich einer chiroptischen Methode schnell zu Fehlern fithren kann.

°Die VCD-Messungen wurden von _ durchgefiihrt.
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3.1.3.4 NMR-spektroskopische Besonderheiten der 3-Acyltetramsauren

Die ausgepragten Chelatisierungseigenschaften der 3-Acyltetramséuren wirken sich ebenfalls auf die
Ergebnisse der NMR-Spektroskopie aus. Die Signale erscheinen aufgrund der gebundenen
paramagnetischen Metallionen sowohl im 'H- als auch im "*C-Spektrum sehr breit.”! Deutlich wird
dies vor allem bei den Carbonylkohlenstoffen, die aufgrund dieser Eigenschaften oftmals schwer zu
detektieren sind. Abhilfe verschafft hierbei in vielen Féllen ein Waschen der in Ethylacetat gelosten
Tetramsiuren mit einer 0.05 M Na,H,EDTA-Losung (pH ~ 6) und Wasser.l'% Nach Trocknen iiber
Na;SOs werden Spektren mit deutlich scharferen Signalen erhalten. Auch die Aufnahme der NMR-
Spektren bei —80 °C kann durch die Verringerung der Tautomeriedynamik zu schirferen Signalen
beitragen.® Abbildung 66 zeigt einen Vergleich der 'H-NMR-Spektren des Naturstoffs SJE 99318-1
vor und nach der Behandlung mit Na,H,EDTA-L6sung und steht beispielhaft fiir die meisten NMR-
Spektren dieser Substanzen. Wihrend die Signale im oberen Spektrum schlecht aufgeldst und
meistens als breite Singuletts zu sehen sind, zeigt das untere Spektrum nach Entfernen der Metallionen

eine deutlich bessere Aufldsung.
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Abbildung 66. 'H-NMR-Spektren des Naturstoffs SJE 99318-1 (600 MHz, CDCl3) vor (blau) und nach
Behandlung mit 0.05 M Na,H,EDTA-L6sung (rot).
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3.1.3.5 Bestimmung der Tautomerenverhiltnisse des (—)-Hymenosetins

Wie bereits mehrfach erwéhnt, existieren (—)-Hymenosetin (136) und andere 3-Acyltetramséuren in
CHCl; gelost als Mischung verschiedener Enol-Tautomere. In den NMR-Spektren der synthetischen
Verbindung 136 und des Naturstoffs lassen sich beide Hauptformen beobachten (Abb. 63). Durch
in silico-unterstiitzte Betrachtung der '*C-Verschiebungen sollte nun bestimmt werden, welches der
beiden Tautomerenpaare des (—)-Hymenosetins in Losung dominiert. Die all-Keto-Form kann
aufgrund des Fehlens des C-3'-Protons ausgeschlossen werden. Dieses Tautomer wird bei
3-Acyltetramsiuren aufgrund der hohen Aziditét nie beobachtet.?¥] Auch zeigen beide Signalsitze
einen HMBC-Kontakt eines Hydroxylprotons an C-1 zum quartdren Kohlenstoff C-2. Somit muss es

sich bei den beiden Hauptformen um die (£/Z)-Isomere der exo-Enol-Form handeln (Abb. 67).

1710 H 163. 8 H
\;‘81 90.6 199 7
182.4 o
84,0% 14,3%
177.2 H 164.3 O N
ﬁl‘g 185.1 184 9
“ 194.9 19841 on
0,4% 1,5%
(2)-Enol ~ (E)-Enol (theoretische Werte)
Hauptkomponente Minderkomponente
171. 0 198.3.0

(experimentelle Werte)
190 6 \(\Q 163.8
182 5 184.5

84,4% gemittelt 15,8%

Abbildung 67. Berechnete '3C-NMR-Verschiebungen fiir eine Modellverbindung mit prozentualem
Vorkommen der verschiedenen Formen in Losung (GIAO-MPWqPW91/6-
311+G(2d,p)/IEFPCM(CHCI3)//M062X/6-311+G(2d,p)), Referenz Formaldehyd (ber. sigma =—17.0 ppm, exp.
delta = 197.0 ppm) und experimentell bestimmte Verschiebungen der beiden fiir (—)-Hymenosetin (136) im
13C-NMR-Spektrum sichtbaren Tautomere.

Durch quantenchemische Berechnungen, durchgefiihrt von _, konnte bewiesen werden,
dass die '*C-Verschiebungen sowohl der Carbamoylgruppe als auch der Ketogruppe tieffeldiger
verschoben sind, wenn sie in eine Wasserstoffbriicke zum Proton der exo-Enolgruppe eingebunden
sind. Somit konnte die (Z)-Enol-Form, welche einen Amidkohlenstoff bei 179.5 ppm und eine
Ketogruppe bei 191.0 ppm besitzt als Hauptkomponente, die (£)-Enol-Form als Minderkomponente in
CDCls-Losungen identifiziert werden. Das Verhéltnis der beiden wurde anhand der Integrale der C-3-
Protonensignale im 'H-NMR-Spektrum ermittelt und betragt 10:3.
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3.1.3.6 Biologische Testung gegen M. tuberculosis

Tuberkulose (TB) stellt seit Jahrzehnten eines der dréngendsten Gesundheitsprobleme in weniger
entwickelten Liandern dar. Jahrlich sterben 1,4 Millionen Menschen (Stand 2015) an dieser Krankheit,
davon 400 000 HIV-Infizierte.''"¥! Die Erreger, von denen das Mycobacterium tuberculosis der
verbreitetste ist, finden sich in einem Drittel der Weltbevolkerung, jedoch erkranken lediglich 5 bis
10% der Infizierten im Laufe ihres Lebens. Betroffen sind vor allem Menschen mit geschwichtem
Immunsystem und genetisch bedingter Anfalligkeit. Der Erreger besitzt die Mdglichkeit, von einem
reproduzierenden in ein Ruhestadium iiberzugehen, welches mit einem verringerten Wachstum und
niedrigerem Stoffwechsel einhergeht. Die Erreger konnen hierbei in Makrophagen ruhend iiberleben
und nach Jahren wieder aktiv werden. Da die meisten Antibiotika ihren Wirkmechanismus durch
Eingriff in den Metabolismus des Bakteriums entfalten, bleiben sie somit gegen die ruhende Form des
TB-Erregers groftenteils unwirksam, sodass bei einer Behandlung von Tuberkulose-Patienten ein
langwieriger Prozess mit der Anwendung der vier verschiedenen Antibiotika Isoniazid, Rifampicin,
Ethambutol und Pyrazinamid iiber einen Zeitraum von sechs Monaten zum Einsatz kommt.!'!3]
Isoniazid greift dabei die Mycolsduresynthese an, die fir den Aufbau der Zellwdnde von
Mykobakterien essentiell ist. Rifampicin hemmt dagegen die bakterielle RNA-Polymerase und damit
die mRNA-Transkription.!''®! Ethambutol greift {iber eine Hemmung der Arabinogalactan- und
Peptidoglycansynthese auch in den mykobakteriellen Zellwandaufbau ein und wird zusétzlich in
Macrophagen angereichert.!''”) Der Wirkmechanismus des Pyrazinamids ist noch nicht genau bekannt,
es wird jedoch eine dhnliche Wirkungsweise wie bei Isoniazid oder eine Unterdriickung der trans-
Translation durch tmRNA vorgeschlagen, welche die Blockade der Ribosomen und somit einen

Stillstand der bakteriellen Genexpression zur Folge hitte.[!!®]

Durch die lange Behandlungsdauer einer Tuberkulose-Infektion ist die Gefahr einer inkonsequenten
Antibiotikaeinnahme grof3 und hat das Auftreten multiresistenter TB-Stimme begiinstigt. Im Jahr 2015
waren 25% der weltweit isolierten TB-Erreger multiresistent, das heif3it sie zeigten Resistenzen gegen
mindestens eines der beiden Antibiotika Isoniazid und Rifampicin.!'*l Von diesen multiresistenten
Tuberkulosebakterien (MDR-TB) wurden im selben Jahr 10% der Gruppe der extrem resistenten
TB-Erreger (XDR-TB) zugeordnet, die zusétzlich gegen mindestens ein Fluorchinolon-Antibiotikum
und mindestens eines der Antibiotika Capreomycin, Kanamycin und Amikacin resistent sind, die
normalerweise zur Behandlung herangezogen werden, wenn die Standartmedikamente bei der
Behandlung von multiresistenten Erregern versagen. Aus diesem Grund ist die Suche nach neuen
Wirkstoffen, die einen schnelleren Therapieerfolg und eine Bekdmpfung der multiresistenten Formen

des Erregers ermdglichen, erforderlich.

Aufgrund der interessanten biologischen Wirkungen der 3-Decalinoyltetramséduren wurden in

Kooperation mit Prof. - (ETH Ziirich) (-)-Hymenosetin (136), N-Methylhymenosetin (172)
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und das (-)-5',6"-epi-Hymenosetin (137) auf ihre Wirksamkeit gegen die replizierende und ruhende

Form von M. tuberculosis getestet (Tabelle 9).

Tabelle 9. Testergebnisse gegen den replizierenden H37Rv-Stamm und den SS18b-Stamm von M. tuberculosis.
Ergebnisse des Cytotoxizitétstests gegen HepG2-Zellen und Selektivititsindex (SI) zur Beurteilung der
Effektivitit der Substanzen. MIC bezeichnet die geringste Konzentration einer Substanz, bei der die Vermehrung
der Mikroorganismen mit bloBem Auge nicht mehr wahrgenommen werden kann. ICso steht fiir die
Konzentration des Inhibitors, bei der eine halbmaximale Inhibition beobachtet wird. TDsp und TDoy geben die

Konzentration an, bei der 50% bzw. 99% der Zellkulturen toxische Effekte aufweisen. (Angaben in pg/mL)

(-)-Hymenosetin (-)-5',6'-epi-Hymenosetin (-)-N-Methylhymenosetin Rifampicin
136 137 172 199
H37Rv SS18b HepG2 SI
MIC ICso Tina I(lpug/mL) TDso TDoo TDsy/MIC

136 7.4 0.8 44% 0% 10 >100 1.4
137 46.9 8.5 29% 0% 12 >100 0.3
172 5.6 35 43% 0% 10.3 >100 1.8
199 0.0008 0.0004 63% 30% 25 100 31250

Zur Kontrolle der Aktivitdt gegen die replizierende Form des Erregers wurde der virulente H37Rv-
Stamm eingesetzt. Die Wirkung von N-Methylhymenosetin (172) setzt mit einer Minimalen
Inhibitorischen Konzentration (MIC) von 5.6 pg/mL gegeniiber dem (—)-Hymenosetin (136) mit
7.4 pg/mL bei leicht geringeren Konzentrationen ein. Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso)
von 0.8 pg/mL hingegen spricht fiir eine hohere Aktivitit des (—)-Hymenosetins. Das Derivat 137 mit
der unnatiirlichen D-Threonin-analogen Seitenkette zeigt dagegen eine etwa zehnfach schwichere
Wirkung (MIC = 46.9 ug/mL und ICsp = 8.5 pug/mL). Alle drei Verbindungen weisen allerdings
gegeniiber der replizierenden Form des TB-Erregers eine deutlich schwéchere Wirkung als Rifampicin
(199) auf, das als Vergleich getestet wurde. So ist (—)-Hymenosetin etwa 10*-fach schwicher wirksam
als das aktuell zur Behandlung eingesetzte Antibiotikum, das einen MIC-Wert von 0.0008 pg/mL und
einen ICso-Wert von 0.0004 pug/mL zeigt.

Zum Test der Wirksamkeit gegeniiber der ruhenden Form des TB-Erregers wurde der Streptomycin-

abhingige M. tuberculosis-Stamm SS18b eingesetzt, der in den Ruhezustand iibergeht, sobald ihm

119

Streptomycin entzogen wird.!'"! Auch hier zeigte sich die 5',6-epimere Verbindung 137 mit einer

maximalen Inhibition (Imax) von 29% bei einer Wirkstoffkonzentration von 100 pg/mL abgeschlagen
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gegeniiber (—)-Hymenosetin und seinem N-methylierten Derivat 172, deren Aktivitdten mit 43% bzw.
44% Inhibition etwa gleichauf lagen. Erneut weisen alle drei Komponenten eine geringere Aktivitit
als die Vergleichssubstanz Rifampicin auf, welche eine Inhibition der SS18b-Bakterien von 63%
zeigte. Bei eciner Konzentration von 1 pug/mL konnte keine inhibitorische Aktivitdt der drei

Tetramséurederivate festgestellt werden, wihrend Rifampicin immerhin noch 30% Inhibition zeigte.

