in der Helmholtz-Gemeinschaft

Forschungszentrum Jilich ”

Institut flr Biotechnologie

Untersuchungen zur Biosynthese von
Biarylnaturstoffen in dem Filamentosen Pilz
Penicillium citreo-viride

Daniel Drochner




Berichte des Forschungszentrums Julich 4117




Untersuchungen zur Biosynthese von
Biarylnaturstoffen in dem Filamentosen Pilz
Penicillium citreo-viride

Daniel Drochner



Berichte des Forschungszentrums Jiilich ; 4117
ISSN 0944-