Ein Test der Verbindungen auf ihre Cytotoxizitit an HepG2-Zellen, einer menschlichen Leberkrebs-
Zelllinie, ergab fiir alle drei Tetramsduren eine hohe Toxizitdt, wie es fiir viele Vertreter dieser
Verbindungsklasse bereits bekannt ist. (—)-Hymenosetin und die N-methylierte Verbindung zeigten
eine mittlere toxische Dosis (TDsp) von 10.0 pg/mL bzw. 10.3 pg/mL wihrend das (—)-5',6'-epi-
Hymenosetin mit einem TDs-Wert von 12.0 pg/mL eine etwas geringere Toxizitdt aufweist.
Rifampicin hingegen ist mit einem Wert von 25.0 pg/mL erheblich weniger cytotoxisch. Setzt man die
unerwiinschte Cytotoxizitit mit der erwiinschten antibakteriellen Wirkung gegen den H37Rv-Stamm
in ein Verhiltnis, wird die relative Effektivitat der Substanzen deutlich. Ein hoher therapeutischer
Index mit einer groBen antibakteriellen Wirkung bei gleichzeitiger minimaler Cytotoxizitdt ist
erstrebenswert. Dies wird fiir Rifampicin mit einem Selektivitdtsindex (SI) von TDso/MIC = 31250

erreicht, wahrend die drei Tetramsdurederivate lediglich Werte zwischen 0.3 und 1.8 aufweisen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Verbindungen zwar aktiv sind aber in ihrer jetzigen Form nicht als
Wirkstoff gegen den Tuberkulose-Erreger eingesetzt werden konnen. Die Cytotoxizitdt ist zwar in
etwa doppelt so hoch, wie bei dem derzeit eingesetzten Antibiotikum Rifampicin, bewegt sich jedoch
grundsdtzlich in einem &dhnlichen Bereich. Der Umstand, der die therapeutische Breite der
Tetramsiuren so ungiinstig werden ldsst, ist die ca. 10*fach geringere antibakterielle Wirkung.
Moglicherweise konnte ein Zusatz von Metallkationen die Aktivitdt aufgrund der hoheren
Membranpermeabilitét steigern, wie es auch bei anderen Tetramséuren gezeigt werden konnte. Auch
durch eine gezielte Modifizierung der Struktur konnte die antibiotische Wirkung verbessert und im
besten Fall von der cytotoxischen Wirkung getrennt werden. Untersuchungen zu Trichosetin (15) und
epi-Trichosetin (16) deuten auf eine Inhibierung der UPP-Synthase hin, die auch bei (—)-Hymenosetin

25l Ein definitiver Nachweis des molekularen

der Grund fiir die antibakterielle Wirkung sein konnte.!
Wirkmechanismus fiir die antibakterielle bzw. desjenigen fiir die cytotoxische Aktivitidt wiirde eine

gezielte Entwicklung aussichtsreicherer Derivate erleichtern.

Aus den Studien von Stadler et al. geht hervor, dass (—)-Hymenosetin neben seiner antibakteriellen
Wirkung auf Gram-positive Bakterien wie den Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA)
auch gegen filamentdse Pilze und einige Hefen aktiv ist.**) Gegen Gram-negative Bakterien bleibt die
Verbindung hingegen wirkungslos. Auch eine phytotoxische Aktivitdt konnte nicht nachgewiesen

werden.
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3.2 Epi-Trichosetin — Totalsynthese des epi-Trichosetins unter Verwendung
der ortho-Nitrobenzyl-Schutzgruppe

Im Bemiihen, die Synthese der nicht N-substituierten 3-Decalinoyltetramséuren kiirzer und effizienter
zu gestalten, wurde eine weitere Schutzgruppenstrategie getestet. Statt der PNB-Schutzgruppe, die
iiber zwei Stufen mit einer Ausbeute von 53% entfernt werden konnte, sollte nun die ortho-
Nitrobenzyl-(ONB)-Gruppe untersucht werden, die photolytisch in nur einem Schritt abgespalten

werden kann.

Hierbei wird durch Einstrahlen von Licht mit einer Wellenldnge von A = 320 nm ein Elektron aus
einem nichtbindenden n-Orbital der Nitrogruppe in ein n*-Orbital angeregt (*nm*-Zustand, II) und
eine Photoreduktion eingeleitet (Abb. 68). Es kommt zu einer H-Abstraktion an der benzylischen
Position (IIT) und einem anschlieBenden Ringschluss durch einen Angriff des zweiten Nitrosauerstoffs
auf das durch Radikalrekombination gebildete Imino-Michaelsystem IV. In Folge der erneuten
Ring6ffnung (V zu VI) unter Ausbildung der Nitrosogruppe wird der Ringsauerstoff auf die
benzylische Position iibertragen. Das entstandene Halbaminal VI zerféllt in den 2-Nitroso-

benzaldehyd und die freie Tetramséure. 2%
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Abbildung 68. Mechanismus der photochemischen ONB-Abspaltung.

Zunéchst wurde die Eignung dieser Schutzgruppenstrategie fiir die Tetramsiuresynthese an einer
entsprechenden Modellverbindung getestet (Abb. 69). D-Serin wurde hierzu in das Methylester-
Hydrochlorid 200 iiberfiihrt, das Amin durch eine reduktive Aminierung mit ortho-Nitrobenzaldehyd
und die Sauerstofffunktion mit TBDMSCI blockiert. Dies gelang mit einer Ausbeute von 63% iiber

drei Stufen. Die Aminosdure 202 wurde in einer Ausbeute von 90% mit Pivaloylessigsdure (179)
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gekuppelt und mit Hilfe einer Lacey-Dieckmann-Cyclisierung in 65% Ausbeute zur gewiinschten

Modellverbindung 204 umgesetzt.

o-Nitrobenzaldehyd
(0] (0] NaCNBH; (0] TBDMSCI1
AcCl HOAc ;
HO/\;)J\OH HO/\:)J\OMG HO/\;)J\OMG Imidazol
z MeOH z <
NH NH,* HCI MeOH HN CH,CI
2 quant. 2 64% oNB 992% 2
D-Serin 200
O,N
o o]
TBDMSO/\)J\ OH TBDMSO/\_)J\
O N KOBu o HI
il
HO ~ ‘otepms  /BuOH NO,
5 65% DCC, DMAP
CH,Cl,
90%
204 202

Abbildung 69. Synthese der Modellverbindung 204.

Die ONB-geschiitzte Tetramséure wurde anschlieBend in MeCN gelost und fiir 50 Minuten mit Licht
einer Wellenldnge von A =350 nm (UV-A-Lampe, Hauptemission 350 nm) im Photoreaktor bestrahlt.
Nach chromatographischer Reinigung an Umkehrphasenmaterial konnte die Modellverbindung 205
mit freier Amidfunktion in 50% Ausbeute gewonnen werden (Eintrag 1, Tabelle 10).

Tabelle 10. Versuche zur photochemischen Entfernung der ONB-Schutzgruppe.

O,N
H
O« N hv 350nm Ox-N
HO_~ ””\OTBDMS MeCN/H,O HO ~ OTBDMS
o) e}
204 205
LM t Additiv Ausbeute
MeCN 50 min — 50%
2 MeCN/H:O (3,5:2) 120 min L -Cystein (10 Aq.) 529%

Da bei dieser Schutzgruppe bekannt ist, dass Addukte des abgespaltenen ortho-Nitrosobenzaldehyds
die Ausbeute schmilern konnen, wurde dieser nach Kent et al. durch den Zusatz von zehn
Aquivalenten L-Cystein als Thiazolidin abgefangen (Eintrag 2).I'>!l Nach 60 Minuten konnte nur ein
Umsatz von 50% festgestellt werden, da ein farbloser Niederschlag des Thiazolidins unter starker
Triibung der Losung aufgetreten war. Nach Entfernen des Feststoffs durch Filtration wurde die nun
klare Losung erneut 60 Minuten bis zum vollstdndigen Umsatz bestrahlt. Die Ausbeute betrug 52%.
Da der Zusatz von L-Cystein nicht zur Ausbeutesteigerung beitrug und lediglich die Reaktionszeit

erhohte, wurde im Folgenden auf das Additiv verzichtet. Es konnten keine Anzeichen fiir das
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Auftreten von Addukten beobachtet werden, die den Grund fiir die geringe Ausbeute darstellen
konnten. Ansonsten hitte eine weitere Verbesserung durch die Verwendung von ortho-
Nitrobenzylschutzgruppen erreicht werden konnen, die an der benzylischen Position eine
Verzweigung aufweisen und weniger zur Bildung der Aldehydaddukte neigen. Diese Schutzgruppen
wiirden allerdings die Amidkupplung erschweren, weswegen hier auf sie verzichtet wurde.

Wabhrscheinlicher sind Ausbeuteeinbuf3en in Folge der chromatographischen Reinigung.

Die Schutzgruppenstrategie wurde auf die Totalsynthese des epi-Trichosetins (16) iibertragen (Abb. 3
bzw. 72). Diese 3-Decalinoyltetramsdure wurde 2013 von Inokoshi et al. aus einer Kultur des
pflanzenpathogenen Schimmelpilzes Fusarium oxysporum isoliert.> Es ist das 5'-Epimer des 2002

2] Beide Verbindungen

von Kobayashi et al. in Trichoderma harzianum gefunden Trichosetins (15).!
weisen eine antibakterielle Wirkung sowohl gegen Gram-positive als auch in geringerem Ausmalf}
gegen Gram-negative Bakterien auf, wobei Trichosetin eine hohere Aktivitit zeigt.>® 221 Als
molekulare Zielstrukturen scheinen neben der Undecaprenyl-Pyrophosphat-(UPP)-Synthase, die eine
wichtige Rolle beim Aufbau der bakteriellen Zellwinde spielt, auch die Mitochondrien zu dienen.
Eine Schiadigung der Mitochondrien scheint die Ursache fiir die phytotoxischen Eigenschaften der
beiden Pilzmetabolite gegen verschiedene Pflanzensdmlinge zu sein und wird méglicherweise durch

eine Blockade der Anion-Substrat-Transporter der inneren Mitochondrienmembran herbeigefiihrt.!'?2>

123]

Epi-Trichosetin ist das N-Demethyl-Homologe des epi-Equisetins (10) und besitzt somit das gleiche
trans-Decalinsystem und eine aus D-Serin stammende Tetramsdureseitenkette mit (R)-Konfiguration
an C-5'. Die im Vergleich zu (-)-Hymenosetin fehlende Methylgruppe in 4-Position des
Decalinsystems verkiirzt die Synthese des Phosphoniumbromids 103 um vier Stufen, da Alkohol 98
kommerziell bezogen werden kann (Abb. 70). Die Bromierung von 2E,4E-Hexa-2,4-dien-1-ol (98) mit
PBr; nach Theodorakis e al. und die anschlieBende Generierung des Triphenylphosphoniumsalzes
103 durch Zugabe von PPh; verliefen in einer guten Ausbeute von 84% iiber zwei Stufen.[”?! Die
anschlieBende Wittig-Olefinierung des Allylalkohols 142 lieferte den Tetraenalkohol 113 in 56%
Ausbeute und einem E/Z-Verhiltnis von 3:2. Eine Oxidation des Alkohols mit DMP ergab den
entsprechenden Aldehyd, der aufgrund seiner Instabilitdt und der Neigung zur Polymerisation direkt
weiter umgesetzt wurde. Das E/Z-Gemisch wurde mit Hilfe von lod und Bestrahlung mit einer
500 Watt-Lampe in das all-trans-System iiberfiihrt und durch Zugabe dreier Aquivalente BFs'Et,O bei
—78 °C in einer intramolekularen Diels-Alder-Reaktion cyclisiert. Decalinaldehyd 105 konnte in einer

Ausbeute von 69% und einem Diastereomerenverhéltnis von 9:1 d.r. gewonnen werden.
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PBr; PPhy
\/\/\/OH \/\/\/ Br > \/\/\/ PPh3Br
CH,Cl, Toluol
98 206 84% (ii. 2 Stufen) 103 OH
(0]
sec-Buli (2 Aq) |
THF =
56%
OFt 142
o 1.) DMP, CH,Cl, |
1.) BrCH,COOEt 2.)1, hv, 500 W,
Zn, PhH, 80 °C CH,Cl, | OH
2.) IBX, DMSO, _ 3.) BFyEt,0, CH,Cl, | _
w 80 °C W (69% iiber 3 Stufen)
(62% ii. 2 Stufen) H
105
113

Abbildung 70. Synthese des B-Ketoesters 106.

Zur Abtrennung des unerwiinschten Diasterecomers wurde Aldehyd 105 mit NaBH4 in THF/MeOH
(1:1) zum entsprechenden Alkohol reduziert, der durch Chromatographie an Kieselgel gereinigt
wurde. Das gewiinschte Hauptdiastereomer konnte in einer Ausbeute von 90% isoliert werden und
durch eine Swern-Oxidation in 98% Ausbeute erneut in den nun diastereomerenreinen und fiir die
weitere Umsetzung geeigneten Decalinaldehyd iiberfiihrt werden. Durch eine anschlieBende

Reformatzki-Reaktion und IBX-Oxidation wurde der B-Ketoester 106 in einer Ausbeute von 62%

O,N
COOMe
OR —
o) a) NaOH R=Et106 TBDMSO N NO, N
EtOH/H,0 o O " SOTBDMS
o=, 98% R=H207 BUOK )
RN 0= — > HO O

erhalten.

@‘ b) DCC, DMAP, DCM, 55% oy~  /BuOH Lo
o o 85%
" /\)J\ v
TBDMSO~ ~~ "OMe
HN

H H
208 209

NO,

202

Abbildung 71. Verseifung zur freien B-Ketosdure 207, Amidkuppkung zu Verbindung 208 und Lacey-

Dieckmann-Cyclisierung zu Tetramsédure 209.

Nach Verseifen des [B-Ketoesters 106 wurde er durch eine DCC- und DMAP-vermittelte
Amidkupplung mit dem D-Serin-Baustein 202 zu Amid 208 umgesetzt (Abb. 71). Eine Lacey-
Dieckmann-Cyclisierung mit 1.2 Aquivalenten KOfBu in /BuOH lieferte nach 10 Minuten die ONB-
geschiitzte Tetramsdure 209 in 85% Ausbeute. Nach 15-miniitiger Bestrahlung der Verbindung mit
einer Wellenlidnge von A = 350 nm in MeCN zeigte eine HPLC/MS-Untersuchung einen vollsténdigen
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Umsatz zum Halbaminal, das nach Wasserabspaltung als Iminiumion mit der Masse m/z = 591.3
detektiert wird. Nach Zugabe von Wasser und Riihren iiber Nacht konnte Tetramsdure 210 mit freier

Amidfunktion in 72% Ausbeute gewonnen werden (Abb. 72).

N N

N W RAAN N

Oj,z ~OTBDMS Oj’l OTBDMS oj,z\ “OH
/ hv 350 nm ,,/ 48% HF HO /// o

Ho—, © Ho—%, O .
AN~ 15 min, MeCN S MeCN, rt Sy
Q‘ 7% . 99% |
‘ H H H
209 210 epi-Trichosetin

(16)
Abbildung 72. Photochemische Deblockierung der Amidfunktion und Spaltung des TBDMS-Ethers zur

Gewinnung von epi-Trichosetin (16).

Eine Spaltung des TBDMS-Ethers mit 48%iger, wissriger HF lieferte schlieBlich epi-Trichosetin (16)
in 99% Ausbeute. Das NMR-Spektrum der Verbindung wies eine ausgeprigte Signalverbreiterung
auf, die auch durch ein Waschen mit EDTA-L6sung nicht behoben werden konnte. Ein Vergleich der
NMR-Daten zeigte eine gute Ubereinstimmung der Signale mit den Literaturwerten fiir
epi-Trichosetin (Tabelle 11).2% Allerdings sind die *C-NMR-Verschiebungen des Trichosetins sehr
dhnlich, sodass allein aufgrund der NMR-Daten keine Unterscheidung getroffen werden sollte. Der
Drehwert der Verbindung ([a]p?? = —248°; ¢ = 0,1; MeOH) stimmt jedoch mit dem in der Literatur
angegebenen Drehwert fiir epi-Trichosetin ([o]p?? = —233°, ¢ = 0.1; MeOH) iiberein und weicht
deutlich von demjenigen des Trichosetins ab ([a]p?? = —413°; ¢ = 0.1; MeOH). Das ECD-Spektrum
weist groBe Ahnlichkeit mit dem des 5',6'-epi-Hymenosetins auf, was auf die gleiche Konfiguration
der Stereozentren an C-2 (S) und C-5' (R) zuriickgefiihrt werden kann (Abb. 73). Mit einem negativen
Cotton-Effekt von —4.2 bei 276 nm und einem leicht positiven bzw. nahezu nicht vorhandenen (+0.23)
bei 238 nm stimmt das Spektrum mit den in der Literatur angegebenen Werten von —5.5 (272 nm) und
+0.17 (238 nm) {iberein.[?¥ Trichosetin dagegen besitzt wie (—)-Hymenosetin auch im Vergleich zu
seinem Epimer einen zusédtzlichen negativen Cotton-Effekt bei 230 nm (—4.6) und einen groBeren
Ausschlag des Minimums bei 277 nm (-8.2). Das ECD-Spektrum, der Drehwert und die Tatsache,
dass in den HPLC/MS-Chromatogrammen kein zweites Signal mit Produktmasse auftritt, sprechen
gegen eine Racemisierung des Stereozentrum an C-5', auch wenn dieses durch die bessere
Zugénglichkeit im Vergleich zur Threoninseitenkette des (—)-Hymenosetins anfdlliger fiir eine
Deprotonierung ist. Epi-Trichosetin konnte somit erfolgreich in elf Stufen ausgehend von
(R)-(+)-Citronellal synthetisiert und die Stereochemie der Verbindung totalsynthetisch bestétigt

werden.
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Tabelle 11. Vergleich der *C-NMR-Daten, der Drehwerte und Cotton-Effekte des synthetisch gewonnenen epi-

Trichosetins mit den in der Literatur verdffentlichten Werten fiir Trichosetin und epi-Trichosetin.!*!

Synth. epi-Trichosetin epi-Trichosetin Trichosetin Zuordnung
()‘ le (5 13C (5 13C

200.7 200.8 200.6 C-1
49.1 49.3 49.0 C-2
14.0 14.1 13.9 C-2-Me
45.1 45.2 45.0 C-3
126.4 126.8 126.6 C4
130.1 130.2 130.0 C-5
38.6 38.7 38.5 C-6
42.2 42.5 42.1 C-7
33.6 33.7 334 C-8
22.6 22.7 22.4 C-8-Me
35.8 359 35.6 C-9
28.5 28.6 28.3 C-10
40.1 40.2 40.0 C-11
130.9 131.0 130.8 C-1"
127.2 127.2 127.2 c-2"
18.1 18.1 17.9 c-3"
179.4 179.5 179.1 c-2'
100.2 100.3 99.9 C-3'
191.1 191.1 190.6 c4
61.7 61.8 62.2 Cc-5'
63.1 63.2 62.9 C-6'

ap’® (¢ = 0.1, MeOH)

048 ° -233° —413°

CD (MeOH) Anm (Mol. CD)

238 (0.23) 238 (0.17) 230 (-4.6)
276 (-4.2) 272 (-5.5) 277 (-8.2)

Ag

-20 4

synth. epi-Trichosetin (16)

-40 -

T T T T T T
200 250 300 350
A (nm)

Abbildung 73. ECD-Spektrum des synthetisch gewonnenen epi-Trichosetins (16, 0.05 mg/mL in MeOH).
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3.3 Altersetin — Studien zur Verlingerung der ungesittigten
Decalinseitenkette am Beispiel des Altersetins

Ein Weg, das Wirkpotentials der 3-Decalinoyltetramséuren zu beeinflussen, stellt moglicherweise eine
Modifikation der ungesittigten Seitenkette an C-3 des Decalinsystems dar. Altersetin (18), das an
dieser Position eine zweifach ungesittigte Alkylkette tragt, sollte als Beispielsubstanz dienen. Dieser
Naturstoff wurde 2002 von Stadler et al. in zwei endophytischen Alternaria-Spezies gefunden und
zeigt interessante antibiotische Wirkungen gegen eine Reihe human-pathogener Erreger, wie

[124

Staphylococcus aureus oder Streptococcus pneumoniae.'>*! Die Konfiguration des Stereozentrums an

C-6' ist noch unbekannt, wird aber vermutlich mit derjenigen des (—)-Hymenosetins identisch sein.

3.3.1 Studien zur Kettenverliingerung am bestehenden Decalinsystem

Zundchst wurde versucht, die 1-Propenyl-Seitenkette des (—)-Equisetin- bzw. Trichosetin-
Decalingeriists 105 in den a,f-ungesittigten Aldehyd 212 zu iberfiihren, der als Bestandteil einer
modularen Synthesestrategie in einer Wittig- oder Horner-Olefinierung zu vielfdltigen Derivaten hétte

umgesetzt werden konnen (Abb. 74).

0 vel AbD. 71 ={H HO—,
- - . \

o - H i

H !

101 105 211 !

H !

N ¥

0 OH
Y vel. Abb. 64 HO—, Ph?” R HO—,
S N N C O ~“Mo
o -—

H 212

Altersetin (18, R = Me)

Abbildung 74. Geplante Verldngerung der C-3-Decalinseitenkette ausgehend von Alkohol 211 fiber eine
Horner- oder Wittigreaktion des a,B-ungeséttigten Aldehyds 212.

Der Versuch, die Verliangerung der Seitenkette durch eine Kreuzmetathese mit Acrolein (213) zu
erreichen, misslang (Tabelle 12). Sowohl mit dem Grubbs II-Katalysator, angelehnt an eine Vorschrift

1251 Auch eine

von Porco et al., als auch mit catMETium® RF1 verliefen die Versuche ohne Erfolg.!
Erhdhung der Katalysatorbeladung auf 20 mol% und die Zugabe drei weiterer Aquivalente Acrolein
brachten keine Verbesserung. Neben 40% an reisoliertem Decalinalkohol 211 konnten beim Einsatz
des Grubbs II-Katalysators dennoch Anzeichen fiir eine Initiierung des Katalysezyklus gefunden

werden (Eintrag 1).
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Tabelle 12. Gescheiterte Versuche zur Verldngerung der Decalinseitenkette via Kreuzmetathese.

O =\ M\
HO—, 213 HO—, Mes~ N~ N-Mes on Mes—N<_N-Mes
CORErlic'o nall IS e
CHCl, crv ‘” o=
H 18 h, Reflux H PCy3 O PCy3
211 212
catMETium RF1 Grubbs II
Eintrag Katalysator (10 mol%) Acrolein LM Ausbeute
1 Grubbs 11 3.0 Aq. CH,Cl, -
2 catMETium® RF1 2.6 Aq. CH.Cl» -

Es konnte Zimtaldehyd isoliert werden, der nach der Initiierung aus Acrolein und dem Benzylidenrest
des Katalysators gebildet wird. Durch eine HPLC/MS-Analyse konnte auflerdem ein Nebenprodukt
der Masse m/z = 297.6 nachgewiesen werden. Dies konnte fiir eine Verbindung sprechen, die iiber den
gleichen Mechanismus nach Angriff an die C-3-Propenyl-Doppelbindung des Decalinalkohols 211
hervorgegangen ist und dort anstelle der endstdndigen Methylgruppe einen Phenylrest trigt. Aufgrund
der AnsatzgroB3e reichte die Menge allerdings fiir eine Isolierung und weitergehende Charakterisierung
nicht aus. Die Beobachtungen konnten darauf hinweisen, dass das an C-2 verzweigte Decalingeriist
sterisch zu anspruchsvoll ist, um mit dem Katalysator das fiir ein Fortschreiten der Reaktion in die
gewiinschte Richtung benétigte Carbenoid auszubilden oder sich entsprechend an die Acrolein-
Katalysator-Spezies anzulagern. CatMETium® RF1 hingegen fiihrte offensichtlich nicht zum Einleiten
einer Reaktion und Decalinalkohol 211 konnte zu 90% wiedergewonnen werden (Eintrag 2).
Moglicherweise konnte durch die Verwendung anderer Grubbs-Katalysatoren (bsp. Hoveyda-Grubbs 1
bzw. II) oder den Einsatz der empfindlicheren aber fiir sterisch anspruchsvolle Verbindungen besser

geeigneten Schrock-Katalysatoren ein Erfolg herbeigefiihrt werden.

Auch eine Synthese des a,B-ungesittigten Aldehyds tiber eine SeO»-vermittelte Allyloxidation verlief
nicht erfolgreich (Abb. 75).

HO—= TBDMsSCI TBDMSO— Se0, (25 mol%)  TBDMSO—=
o‘ NS Imidazol o‘ X" /BuOOH (70%) 0‘ NN
— 4 >
W CH,Cl, W CHyCl, w

H 98% H H
211 214 215

Abbildung 75. Blockierung der Alkoholfunktion zum Schutz vor Oxidation und Versuch einer SeO,-
katalysierten Allyloxidation zur Gewinnung des a,p-ungesittigten Aldehyds 215.

Der als TBDMS-Ether geschiitzte Decalinalkohol 214 wurde hierzu der katalytischen Variante der
Allyloxidation unter Verwendung von BuOOH unterworfen, die zur Herstellung des Allylalkohols
142 aus Citronellal verwendet worden war (vgl. Abb. 37). Es konnte jedoch kein Umsatz festgestellt

werden.
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Eine Verwendung des Decalinaldehyds 105 als Testsubstanz, der ohne TBDMS-Gruppe cine deutlich
geringere sterische Hinderung in Nachbarschaft zur angegriffenen Doppelbindung aufweist, blieb

ebenso erfolglos (Tabelle 13).

Tabelle 13. Versuche zur Allyloxidation an Decalinaldehyd 105.

H H
o= Oﬁé
KT LT
W' H K H
105 216
Eintrag SeO; Additiv LM T t Ausbeute
1 4 Aq. 1% HOAc CH.Cl, RT 24 h -
2 3 Aq. - EtOH 50 °C 24 h -

Sowohl die sauer katalysierte Variante mit Essigsidure und vier Aquivalenten SeO, nach Zerkowski et
al. als auch ein Versuch unter Erwdrmung auf 50 °C mit drei Aquivalenten SeO, nach einer
abgewandelten Vorschrift von Jing et al. fiihrten zu keinem Umsatz (Eintrige 1 und 2).["°! Dieser
Umstand ist vermutlich auf die geringe Elektronendichte der zweifach substituierten Doppelbindung
zuriickzufiihren. Dies wird auch dadurch gestiitzt, dass in der Literatur eine derartige Reaktion bis auf
das oben angefiihrte Beispiel von Jing et al., die eine sehr elektronenreiche zweifach substituierte
Doppelbindung einsetzten, fiir Methylgruppen nur an dreifach substituierten Doppelbindungen
bekannt ist. FEine derartige Synthesestrategie hitte auBerdem nur auf die an C-4 nicht
methylsubstituierten Decalinsysteme angewendet werden konnen, da eine Methylgruppe in dieser

Position vermutlich bevorzugt oxidiert werden wiirde.

3.3.2 Studien zur Verlingerung der Seitenkette via Suzuki-Kupplung

Nach dem Scheitern des modularen Ansatzes, ausgehend vom bestehenden Decalinsystem 105, sollte
ein alternativer zentraler Baustein ausgehend von (+)-Citronellal aufgebaut werden. Dieser sollte eine
Verldngerung der Seitenkette mit hoher (£)-Selektivitdt ermoglichen, um eine Isomerisierung oder den
Verlust eines betrachtlichen Teils der Ausbeute als nicht verwertbares (Z2)-Isomer zu vermeiden. Ein
hoéherer Anteil an (Z)-konfigurierten Olefinen wére vermutlich auch bei der oben beschriebenen
Strategie iiber Kreuzmetathese bzw. Allyloxidation und darauf folgender Wittig-Reaktion aufgetreten,
jedoch hitte der modulare Ansatz zum Aufbau einer Substanzbibliothek aus einem bereits bestehenden

Vorlaufermolekiil diesen Nachteil aufgewogen.

Der Aufbau des in der Seitenkette endstindig halogenierten frans-Decalinbausteins 218 erschien als
eine vielversprechende Moglichkeit, da dieser eine Suzuki-Kupplung mit verschiedenen Alkylketten
und hoher (£)-Selektivitit ermdglichen wiirde (Abb. 76). Die folgenden Synthesen des halogenierten
Bausteins wurden von || | || | BB i» Rahmen sciner Bachelorarbeit durchgefiihrt.[27)
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142

Abbildung 76. Retrosynthese des Altersetin-Decalingertists 217, das nach einer Suzuki-Kupplung aus dem
endstindig halogenierten trans-Decalinbaustein 218 erhalten werden sollte. Dieser wire nach einer

Allyloxidation, Horner-Olefinierung und IMDA-Reaktion aus (+)-Citronellal zugénglich.

Der fiir die IMDA-Reaktion benétigte, halogenierte Aldehyd 219 sollte mit Hilfe einer HWE-Reaktion
und Oxidation aus Allylalkohol 142 und Diethylphosphonat 220 hergestellt werden. Auf diese Weise
sollte die Doppelbindungsisomerisierung umgangen werden, da von der HWE-Reaktion ein

giinstigeres (E/Z)-Verhiltnis erwartet wurde als von einer Wittig-Reaktion.

Ausgehend von Pyridin konnte das Diethylphosphonat 220 in einer sechsstufigen Synthese gewonnen
werden (Abb. 77). Pyridin wurde zundchst nach einer Vorschrift von Sisler und Audreth mit HSO;Cl
in einer Rohausbeute von 93% in Pyridiniumsulfonat (222) iiberfiihrt, welches anschlieend in einer
wiissrigen KOH-Losung zum Kaliumsalz des Glutacondialdehyds (223) hydrolysiert wurde.['®! Nach
Offnung des Pyridinrings und Hydrolyse des entstandenen Imins konnten lediglich 26% des

Kaliumsalzes isoliert werden.['*!

Auch durch die Verwendung von kommerziell erworbenem
Pyridiniumsulfonat konnte keine héhere Ausbeute erzielt werden, wobei hierfiir in der Literatur von
schlechteren Ausbeuten als bei der Verwendung von frisch synthetisiertem Ausgangsmaterial berichtet

wird.

X
@ HSO;Cl @ KOH PPh; Br,
N

KO A0 Brasa~O0

N~  CHCL 0°C  o=8=0 H,0 CH,Cl, 0°C 124
21 93% i ~20°C auf 35 °C 23 37% (2E,AE)
© 26%
222 ,
LiAIH,
0 Nl P
n_ P(OE), PPh; Br, o
B~ R OBt . =5 Bra s~ Br B~ OH
OEt 40 °C MeCN, 0 °C
220 00% 226 53% 225

Abbildung 77. Gewinnung des halogenierten Diethylphosphonats 220 ausgehend von Pyridin.
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In einer der Appel-Reaktion &dhnlichen Halogenierungsreaktion wurde das Glutacondialdehyd-
Kaliumsalz in Dichlormethan durch Umsetzung mit in situ aus PPhs; und Brom gewonnenem
Brom(triphenyl)phosphoniumbromid halogeniert.!'*¥) Nach sdulenchromatographischer Trennung an
Kieselgel konnten mit 37% Ausbeute das gewiinschte (2F,4E)-5-Brompenta-2,4-dienal (224) neben
30% des (2F,4Z)-Isomers isoliert werden. Wihrend das als farblose Nadeln vorliegende (2E,4F)-
Isomer als Feststoff iiber mehrere Wochen stabil ist, tritt in Losung durch einen Additions-
Eliminierungsmechanismus von Wasser an das vinyloge Michael-System schnell eine Isomerisierung
zum urspriinglichen (4E/4Z)-Isomerengemisch auf. Diese Isomerisierungsanfilligkeit kann jedoch
auch genutzt werden, um das unbrauchbare (2£,47)-Nebenprodukt in das gewlinschte (2F,4F)-Isomer
zu tiberfilhren und dieses nach erneuter chromatographischer Reinigung zu isolieren. Nach einer
Reduktion des Aldehyds mit LiAlH4 in Diethylether zum entsprechenden Alkohol 225 verschwindet
mit dem Michael-System auch die Isomerisierungstendenz. Die Reaktion gelang mit einer Ausbeute
von 59% an (2E,4E)-5-Brompenta-2,4-dienol (225) ohne Aufireten des Z-Isomers.!'*!] Die
anschlieBende Uberfiihrung des Alkohols in das Dibromid 226 verlief nach einer modifizierten
Vorschrift von Ruediger ef al. unter Verwendung von PPh; und elementarem Brom in Acetonitril.[3
Es konnten Ausbeuten zwischen 39% und 64% erzielt werden, wobei in den Féllen mit niedriger
Ausbeute die Generierung des Brom(triphenyl)phosphoniumbromids Probleme bereitete. Es zeigte
sich bei diesen Versuchen schon vor Zugabe des Alkohols eine Braunfarbung, wéahrend die Lésung bei
den Versuchen mit héherer Ausbeute klar blieb und das Brom(triphenyl)phosphoniumbromid als
farbloser Niederschlag vorlag. Da diese Probleme bei der dhnlich verlaufenden Bromierung des
Glutacondialdehyd-Kaliumsalzes 223 zu 224, die in Dichlormethan durchgefiihrt wurde, nicht
auftraten, sollte Acetonitril als Losungsmittel durch CH,Cl, ersetzt werden. Eine Michaelis-Arbuzov-
Reaktion mit Triethylphosphit fiihrte anschlieBend zur Gewinnung des endstindig bromierten

Diethylphosphonats 220 in 90% Ausbeute.[!3?!

Parallele Versuche zur Herstellung des in der finalen Suzuki-Reaktion vermutlich reaktiveren

iodierten Analogons scheiterten aufgrund der Instabilitit der Verbindungen (Abb. 78).

PPh, I, LiAH,
KO~ 0 N Y [~ ~_OH
CH,Cl, 0°C Et,0, 0 °C
223 27% (2E.AE) 227 59% 228

Abbildung 78. Synthese von (2F,4FE)-5-lodpenta-2,4-dienol (228).

Das nach der lodierung in einer Ausbeute von 27% erhaltene (2E,4E)-5-lodpenta-2,4-dienal (227)
zersetzte sich innerhalb weniger Tage auch unter Kiihlung zu weitgehend unldslichen Verbindungen.
Des Weiteren verlief die auch bei der bromierten Verbindung 224 beobachtete Isomerisierung der C4-
Doppelbindung im vorliegenden Fall deutlich schneller, sodass trotz sofortiger Reduktion des

sdulenchromatographisch gereinigten (2E,4E)-Isomers zum Alkohol 228 ein Gemisch mit dem
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unerwiinschten Isomer erhalten wurde. Eine Trennung durch Sdulenchromatographie an Normal- und
Umkehrphase gelingt auf Stufe des Alkohols nicht. Die Verbindungen scheinen auBlerdem durch
Einelektronen-Redoxprozesse clementares lod freizusetzen, da sehr schnell eine rosa bis violette
Féarbung auftritt, sobald sich die Substanzen in Losung befinden. Aufgrund der hier geschilderten

Probleme wurde lediglich die Synthese der bromierten Verbindung weiterverfolgt.

Das bromierte Phosphonat 220 wurde in einer HWE-Reaktion mit zu Testzwecken racemischem
Allylalkohol 142 umgesetzt. Es wurde mit Lithium-Basen (Tabelle 14, Eintrige) oder, im Falle der
Verwendung von DBU (1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en), unter Zusatz von LiCl gearbeitet, um die
(E)-Selektivitiat der Reaktion zu begiinstigen (Eintrige 4-6). In allen Versuchen konnten lediglich

méfige Ausbeuten von 10-34% erzielt werden.

Tabelle 14. Getestete Bedingungen der HWE-Reaktion zu Verbindung 229.

Br
? OH o A/
= +  Bra RO o I on
OEt |
(£)-142 220 ~
(*)-229
Eintrag Base LM T Additiv Ausbeute
1 LiHMDS (2.3 Aq.) THF 0°C - 23%
2 LiHMDS (2.3 Aq.) THF ~78 °C - 26%
3 sec-BuLi (2.5 Aq.) THF ~78 °C - 28%
4 DBU (1.0 Aq.) THF RT LiCl (1.0 Aq.) 34%
5 DBU (1.0 Aq.) MeCN RT LiCl (1.0 Aq.) 10%
6 DBU (2.1 Aq.) THF RT LiCl (1.0 Aq.) 21%

Das beste Ergebnis wurde mit einer Ausbeute von 34% bei der Verwendung eines Aquivalents DBU
in THF unter Zusatz eines Aquivalents LiCl bei Raumtemperatur erreicht (Eintrag 4). Eine
Deprotonierung des Phosphonats mit LiHMDS bei 0°C mit anschlieBender Zugabe der
Carbonylverbindung ergab lediglich 23% Ausbeute (Eintrag 1). Auch eine Absenkung der Temperatur
auf —78 °C (Eintrag 2) und ein Wechsel der Base zu sec-Buli verbesserten die Ausbeute nicht
wesentlich (Eintrag 3). Der Austausch des Losungsmittels gegen Acetonitril hatte einen drastischen
Abfall der Ausbeute auf 10% zur Folge (Eintrag 5), wihrend eine Erhdhung der Menge an Base auf
zwei Aquivalente DBU in THF ebenfalls nur eine geringe Ausbeute von 21% bewirkte (Eintrag 6).
Die niedrige Ausbeute ldsst sich zum Teil durch die im Vergleich zum unhalogenierten Tetraen 113
erheblich gesteigerte Polymerisationsanfalligkeit erkliren. Auch bei Temperaturen von -20 °C
zersetzte sich Verbindung 229 innerhalb weniger Stunden zu unldslichen, vermutlich polymeren
Verbindungen. Ein (E/Z)-Isomerenverhiltnis des Produktes konnte aufgrund von Uberlappungen der

entsprechenden Protonen-Signale im "H-NMR-Spektrum nicht bestimmt werden.
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Der Tetraen-Alkohol 229 wurde im Folgenden mit DMP zu Aldehyd 219 oxidiert und ohne

chromatographische Reinigung in einer intramolekularen Diels-Alder-Reaktion mit BF3'Et;O zum

Decalinsystem 218 umgesetzt (Abb. 79).[725 73
Br
| H
(0]
0} X Br

| | = BF3'Et20

—_—
% CH,Cl,
~78°C

(#)-229 *)-219 (#)-218

Abbildung 79. Oxidation des Tetraenalkohols 229 und IMDA-Reaktion zum halogenierten Decalinaldehyd 218.

Das Produkt konnte in 27% Ausbeute als ein Isomerengemisch aus mindestens fiinf Verbindungen
isoliert werden. Das aus dem 'H-NMR-Spektrum bestimmte Verhéltnis lag bei 10:4.5:2:1:0,5. Die
beiden Hauptisomere weisen nach Analyse der NOESY-Kontakte eine {ibereinstimmende
Stereokonfiguration der fiinf chiralen Zentren im Decalinsystem auf. Allerdings zeigen sich deutliche
Unterschiede in der ungesittigten, bromierten Seitenkette. Das hdufiger gebildete Isomer A besitzt
einen NOESY-Kontakt zwischen den Protonen der halogenierten Doppelbindung, wéahrend dieser fiir
das seltener gebildete [somer B fehlt (Abb. 80). Dies deutet darauf hin, dass es sich beim Hauptisomer
A um das an der Doppelbindung (Z)-konfigurierte Decalinsystem handelt, wahrend das urspriinglich

gewiinschte (£)-Isomer die Minderkomponente darstellt.

H H
_/ _/ 13,5Hz
0= , M~ 72m o= , f
\g/ BT
\\\‘. Br \ H
H H
NOESY- kein NOESY-Kontakt
Kontakt
A B
C-12 3130 ppm 119 ppm
C-13 8136 ppm 108 ppm

Abbildung 80. Struktur der beiden nach der IMDA-Reaktion gewonnenen Hauptisomere A und B (Relative
Konfigurationen abgebildet), Kopplungskonstanten der olefinischen Protonen in der Seitenkette und *C-

Verschiebungen der entsprechenden Kohlenstoffe.

Gestiitzt wird diese Vermutung weiterhin durch die Kopplungskonstanten der olefinischen Protonen in
der Seitenkette. Die kleine Kopplungskonstante der beiden Protonen fiir Verbindung A (3J = 7.2 Hz)
ist charakteristisch fiir eine cis-Doppelbindung, wahrend die Kopplungskonstante von 13.5 Hz des
Isomers B fiir ein trams-Olefin spricht. Des Weiteren weisen die stark unterschiedlichen
BC-Verschiebungen der beiden Isomere eindeutig auf einen Unterschied der beiden Molekiile im

Bereich der halogenierten Doppelbindung hin.
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Die ungewohnliche Bildung des (Z2)-Isomers aus einem all-frans-Olefin deutet auf einen ionischen
Verlauf der IMDA-Reaktion hin, der deutlich seltener eintritt als der iiblicherweise stattfindende
konzertierte Mechanismus. Dies scheint auf das Vorhandensein des Broms zuriickzufiithren zu sein,
das durch seine Orbitale und seinen partiellen Metallcharakter moglicherweise die Bildung ionischer

Zwischenstufen erleichtert.

Durch den unerwarteten Reaktionsverlauf wurde das gewliinschte (£)-Isomer nur in einem Verhéltnis
von 1:2 zum nicht verwertbaren (Z)-Isomer und unter generell schlechter Ausbeute gebildet. Dieser
Umstand macht den Vorteil der Suzuki-Kupplung, unter Retention der Doppelbindungskonfiguration
abzulaufen, gegeniiber der vorher erorterten Strategie einer Wittig- bzw. Horner-Olefinierung, welche

im ungiinstigsten Fall eine (£/Z2)-Mischung liefern wiirde, zunichte.

3.3.3 Ausblick

In der Literatur findet sich die Synthese eines fiir die Verldngerung via Wittig- oder Horner-
Olefinierung geeigneten Intermediats. Shing et al. konnten in einer sieben-stufigen Synthese
ausgehend von (-)-Citronellol (84) den aus dem Pilz Phomopsis oblonga stammenden Naturstoff
(-)-Oblongolid (233) in 13% Ausbeute erhalten, welcher nach Offnung des Lactonringes unter
Veresterung zu 234 und Oxidation zu Aldehyd 235 fiir eine Verldngerung der Seitenkette geeignet
wire (Abb. 81).13 Bei der Offnung des Laktonringes miisste darauf geachtet werden, eine
Eliminierung von Wasser in der Seitenkette zu unterdriicken. Gegebenenfalls konnte die
Hydroxylgruppe des IMDA-Ausgangsmaterials 232 auch blockiert und die Laktonbildung somit

verhindert werden.[°?

= =
/(:\)\ a), b) /lij\)\coonsu c), d) /Cf\/COVOtBU o) Z > CcooBu
OH  71% OH 47% N COOMe 5, OH
84 230

231 32
56% | )

235 233

Abbildung 81. (-)-Oblonglid-Synthese nach Shing ef al. und mogliche Weiterfithrung der Synthese zu trans-
Decalinestern mit verlangerter Seitenkette. (Absolute Konfiguration fiir (—)-Oblongolid dargestellt. Synthese des
Altersetin-Decalinsystems 217 miisste von (+)-Citronellol ausgehen.) a) kat. OsO4, NalOs, Dioxan-H,O, RT; b)

Ph;P=C(CH3)COOBu, CH,Cly; ¢) PDC, 3 A MS, CH,Cly; d) (MeO),P(0)CH,CH=CHCOOMe, NaHMDS,
THF, —78 °C; e) DIBAL-H (2 Aq.), THF, -78 °C; f) 1,2-Dichlorbenzol, 210 °C, verschlossenes GefiB.
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Trotz der moglicherweise geringen (E/Z)-Selektivitit der Wittig- oder Horner-Olefinierung mit
unstabilisierten Yliden auf dieser spiten Stufe der Totalsynthese erscheint eine Verfolgung der
Oblongolid-Strategie lohnenswert. Die all-trans-Konfiguration der Seitenkette konnte gegebenenfalls

auch durch eine Isomerisierung mit Iod herbeigefiihrt werden.

Eine weitere Alternative wire die Synthese eines Decalinsystems mit endstandiger Doppelbindung in
der Seitenkette, welche durch eine Heck-Reaktion mit hoher frans-Selektivitit verlingert werden

konnte (Abb. 82).

H R H
o= I o=
MECo
\ H A\ H
236

Abbildung 82. Heck-Reaktion zur Verldngerung der Seitenkette.

Ein Angriff an die endsténdige Position der terminalen Doppelbindung sollte sterisch gegeniiber einer
Reaktion am substituierten Ende begiinstigt sein, auch wenn das Olefin nicht iiber eine
elektronenziehende Gruppe verfiigt. Jedoch ergibt sich auch die Mdglichkeit eines Angriffs an der
Ringdoppelbindung mit einer daraus resultierenden grofferen Anzahl unerwiinschter Isomere. Die

Reaktion an der gewlinschten Position sollte aber dennoch bevorzugt ablaufen.
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3.4 Paecilosetin — Studien zur direkten Kupplung des Decalinaldehyds am
Beispiel des Paecilosetins

Im Rahmen der Totalsynthese von Paecilosetin (17) sollte durch die direkte Kupplung des
Decalingeriists mit dem Tetramsdure-Baustein eine, im Vergleich zur Totalsynthese von
(-)-Hymenosetin kiirzere Syntheseroute entwickelt werden. Neben der Stufen- bzw. Zeitersparnis
wiirde eine solche Strategie aullerdem die Moglichkeit einer hohen Produktvariabilitit durch
Einfiihrung unterschiedlicher Tetramsduren auf der letzten bzw. vorletzten Stufe der Synthese bieten.
Dieser schnelle Zugang zu einer Vielzahl von Produkten mit variablen Tetramsdureseitenketten wiirde
Struktur-Wirkungsbeziehungs-Studien enorm vereinfachen. Paecilosetin wurde 2005 aus dem
insektenpathogenen Pilz Paecilomyces farinosus isoliert und zeigt sowohl fungizide als auch

1341 Die Stereokonfiguration des chiralen Zentrums an C-6' ist noch

antibakterielle Wirkungen.
unbekannt, es ist aber zu vermuten, dass sie mit derjenigen des (—)-Hymenosetins iibereinstimmt. Das
Stereozentrum an C-5' wurde aufgrund des negativen Cotton-Effektes bei 280 nm im ECD-Spektrum
als S-konfiguriert angegeben, obwohl dieses Minimum vermutlich eher durch die Konfiguration an
C-2 beeinflusst wird. Wie die in Abbildung 64 dargestellten experimentellen Spektren von
(-)-Hymenosetin und 5',6'-epi-Hymenosetin zeigen, tritt bei beiden Konfigurationen des C-5'-
Zentrums ein negativer Cotton-Effekt bei 280 nm auf. Der Drehwert von —398° (¢ = 0.1, MeOH)

spricht allerdings fiir eine korrekte Zuordnung der Stereochemie der in der Literatur veroffentlichten

Struktur.
0OSG TS
Base
o~ | - o
L ] R=H (105)
bzw. Me (153)

0OSG

,\\\\/

A SG = TBDMS (237) SG =Bzl (159)
-SG |: -SG I: .
Paecilosetin (17) (-)-Hymenosetin (136)

Abbildung 83. Geplante Synthese des Paecilosetins (17) iiber eine direkte Kupplung der Tetramsédure an
Decalinaldehyd 105 mit anschlieBender Oxidation. Versuch der direkten Kupplung auf Stufe der Sdure 134 zur
Synthese des (-)-Hymenosetins (136). (TS = Tetramséure)
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Nach dem Scheitern der Versuche einer direkten Kupplung im Rahmen der Totalsynthese von
(-)-Hymenosetin (136), die von Decalinsdure 134 ausgingen (vgl. 3.1.3.2), wurde nun Decalinaldehyd
105 als Kupplungspartner fiir eine direkte Verkniipfung der beiden Bausteine gewéhlt (Abb. 83). Eine
unerwiinschte Eliminierung von Wasser im Anschluss an die Aldolreaktion sollte durch die Zugabe
von DMP oder anderer Oxidationsmittel in einem "Eintopf'-Verfahren und Abfangen des
B-Hydroxyproduktes durch Oxidation unterdriickt werden. Das flir Paecilosetin bendétigte trans-
Decalinsystem ist identisch mit demjenigen des epi-Trichosetins bzw. (—)-Equisetins und kann auf

gleiche Weise gewonnen werden (sieche Abb. 70, Kapitel 3.2).

3.4.1 Synthese des Tetramsédurebausteins nach Lacey und Dieckmann

Die Gewinnung des zweiten Bausteins, der Tetramsdure, sollte analog zu den letzten Stufen der
(-)-Hymenosetin-Synthese durch eine Amidkupplung von Ethylmalonylchlorid (238) mit O-TBDMS-
L-Threonin-Methylester (164) und eine Lacey-Dieckmann-Cyclisierung verlaufen.'*> Auf eine
N-Schutzgruppe wie bei der (-)-Hymenosetin-Synthese wurde zunéchst verzichtet, um zu tberpriifen,
ob bei dem hier deutlich kleineren Molekiil die Cyclisierung auch ohne dieses synthetisch aufwendige
Verfahren moglich ist. Als letzter Schritt sollte eine Decarboxylierung zur gewiinschten Tetramsdure
durchgefiihrt werden. Die Sauerstofffunktion in der Seitenkette muss dabei eine Schutzgruppe tragen,
um nach der Kupplung an den Decalinaldehyd nicht durch DMP zum Keton oxidiert zu werden. Eine

Kupplung beider Bausteine in Dichlormethan lieferte Amid 239 in 75% Ausbeute (Abb. 84).

TBDMSO O
OMe
NH,
o o Nl o 0 I(H)TBDMS KOBu O R
3 o .
EtOJ\/U\CI EtOJ\/U\ N” “COOMe  /BuoH MTBDMS
CH,Cl, H EtOOC
238 75% e
239 240

Abbildung 84. Amidkupplung und Lacey-Dieckmann-Cyclisierung zu Tetramséure 240.

Die anschlieende Lacey-Dieckmann-Cyclisierung mit KO7Bu in tBuOH zu Tetramsdure 240 lief
zwar ab, jedoch sehr langsam und unter Bildung zahlreicher Nebenprodukte, sodass nach
sdulenchromatographischer Reinigung an einer Cis-Umkehrphase lediglich eine Ausbeute von 14%
erreicht werden konnte. Eine Reaktionsfithrung unter Erwérmen ist nicht moglich, da es ansonsten zu

einer erheblichen Racemisierung kommt,!3¢]

Auch hier scheint, wie bei der (—)-Hymenosetin-Synthese, eine Einschrankung der freien Drehbarkeit
mit Bevorzugung der fiir die Cyclisierung ungiinstigen s-trans-Konformation vorzuliegen. Um die
Ausbeute im Hinblick auf die geplante Totalsynthese zu erhohen, wurde auf die PNB-
Schutzgruppenstrategie zuriickgegriffen und die Synthese mit Aminosdureester 184 wiederholt

(Abb. 85).
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TBDMSO O
OMe
_NH
PNB o4 OTBDMS o PNB

EtO)J\/U\C| EtO l\ll COOMe tBuOH OTBDMS

CH,Cl, EtOOC

65% PNB 63%

238 241 242

Abbildung 85. Synthese der PNB-geschiitzten Tetramsdure 242.

Die Amidkupplung ergab Verbindung 241 in einer Ausbeute von 68%. Die Cyclisierung des PNB-
geschiitzten Amids verlief im Anschluss mit 63% Ausbeute wesentlich erfolgreicher als die
ungeschiitzte Variante. Fiir die abschlieBende Hydrolyse und Decarboxylierung zu Tetramséure 243
wurden diverse Vorschriften getestet (Tabelle 15). Zunédchst wurde versucht, die Abspaltung durch
Refluxieren in wissrigem Acetonitril nach Vorschriften von Lowe und Paik ef al. zu erreichen.!'36-137]
Nach sechs Stunden Erhitzen unter Riickfluss und zwischenzeitlicher Erhohung der Wassermenge

konnte jedoch kein Umsatz festgestellt werden (Eintrag 1, Tabelle 15).

Tabelle 15. Versuche zur Hydrolyse und Decarboxylierung der Tetramsadure 242.

PNB PNB
Oy N_H Oy N H
_ _
EtOOC OTBDMS OTBDMS
o o}
242 243
Eintrag LM Additiv T t Ergebnis
1 MeCN/H,O - Reflux 6h Kein Umsatz
2 EtOH/H,O - Reflux 0.5h Kein Umsatz
3 EtOH/H,0O 1 uL 1 N HCI Reflux lh 243 — TBDMS
4 EtOH/H,O 1 uL. AcOH RT 12h 242 — TBDMS
5 Et,O MgSOg4 RT 24 h Kein Umsatz
6 Et,O MgSO4 Reflux 2h Kein Umsatz

Klutchko et al. berichten von einer Erhohung der Ausbeute beim Wechsel des Losungsmittels zu
EtOH/H,O (1:1).'38] Auch hier konnte nach 30-miniitigem Erhitzen unter Riickfluss kein Umsatz
festgestellt werden (Eintrag 2). Eine Zugabe von HCI (1 uL, 1 N, 4 mL LM) als Katalysator fiir eine
Verseifung der Estergruppe fiihrte nach einstiindigem Riickfluss zwar zu einer Decarboxylierung,
jedoch auch zur erwarteten Spaltung des TBDMS-Ethers (Eintrag 3). Da eine nachtrdgliche
Wiedereinfiihrung der TBDMS-Gruppe aufgrund der voraussichtlichen Bildung des C4-O-TBDMS-
Enolethers unmdglich ist, stellen Bedingungen, die zur Abspaltung dieser Gruppe fiihren, keine
geeignete Methode dar und wiirden einen Wechsel der Schutzgruppenstrategic nétig machen. Ein
erneuter Versuch unter Zugabe von Essigsdure (1 uL, 2 mL LM) als schwéchere Sdure zog auch einen
Verlust der TBDMS-Schutzgruppe, jedoch keine Decarboxylierung nach sich (Eintrag 4). Zusétzlich
wurde ein Ansatz von Cassidy et al. verfolgt, welche eine Decarboxylierung einer Tetramséure durch

139

Riihren in Et,O unter Zugabe von MgSOs berichten.!'*) Nach Riihren von 242 bei Raumtemperatur
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iiber Nacht lie8 sich allerdings ebenso wie nach zweistiindigem Erhitzen unter Reflux kein Umsatz

feststellen.

Zur Erleichterung der Decarboxylierung wurde im Folgenden versucht, zundchst den Ethylester

separat zu verseifen und im Anschluss die Eliminierung von CO; herbeizufiihren (Abb. 86).

PNB PNB PNB

Oy-N H 1.)NaOH Ox-N_H A O N H
. 9 » -4 ... . ;
EtO0C OTBDMS  2)NH,CI HOOC OTBDMS OTBDMS
O O (0]
242 244 243

Abbildung 86. Hydrolyse des Tetramséure-3-carbonséureethylesters 242.

Die Zugabe zweier Aquivalente NaOH zu einer Losung von 242 in EtOH und H,O, analog zur
Verseifung des f-Ketoesters 161, zeigte nach 24 Stunden Riihren bei Raumtemperatur keinen Umsatz
auBBer dem Auftreten einer geringen Menge an Ausgangsmaterial, welches die TBDMS-Gruppe
verloren hatte. Nach der Zugabe zwei weiterer Aquivalente NaOH und Riihren bei Raumtemperatur
fiir sechs Stunden konnte neben einer grolen Menge Edukt die decarboxylierte Verbindung detektiert
werden, jedoch hatte auch siec die TBDMS-Gruppe verloren. In der Literatur wird bei basisch
katalysierten Decarboxylierungen von Tetramsduren das Auftreten von Kondensationsprodukten
beschrieben, von denen im vorliegenden Fall jedoch keine Anzeichen zu sehen waren. Diese
Kondensationsprodukte waren der Grund, weswegen zuvor neutrale oder sauer katalysierte Ansétze

verfolgt worden waren.[!37)

Im Laufe der Untersuchungen zur Decarboxylierung der Tetramséurebausteine wurde auch die fiir die
Synthese von epi-Trichosetin benétigte, von D-Serin abgeleitete Tetramsdure 246 synthetisiert und

Versuchen zur Eliminierung unterworfen (Abb. 87).

O,N
ONB
wr TEOMSO A O N
o o NEt« tBuOK SV
\E e EtOH/H,O ””\OTBDMS
EtO cl BuOH o !
1 CH,Cl, COOEt 930/ j:\g \OTBDMS ’ o
050 °  Et00C
5 247
246

Abbildung 87. Synthese des fiir die Synthese von epi-Trichosetin geeigneten Tetramsdurebausteins 246 und

Versuch einer Decarbethoxylierung.

Amid 245 konnte durch Kupplung von Ethylmalonylchlorid (238) an den ONB-geschiitzten D-Serin-
Baustein 202 in einer Ausbeute von 95% gewonnen und anschlieBend mit KO7Bu in rBuOH zu

Tetramsdure 246 cyclisiert werden. Da die in der Literatur angefiihrten erfolgreich decarboxylierten
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Verbindungen zuvor nicht chromatographisch gereinigt worden waren, wurde auch hier auf eine
weitere Reinigung verzichtet, um zu tberpriifen, ob moglicherweise eine Katalyse der Eliminierung
durch Basenriickstinde oder andere nicht niher bekannte Verunreinigungen stattfindet.!'4"
Tetramsdure 246 wurde erneut in EtOH/H,>O (4:3) unter Riickfluss erhitzt, jedoch konnte auch hier

nach einer Reaktionszeit von 24 Stunden kein Umsatz festgestellt werden.

Um zu untersuchen, ob die Amid-Schutzgruppe, die in den in der Literatur angefiihrten Beispielen
nicht vorhanden ist, einen negativen Einfluss auf die Abspaltung der Carboxyethylgruppe besitzt,

wurde die ortho-Nitrobenzyl-Gruppe zunichst photolytisch entfernt (Abb. 88).[138!

O,N

1+
H

//@ hv 0 H A 0 N

O N --u\ — - --II\

:It(----\ MeCN/H0 | eyq0c s OTBDMS | EtOH/H,0 3 OTBDMS

EtOOC OTBDMS

248 249
246

Abbildung 88. Photochemische Entfernung der ONB-Schutzgruppe und gescheiterte Decarboxylierung der

Tetramsaure 248.

Tetramséure 246 wurde in MeCN unter Zusatz von Wasser gelost und 30 Minuten im Photoreaktor bei
Raumtemperatur mit einer Wellenldnge von A = 350 nm bestrahlt. Eine HPLC/MS-Analyse zeigte
einen kompletten Umsatz zu Produkt 248 und dem noch nicht gespaltenen Halbaminal, das nach
Eliminierung von Wasser mit einer Masse von m/z = 433.2 detektiert wird. In einem Eintopf-
Verfahren wurde die Reaktionslosung ohne Isolierung 20 Minuten unter Riickfluss erhitzt, um die
Hydrolyse und Decarboxylierung einzuleiten. Auf3er einer kompletten Umwandlung des Halbaminals

in Verbindung 248 konnte jedoch kein Umsatz festgestellt werden.

3.4.2 Synthese des Tetramsidurebausteins nach Schobert

Nachdem die auf der Lacey-Dieckmann-Cyclisierung beruhende Synthesestrategie wegen der
Schwierigkeiten bei der Decarboxylierung nicht weiterverfolgt wurde, sollte der Tetramséure-Baustein
iiber die Route nach Schobert et al. unter Verwendung von (Triphenylphosphoranyliden)keten (67,
Bestmann-Ylid) gewonnen werden. Hierbei wird keine Estergruppe in 3-Position erhalten. Das
Bestmann-Ylid wurde ausgehend von Bromessigsduremethylester (250) in drei Stufen synthetisiert

(Abb. 89).1141]
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0 PPh
3 NaOH NaHMDS
B e ——— Pth\)J\OMe PhsP\)J\ , — PhpP=C=C=0
EtOAc Benzol
250 251 252 30% 67

92% 1. 2 Stufen

Abbildung 89. Synthese des Bestmann-Ylids (67).

Durch Zugabe von PPhs zu einer Losung von 250 in EtOAc wurde das Phosphoniumbromid 251
gewonnen, welches durch Rithren in 1N NaOH in 92% Ausbeute iiber zwei Stufen in das
Triphenylphosphoniumylid 252 iiberfiihrt wurde.l'*) Eine Deprotonierung mit NaHMDS unter
Eliminierung von Methanol ergab (Triphenylphosphoranyliden)keten (67) in 30% Ausbeute.['*3] Das
Bestmann-Ylid wurde durch sorgféltige Kristallisation aus Toluol gereinigt, um jegliche enthaltenen
Spuren an Methanolat zu entfernen. Diese wiirden unter den Bedingungen der folgenden
Tetramsduresynthese bei Temperaturen von 60—-80 °C zu einer Racemisierung der Tetramsaure an C-5

fihren.

Zur Synthese des Aminosdurebausteins wurde L-Threonin zundchst durch Refluxieren in Benzol mit
para-Toluolsulfonsdure und BnOH in den Benzylester 253 iiberfiihrt und die p-Hydroxyfunktion
anschlieBend als TBDMS-Ether geschiitzt (Abb. 90).1]

pTsOH OH © TBDMSClI  TBDMSO O
BnOH Imidazol
OBn OBn
Benzol NH, CH,Cl, NH,
0,
L- Threomn Reflux 253 69% 254

76%

Abbildung 90. Synthese des Aminoséurebausteins 254.

Die Dominosequenz aus Addition der Aminogruppe an PhsPCCO und Cyclisierung iiber eine Wittig-
Olefinierung wurde nach einem modifizierten Protokoll von Schobert et al. durchgefiihrt.[3] Die
Versuche zur Gewinnung der Tetramsdure auf diesem Weg verliefen jedoch erfolglos (Tabelle 16).
Nach der Umsetzung der TBDMS-geschiitzten Aminosdure 254 mit PhsPCCO in Toluol bei 60 °C
konnte nach 14 Stunden nur das Eliminierungsprodukt 258 in 34% Ausbeute isoliert werden
(Eintrag 1). Bei einer Reduzierung der Temperatur auf 50 °C kommt die Reaktion nach dem ersten
Schritt der Dominosequenz zum Stillstand, sodass nach 5 Stunden nur das Additionsprodukt 256 vor
der Wittig-Cyclisierung nachgewiesen werden konnte. Hinweise auf ein Fortschreiten der Reaktion

fanden sich nicht (Eintrag 2).
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Tabelle 16. Erfolglose Versuche zur Synthese der Tetramsdure 257 nach der Dominosynthesesequenz von

Schobert et al. ausgehend von dem TBDMS-geschiitzten L-Threoninbenzylester 254.

O H

N H
MTBDMS

TBDMSO O Ph-PCCO H H
ogn ———— Oj/ Nf\OTBDMS < o8 .
NH, PhsP” 07 “OBn oN
254 256 <~/
OBn
258
Eintrag LM Additiv T t Ergebnis
1 Toluol - 60 °C 14h 34% 258
2 Toluol - 50 °C 5h 256
3 CH,Cl, — RT 24 h —
4 THF — RT 18 h Kein Umsatz
5 THF — 60 °C 5h Kein Umsatz
6 THF Benzoesiure (0.2 Aq.) 60 °C 16 h Kein Umsatz

Ein Wechsel des Losungsmittels zu CH>Cl; fiihrte nach 24-stiindigem Riihren bei Raumtemperatur zu
einer unidentifizierbaren Mischung diverser Nebenprodukte (Eintrag 3), wihrend in THF weder bei
Raumtemperatur noch bei 60 °C ein Umsatz stattfand (Eintrdge 4 und 5). Auch die Zugabe von
0.2 Aquivalenten Benzoesdure, die laut Literatur die Addition der Aminogruppe an Ph;PCCO
beschleunigt, bewirkt keine Verbesserung und es wurde hauptséchlich nicht umgesetzte Aminosaure

nachgewiesen. ]

Die Beobachtung des Additionsproduktes in FEintrag 2 grenzt das Problem der erfolglosen
Tetramsiurebildung auf die Wittig-Cyclisierung ein. Das Gelingen der Reaktion mit Leucin!®! und die
Isolierung des Eliminierungsproduktes 258, das vermutlich nach der Abspaltung der Hydroxygruppe
aus dem Zwischenprodukt 256 entsteht, legen den Schluss nahe, dass die TBDMS-Gruppe als Ursache
anzusehen ist. Bestitigt werden diese Uberlegungen durch die Verdffentlichung von Laschat et al., die
den sterischen Einfluss von a-Amino-B-alkoxyestern in der Synthese von Tetramséuren mit PhsPCCO
untersuchten und die gleichen Beobachtungen machten.!'**! Sie berichten, dass sterisch anspruchsvolle
B-Hydroxyestergruppen wie TBDMS aufgrund eines rdumlich komprimierten, Edukt-&hnlichen
Ubergangszustands der intramolekularen Wittig-Reaktion die Cyclisierung beeintrichtigen (Abb. 91).

+
OR' OR2 OR1§ R? OR" OR?
- STH '
BocHN/MO _, | BocHN . BocHN/\/\Q
HN N HN PPh, HN
PPh, o 1 Y
o o R! = TBDMS, 0%
L _ R'=TIPS, 27%

Abbildung 91. Erklarung der erfolglosen Wittigcyclisierung bei Verwendung sterisch anspruchsvoller f3-

Hydroxyschutzgruppen durch eine sterische Hinderung im Ubergangszustand nach Laschat et al.['*]
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Die Verwendung der laut Laschat e al. im Vergleich zu TBDMS kleineren TIPS-Schutzgruppe
ermoglicht in diesem Fall die Cyclisierung. Eine Substitution am Stickstoff hat hingegen nur einen

geringen Einfluss.

Aufgrund dieser Erkenntnisse sollte der zu Verbindung 254 analoge TIPS-Ether 259 synthetisiert
werden (Abb. 92). Die Bildung des TIPS-geschiitzten L-Threonin-Benzylesters 259 mit TIPSCI und
Imidazol in Dichlormethan lieferte lediglich 9% Ausbeute. TIPSCI scheint im Gegensatz zu
TBDMSCI bei diesen Bedingungen nicht reaktiv genug zu sein, den Silylether mit der B-
Hydroxygruppe der Aminoséure auszubilden. Ein in der Literatur beschriebener Einsatz des
wesentlich reaktiveren TIPS-OTf als Silylierungsreagenz nach Disadee et al. macht jedoch eine

zusétzliche Blockade der Aminogruppe mit Fmoc zu Verbindung 261 und die anschlieBende

Entfernung dieser Schutzgruppe aus dem Produkt 262 notwendig. 4414
TIPSCI H
H
OH O el TIPSO 0 pnpcco ON-NH
OBn — ~ /H)j\OBn —_— ~ TIPS
NH, CH,Cl, NH, Toluol OBn
253 9% 259 Reflux, 18 h
Fmoc-OSu 34% 260
Na,COs Piperidin
Dioxan/HZO CH2C12
39%
OH O TIPSOTf TIPSO O
NEt;
oBn —— OBn
HN. HN.
Fmoc CHCl Fmoc
261 262

Abbildung 92. Synthese des TIPS-geschiitzten Tetramsdurebausteins 260 iiber die Dominosynthesestrategie.

Nach einer Vorschrift von Laschat et al. konnte die TIPS-geschiitzte Tetramsdure 260 durch
Refluxieren der Aminosaure 259 mit PhsPCCO (67) in Toluol in einer Ausbeute von 34% gewonnen

1441 Dabei ist penibel auf den Ausschluss von Wasser zu achten, da es ansonsten zur

werden.!
Zersetzung des Bestmann-Ylids unter Bildung des Methyltriphenylphosphoniumcarbonats kommit,

dessen Kation als m/z = 277.1 massenspektrometrisch detektiert werden kann.['4¢]

3.4.3 Synthese des Tetramsidurebausteins nach Jouins Methode

Aufgrund der oben angefiihrten aufwendigen Darstellung der TIPS-geschiitzten Aminosdure sollte
eine Synthese des Tetramsdurebausteins nach der Methode von Jouin unter Verwendung von
Meldrumséure (65) untersucht werden. Diese verlief ausgehend von TBDMS- und Cbz-geschiitzem L-

Threonin 263 in 25% Ausbeute (Abb. 93).
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Abbildung 93. Synthese des Tetramséurebausteins 264 und der fiir die ersten Kupplungsversuche verwendeten

Modellverbindung 266.

Um mogliche Probleme durch die Sauerstofffunktion in der Seitenkette des fiir die Synthese des
Paecilosetins benoétigten Bausteins 264 fiir die anfénglichen Kupplungsversuche zundchst zu
eliminieren, wurde die von L-Valin abgeleitete Tetramsdure 266 als Modellkomponente nach der
Methode von Fehrentz et al. in 44% Ausbeute hergestellt.5® '47) Bei den gewonnenen Verbindungen
ist darauf zu achten, dass in Losung und bei Lagerung iiber ldngere Zeit Dimere in Folge einer

Aldolkondensation zweier Molekiile entstehen.

3.4.4 Versuche zur direkten Kupplung an den Decalin-Aldehyd

Die bislang einzige in der Literatur bekannte, jedoch racemische Synthese von 3-Acyltetramsduren
durch Addition an einen Aldehyd mit anschlieBender Oxidation wurde von Jones et al. berichtet.['*®!
Diese verwendeten den 4-O-Methylenolether 267, welcher in 3-Position mit #-BuLi lithiiert (268)
wurde (Abb. 94).

/ / / /
O N n-BuLi (1.6 Aq) | O-N PhCHO OxN MnO, ON
= =
\I\;g_< THF Li p_< 70% HO CH,Cly, RT ©
OMe  -80°C.30min OMe ph OMe 85% pn OR
267 268 269 Naor [ 270 R = Me
a 271R=H

Abbildung 94. Racemische Tetramséduesynthese durch Umsetzung der Vinyl-Lithium-Derivate mit Aldehyden

nach Jones et al.

Nach Zugabe des Aldehyds, Oxidation mit MnO, und anschlieBender Spaltung des Methylethers 270
mit 1 N NaOH wurde die racemische 3-Acyltetramsdure 271 erhalten. Obwohl Deuterierungsstudien

nach Deprotonierung mit n-BuLi und Quenchen mit ds-Methanol ausschlieBlich das 3-deuterierte
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Derivat ergaben, wird die basische Spaltung des Methylethers nicht ohne den Verlust der

Stereoinformation an C-5 verlaufen und ist somit fiir eine enantioselektive Synthese ungeeignet.

Da andere Ethergruppen aufler der Methylgruppe aufgrund ihrer GroBe den Angriff an die
Aldehydfunktion moglicherweise beeintrachtigen, sollte zunichst versucht werden, die Aldolreaktion
mit Tetramsdure 266 durchzufiihren und durch die Verwendung sterisch anspruchsvoller Basen einen
Verlust der Stereoinformation an C-5 zu verhindern. Eine Eliminierung des entstehenden

B-Hydroxyalkohols sollte durch die Zugabe eines Oxidationsmittels unterdriickt werden.

Zunéchst wurde Modelltetramséure 266 mit Benzaldehyd unter der Verwendung von LiHMDS als
Base umgesetzt (Tabelle 17). Fiihrt man den Versuch bei Raumtemperatur unter Zusatz von DMP
(1.05 Aq.) durch, kann allerdings nur das a,B-ungesittigte Eliminierungsprodukt isoliert werden
(Eintrag 1). Ein Absenken der Reaktionstemperatur auf —78 °C und Riihren der Reaktionsmischung
unter langsamem Erwédrmen auf Raumtemperatur hatte ebenfalls die Eliminierung zur Folge
(Eintrag 2). Eine Erhohung der Menge an Oxidationsmittel auf 1.75 Aquivalente und der Base auf
2.10 Aquivalente fiihrte zum gleichen Ergebnis (Eintrag 3).

Tabelle 17. Versuche zur Kupplung von Tetramsédure 266 an Benzaldehyd.

Cbz Cbz
Cbz Os_H O N Oy N
Os N LiHMDS DMP
. — | Lo~ N\ | ------ > HO~

T ( (

o}

266 i 1
272 273
Base LM Ox. T Ergebnis
LiHMDS (1.05 Aq.) THF/DMF (1:1) DMP (1.05 Aq.) RT Eliminierung

LiHMDS (1.05Aq.)  THE/DMF (1:1) DMP (1.05Aq.)) -78°C—RT  Eliminierung
LiHMDS (2.10 Aq.)  THF/DMF (1:1) DMP (1.75Aq.) -78°C—RT  Eliminierung

Da die Konjugation zum Phenylsystem die Eliminierung zur o,B-ungesittigten Carbonylverbindung
noch zusitzlich begiinstigt, wurde Pivaloylaldehyd (274) als Kupplungspartner gewéhlt, der
gleichzeitig als Modellverbindung fiir Systeme mit quartirem Zentrum in a-Position dient (Tabelle

18).
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Tabelle 18. Versuche zur Kupplung der Tetramsdure 266 an Pivaloylaldehyd.

Cbz Cbz Cbz
O NI O H Base © N DMP 0 N
+ —— || )= | - -
M I Lio HO ~
S 0 o
266 274 B 1
275 276
Base LM Ox. T Ergebnis
1 LiHMDS (1.05 Aq.) THF — —78 °C—-RT  Eliminierungsprodukt
2 LiHMDS (2.10 Aq.) THF/DMF DMP (4 Aq.) -78 °C -
3 LiHMDS (2.10 Aq.) THF/CH,Cl, DMP (2 Aq.) —~78°C Eliminierungsprodukt
4 iPr,NEt (8.00 Aq.) THF/CH,Cl, DMP (2 Aq.)) -78°C—RT Eliminierungsprodukt
5 NEt;(0.25auf6.00 Aq.)  Benzol - RT Homoaldol-Produkt
6 NEt;(0.25 auf 6.00 Aq.) CH,Cl, - RT Homoaldol-Produkt
7 NEt; (0.25auf6.00 Ag.) MeOH - RT Homoaldol-Produkt
8 NEt; (0.25auf6.00 Aqg) MeCN - RT Homoaldol-Produkt
9 AlLOs (basisch, 5.00 Aq)) CHxCl, - RT Homoaldol-Produkt

Zur Uberpriifung, ob eine Kupplung an den sterisch anspruchsvolleren Aldehyd méglich ist, wurde
zundchst ohne den Zusatz von DMP gearbeitet. Es konnte das Eliminierungsprodukt nachgewiesen
werden (Eintrag 1). Die Wiederholung des Versuchs unter Verwendung von vier Aquivalenten DMP
in THF/DMF fiihrte zu einer komplexen Mischung (Eintrag 2). Nach Wechsel zu THF/CH,Cl, konnte
ebenfalls lediglich das Eliminierungsprodukt gewonnen werden (Eintrag 3). Auch die Verwendung
von iPr;NEt als Base ohne Lewis-saures Gegenion hatte die Bildung des eliminierten Produktes zur
Folge (Eintrag 4). Weitere Variationen der Reaktionsbedingungen mit NEt; in Anlehnung an Wnuk et

1491 Bei einer Verwendung

al. wurden ohne Zusatz eines Oxidationsmittels getestet (Eintriige 5 bis 8).[
von 0.25 Aquivalenten NEt; findet zundchst kein Umsatz statt, wihrend nach einer Erhohung der
Menge an Base auf 6.00 Aquivalente nach 12-stindigem Riihren lediglich homo-
Aldolkondensationsprodukte der Tetramséure festgestellt werden konnen. Die Verwendung basischen
Aluminiumoxids nach  Sylla et al. hatte ebenfalls nur die Bildung der

Tetramsiurekondensationsprodukte zur Folge (Eintrag 9).1'5%
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3.4.5 Ausblick

Da die Lithiierungs-Studien von Jones et al. zeigten, dass bei Verwendung von n-BulLi oder sterisch
anspruchsvollerer Basen wie LIHMDS das Stereozentrum an C-5 nicht in Mitleidenschaft gezogen
wird, konnte eine daran angelehnte Strategie eine direkte Kupplung ermdglichen.!'*¥] Statt des
Methylethers, der mit NaOH gespalten wurde, kdnnten alternative Schutzgruppen, beispielsweise eine
photolabile Gruppe verwendet werden. Sollte der sterische Anspruch dieser Gruppe einer direkten
Kupplung an den Decalinaldehyd nicht im Wege stehen, konnte die Schutzgruppe anschliefend leicht
und ohne Gefdhrdung des Stercozentrums entfernt werden (Abb. 95). Dass ein Angriff der
Tetramsdure an die in a-Stellung verzweigte Aldehydgruppe grundsétzlich moglich ist, konnte durch
die mit Pivaloylaldehyd durchgefiihrten Versuche gezeigt werden, die jedoch an der darauffolgenden

unerwiinschten Eliminierung scheiterten.

o=,
: ,n‘\/
TIPSO O >e P
phpcco Ox-N_ H LiHMDS O_N H H
/H)J\O/SG D_( ________ . > N (-
HN OTIPS L~ X OTIPS !

“SG 0 0 !
SG SG

SG = z.B. ortho-Nitrobenzyl "

OH  Deblockierung

Ox.
o) <=/ 08G e
HO / it o= 0SG - o,
OO GO GO
H ' H \ A

Paecilosetin (17)

Abbildung 95. Entwurf einer Synthese von Paecilosetin (17) unter Anwendung einer modifizierten Variante der

Methode nach Jones et al.
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3.5 Strukturaufklirung

3.5.1 Untersuchung der aktiven Inhaltsstoffe von Free and Easy Wanderer

Die chinesische Heilkrdutermischung "Xiao Yao San", in westlichen Landern unter dem Namen "Free
and Easy Wanderer" (FEW) vertrieben, wird in der traditionellen chinesischen Medizin seit ca. 800
Jahren zur Behandlung von depressiven Verstimmungen eingesetzt. Tabelle 19 zeigt die acht zu

Grunde liegenden pflanzlichen und pilzlichen Bestandteile.!'!]

Klinische Studien nach westlichen Standards deuten eine Wirksamkeit gegen Depressionen und eine
Verbesserung der Wirkung herkommlicher Antidepressiva bei gleichzeitiger Gabe der FEW-Mischung
an.!"®? Auch im westlichen Kulturkreis ist der Einsatz pflanzlicher Arzneimittel, wie Johanniskraut,
gegen leichte bis mittlere Depressionen seit langer Zeit verbreitet. Johanniskraut-Zubereitungen haben
in mehreren kontrollierten Studien vergleichbare Ergebnisse zur Behandlung von Depressionen wie
der klassische Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer (SSRI-Aufnahmehemmer) Fluoxetin gezeigt.!!>*)
Diese Wirkung wird hauptsdchlich auf die beiden Sekunddrmetabolite Hypericin und Hyperforin
zuriickgefiihrt, die ebenfalls als Serotonin-Wiederaufnahmehemmer agieren und dem bei

Depressionen auftretenden Serotonin-Mangel entgegenwirken.!!34

Ziel des vorliegenden Projektes war die Isolierung und Identifizierung derjenigen Substanzen der
FEW-Mischung, die fiir die beobachteten antidepressiven Wirkungen verantwortlich sein konnten.
Nach chromatographischer Auftrennung des H,O:MeOH:CH.Cl-Extrakts (1:4:5) durch die
Arbeitsgruppe um Prof. Dr. _ (Universitdt Mainz) wurden neun Fraktionen erhalten, in

denen zehn Substanzen identifiziert werden konnten.
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Tabelle 19. Zusammensetzung der Free&Easy Wanderer-Heilkrautermischung.

Deutscher Name Latein Chinesisch Inhaltsstoffe Zugeschriebene Wirkung
Weifle Pfingstrose Paeonia Shao Yao/  Albiflorin (277), Entziindungshemmend,
(geschilte Wurzel) lactiflora Bai Shao Paeoniflorin (278) krampflésend,

(radix alba) schmerzstillend,
blutdrucksenkend,
gerinnungshemmend

GroBkopfiges Atracylodes Bai Zhu Antibakteriell,

Speichelkraut macrocephala verdauungsfordernd,

(Wurzelstock) abfiihrend, harntreibend,

gerinnungshemmend

Chinesische Mentha Bo He Entziindungshemmend,

Ackerminze haplocalycis/ antibakteriell, krampflsend,
arvensis/ schmerzlindernd,
haplocalyx schweiftreibend, kiithlend

Chinesische Bupleuri radix Chai Hu Fiebersenkend,

Hasenohrwurzel entziindungshemmend,

hustenstillend,
blutdrucksenkend, antibiotisch
gegen M. tuberculosis

Chinesischer Angelica Dang Gui Antibakteriell,

Engelwurz polymorpha var. schmerzstillend,

(Wurzel) sinensis entziindungshemmend,

kreislauffordernd, beruhigend

Kokospilz/ Poriae Fu Ling Harntreibend, beruhigend,

Kiefernschwamm sclerotum cocos blutzuckersenkend

(weilles albae

Dauermycel)

Ural- Glycyrrhiza Gan Cao Isoliquiritin (279), Antibakteriell,

Siiholzwurzel uralensis Liquiritin (282), entziindungshemmend,

Isoliquiritin Apiosid  krampflosend, galletreibend,
(280), Ononin (283), blutdrucksenkend
[-Hydroxy-DHP

(281)

Frischer Ingwer Zingiberis Sheng Gegen Erbrechen/Ubelkeit,
officinale Jiang krampflésend, antiseptisch,
rhizoma recens kreislauffordernd,

schleimlésend

Eine der aus dem Extrakt gewonnenen Substanzen wurde als Albiflorin (277) identifiziert, ein
glukosyliertes und benzoyliertes, monoterpenoides, tricyclisches Lakton mit der Summenformel
C23H23011 (Abb. 96). Diese wurde durch hochaufgeldste Massenspektrometrie bestitigt. Die NMR-
Daten und der Drehwert der Probe von ap* =-7.3 (¢ = 0.07, MeOH) stimmen mit den in der Literatur

berichteten Daten iiberein.[!*"]
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Abbildung 96. Albiflorin und Paeoniflorin. Beide Verbindungen stammen vermutlich aus Paeonia lactiflora.

Als weiterer Inhaltsstoff wurde Paeoniflorin (278) gefunden, ein Isomer des Albiflorins, welches eine
zusitzliche Sauerstoffbriicke und ein Hemiacetal-Motiv enthélt. Der Drehwert von ap* = -23.2

[155

(¢ =0.17, MeOH) und die weiteren Daten stimmen mit der Literatur iiberein.'>> Beide Substanzen

sind die aktiven Hauptkomponenten in Wurzelextrakten der milchweilen Pfingstrose (Paeonia

[156] Tm forcierten Schwimmtest

lactiflora), die zur Behandlung von Depressionen eingesetzt werden.
nach Porsolt an Maiusen zeigten sie antidepressive Eigenschaften, wobei die Wirksamkeit von
Albiflorin leicht iiberwiegt. Die Aussagekraft dieses Tests zur Ermittlung der Hoffnungslosigkeit von
Nagetieren bei der Gefahr des Ertrinkens ist jedoch in Bezug auf die Wirkung von Antidepressiva
beim Menschen umstritten. Dariiber hinaus weisen beide Substanzen anti-inflammatorische Effekte
auf.l>) Auch diese Eigenschaft kann im Hinblick auf eine antidepressive Aktivitit von Bedeutung
sein, da Hinweise auf die Beteiligung entziindlicher Prozesse bei manchen depressiven Erkrankungen

bestehen.[!38]

Weitere aus FEW gewonnene Naturstoffe gehoren der Klasse der Chalcone an (279 und 280).
Isoliquiritin (279) mit einem Drehwert von op?® = -354 (¢ = 0.16, MeOH) besitzt ein
2'4' 4-trihydroxliertes Chalcongeriist (Isoliquirigenin), das an der 4-Hydroxygruppe glucosyliert ist.
Isoliquiritin-Apiosid  (280) ist zusdtzlich iber den Glucose-Rest des Isoliquiritins
02-O1-B-glycosidisch ~ mit einem  D-Apiose-Baustein  verkniipft ~ (Abb.  97).11  Mit
1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-1-propanon (f-Hydroxy-DHP, 281) konnte
moglicherweise auch ein Vorldufer des Isoliquiritins isoliert und identifiziert werden.!'”! Bei der
HPLC/MS-Analyse dieser Verbindung kann nur das o,B-ungesittigte Carbonylsystem nach
Wasserabspaltung mit einer Masse von m/z = 257.1 detektiert werden. Die Probe weist im Gegensatz
zum in der Literatur verdffentlichten racemischen Gemisch einen Drehwert von ap® = -8.9 (¢ = 0.06,
MeOH) auf. Die vielen freien Hydroxylgruppen verhinderten jedoch eine Bestimmung des
Stereozentrums durch chiroptische Methoden und anschlieBendem Vergleich mit berechneten

Spektren.
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Abbildung 97. Isoliquiritin, Isoliquiritin-Apiosid, f-Hydroxy-DHP, Liquiritin und Ononin. Alle Verbindungen

sind als Inhaltsstoffe der Glycyrrhiza uralensis bekannt.

Das glucosylierte Flavanon Liquiritin (282) konnte ebenfalls als Bestandteil der FEW-Mischung
identifiziert werden. Der Drehwert von ap® = -35.4 (¢ = 0.16, MeOH) und die restlichen Daten
stimmen mit der Literatur iiberein.['3*® 111 In der gleichen Fraktion, in der auch Isoliquiritin-Apiosid
gefunden wurde, lag in einer 1:1-Mischung mit diesem das Isoflavon Ononin (283) vor.[13%% 15%1 Alle
fiinf Verbindungen finden sich in der Ural-SiiBholzwuzel (Glycyrrhiza uralensis), engl. Liquorice root,
worauf einige der Trivialnamen bereits hindeuten. Auch diese Pflanze wird in der Naturheilkunde
gezielt zur Behandlung von Depressionen eingesetzt und enthdlt nach Literaturangaben acht

verschiedene MAO-Hemmer.!'%%

Sowohl fiir Liquiritin als auch fiir Isoliquiritin werden in der
Literatur anti-depressive Wirkungen beschrieben.['®¥) Beide filhren zu einem Anstieg der
Neurotransmitter Serotonin und Noradrenalin. Dariiber hinaus wirkt Liquiritin als selektiver ER- und
als partieller ERa-Agonist. f-Hydroxy-DHP dagegen senkt den Testosteronspiegel und zeigt Aktivitét

bei der Bekidmpfung von Prostata-Krebs. 160!

Neben den bisher beschriebenen Substanzen wurden drei weitere Verbindungen identifiziert, die sich
nicht ohne Weiteres einem der Bestandteile der FEW-Mischung zuordnen lassen (Abb. 98). Baicalin
(284), ein glucuronidiertes Flavonoid, ist ausschlieBlich in Wasser und DMSO I6slich und zeigte einen
Drehwert von op® = —46.0 (¢ = 0.05, H,0).['"" Es wird hauptsichlich im Baical-Helmkraut
(Scutellaria baicalensis) gefunden, das in der chinesischen Medizin unter dem Namen "Huang qin"
gerne wegen seiner entziindungshemmenden und antibakteriellen Wirkung eingesetzt wird. Des
Weiteren kommt es in den Scutellaria-Arten S. lactiflora und S. galericulata und dem Damoklesbaum

(Oroxylum indicum, Mitternachtshorror) vor.
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Abbildung 98. Baicalin, Pentagalloyl-f-D-Glucose, Oroxylosid.

Klinische Studien zeigten anxiolytische Effekte ohne sedative Eigenschaften, die auf eine Wirkung
des Baicalins als positiv allosterischer Modulator an der Benzodiazepin-Bindungsstelle und/oder einer
nicht-Benzodiazepin-Bindungsstelle des GABAa-Rezeptors zuriickgehen.!'®S! Baicalin zeigte dariiber
hinaus eine Wirkung als Hemmer der reversen Transkriptase. Mit Oroxylosid (286) konnte auch das
6-O-methylierte Derivat des Baicalins isoliert werden.['®! Es wurde ebenfalls im Damoklesbaum
(Oroxylum indicum) gefunden und zeigte eine Inhibierung des NFxB-Wegs durch PPARy-

1671 Pentagalloyl-B-D-glucose (285) ist ein Vorldufer der Tannine, die in vielen Pflanzen

Aktivierung.!
als quantitative pflanzliche Sekunddrmetabolite zur unspezifischen Abwehr von Fressfeinden
gefunden werden und die Fihigkeit besitzen, Proteine zu fillen.!'®! Pentagalloyl-B-D-glucose wurde in
der Wurzel der Strauch-Pfingstrose (Paeonia suffriticosa) gefunden und konnte wie Albiflorin und

Paeoniflorin als Inhaltsstoff von Paeonia lactiflora in der FEW-Mischung vorliegen.!'®”]

In Bezug auf die anféngliche Fragestellung scheinen die gefundenen Inhaltsstoffe der FEW-Mischung
eine Wirksamkeit gegen depressive Erkrankungen zu unterstiitzen. Diese scheint vor allem auf die
beiden Bestandteile Paeonia lactiflora und Glycyrrhiza uralensis zuriickzufiilhren zu sein, die den
groBBten Teil der gefundenen, potentiell antidepressiven Wirkstoffe beinhalten und beide in der
chinesischen Medizin und Naturheilkunde als Heilpflanzen gegen Depressionen eingesetzt werden.
Dabei greifen die Wirkstoffe, wie bei der traditionellen chinesischen Medizin iiblich, unterschiedliche
Zielstrukturen an. Es finden sich selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (Albiflorin,
Paeoniflorin, und Isoliquiritin), die die Verweildauer des Serotonins im synaptischen Spalt erhGhen
und somit den Serotonin-Mangel bei den Patienten ausgleichen.['! Gleichzeitig ist mit Baicalin ein
Wirkstoff vorhanden, der durch Einwirkung auf den GABA-Rezeptor anxiolytische Effekte erzielt.
Auch die Inhibierung des NFkB-Wegs durch Oroxylosid und das Vorhandensein anderer anti-
inflammatorischer Effektoren (Albiflorin, Paconiflorin) konnten bei der Behandlung von Depressionen
vorteilhaft sein, da Studien bei gewissen depressiven Erkrankungen auf eine Beteiligung entziindlicher

171

Prozesse bei der Krankheitsentstehung hindeuten.'’!) Ob es Vorteile gegeniiber der Behandlung mit

102



ALLGEMEINER TEIL

klassischen Antidepressiva, beispielsweise ein geringeres Nebenwirkungspotential gibt, miisste jedoch

erst durch klinische Studien erwiesen werden.

3.5.2 Strukturaufklarung des Pilzmetaboliten €99390

Aus einem Pilz des Genus Cladorrhinum wurde durch das IBWF Kaiserslautern ein gelber, amorpher
Feststoff isoliert. Wie durch HR-Massenspektrometrie bewiesen werden konnte, weist er eine
Summenformel von C;¢H14Os auf. 3C-NMR-Experimente zeigten das Vorhandensein von neun
quartdren Kohlenstoffatomen, fiinf Methingruppen und je einer Methylen- und Methylgruppe an.
'"H-NMR-Experimente deuteten auf eine 2,3,5-trisubstituierte Phenoleinheit hin, wobei ein scharfes
Signal des phenolischen Protons bei & 12.39 ppm auf eine Acylgruppe in ortho-Position zur
OH-Gruppe hinwies (C-9, Abb. 99). Eine der beiden meta-Positionen des aromatischen Systems
musste aufgrund der chemischen Verschiebung von & 154.9 ppm (C-5a) einen Sauerstoffsubstituenten
tragen, wahrend HMBC-Kontakte der beiden aromatischen Protonen (& 7.01/105.6 ppm H-5,
6 6.78/109.9 ppm, H-7) zur Methylengruppe (6 4.66/64.2 ppm) und deren tieffeldige Verschiebung fiir
das Vorhandensein eines Hydroxymethylensubstituenten an der zweiten meta-Position des Phenols
sprachen. Das HMBC-Spektrum zeigte Kontakte der Carbonylgruppe (8 182.6 ppm, C-9) und eines
quartiren Kohlenstoffs (6 115.6 ppm, C-9a) ausgehend von einem olefinischen Proton bei 6 6.62 ppm
(0 121.4 ppm, H-4). Den COSY-Kontakten zu Folge ist dieses von einem zweiten olefinischen Proton
(6.59/141.8 ppm, H-3) benachbart und bildet zusammen mit diesem und einer hydroxylierten
Methingruppe (& 4.55/71.5 ppm, H-3) ein allylisches System. HMBC-Kontakte des olefinischen
Protons H-3 zu zwei oxygenierten, quartiren Kohlenstoffen bei 6 79.9 ppm (C-1) und 6 161.6 ppm (C-
4a) ergaben das Grundgeriist. Ein weiterer HMBC-Kontakt des Methinprotons H-2 auf eine
Methylesterfunktion (6 173.6 ppm; 3.72/52.9 ppm) vervollstindigte das Substitutionsmuster. In den
NOESY -Spektren ist zwar ein Kontakt des Protons H-2 und der C-1-Hydroxygruppe zu sehen, jedoch
konnte dies aufgrund der Ringkonformation bei beiden relativen Konfigurationen der Stereozentren

der Fall sein. Ein Kontakt der Estermethylgruppe mit H-2 ist nicht zu sehen.

0..v,OMe
OH O Y 4y

— Cosy 8 o £
'/ 8a 9a([\ '2

~ HMBC HOUSNL 2
TEORT
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Abbildung 99. Pilzmetabolit €99390.

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration wurden ECD-Spektren einer 0.1 millimolaren Lsung in
MeOH aufgenommen. Es zeigten sich grole Abweichungen der experimentellen Daten mit den fiir die

verschiedenen Konfigurationen berechneten Spektren, sodass eine Bestimmung der absoluten
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Konfiguration nicht méglich war. Kristallisationsversuche zur Ermittlung der relativen Konfiguration
mittels Rontgenstrukturanalyse waren ebenfalls nicht erfolgreich. Gegen eine cis-Stellung der beiden
Hydroxygruppen spricht jedoch die hohe Aromatisierungsneigung, die eine solche Verbindung
aufgrund der anti-Stellung der C-1-Hydroxygruppe zu Proton H-2 zeigen wiirde. Eine eindeutige
Aussage zur Stereokonfiguration ist auf Grundlage der gewonnenen Daten allerdings nicht moglich.
Der Drehwert der Verbindung betrug ap?® = ~72.6 (¢ = 0.2, MeOH). Die Verbindung scheint ein naher
Verwandter der o- und B-Diversonolester und anderer Xanthone wie der Blennolide A und B,

Xanthepinon, Brocaenol C sowie Fusidienol bzw. Fusidienol A zu sein.!'"

3.5.3 Untersuchung der Inhaltsstoffe der Ampferarten Rumex crispus und acetosella

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. - (Uni Mainz) wurden Extrakte des Kleinen
Sauerampfers (Rumex acetosella) und des Krausen Ampfers (Rumex crispus) auf biologisch wirksame
Substanzen untersucht. Die Wurzel des Rumex crispus ist in der Volksheilkunde zur Behandlung von
Haut- und Darmerkrankungen bekannt, wird heutzutage aber nur noch selten verwendet.'”*! Die
Wirksamkeit bei bestimmten Darmerkrankungen wird auf die abfiihrende Wirkung der enthaltenen

Anthrachinone zuriickgefiihrt, die auch in der vorliegenden Untersuchung isoliert werden konnten.!'”4
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Zusitzlich sind antioxidative und antibakterielle Eigenschaften bekannt.!'”>) Rumex acetosella dagegen

wird von kanadischen Ureinwohnern zur Behandlung von Krebserkrankungen genutzt.!76]

In den Rumex crispus-Extrakten fanden sich vier verschiedene Anthrachinone (288-291, Abb. 100).
Emodin (288) ein 6-methyl- und 1,3,8-trihydroxysubstituiertes Anthrachinon, das in vielen Pflanzen
und Pilzen gefunden wird, ist fiir seine abfiihrende Wirkung bekannt. Neben dieser Eigenschaft wurde
jedoch auch eine selektive Inhibierung der 114-Hydroxysteroidreduktase 1 (118-HSD-1)
nachgewiesen, weswegen ein Einsatz als Wirkstoff gegen Typ-2-Diabetes mellitus untersucht

wurde.'”’

| Die Verbindung zeigte sich auBerdem aktiv gegen diverse Tumorzelllinien und besitzt
antivirale Wirkungen gegen das Cytomegalo- und Herpes simplex-Virus.'” Parietin (289), der C-6-
O-Methylether des Emodins, das ebenfalls aus Rumex crispus isoliert werden konnte, zeigt neben
einer intensiv gelb-orangen Farbung antibakterielle und fungizide Eigenschaften. Die Verbindung
wird neben R. crispus hauptsichlich in Flechten hoher gelegener Regionen gefunden, die sie aufgrund
ihrer Absorptionseigenschaften zum Schutz vor UV-B-Strahlung produzieren.'’”! Parietin ist
auBerdem ein potenter Inhibitor der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase und konnte fiir die

Tumortherapie interessant sein. 8%
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Abbildung 100. In Rumex crispus (RC) und Rumex acetosella (RA) gefundene Substanzen.

Chrysophanol (290), auch Chrysophansaure, ist das C-6-Deoxyderivat des Emodins und zeigte neben
Antitumorwirkungen auch antidiabetische Eigenschaften.'8] Neben den genannten Verbindungen
fand sich de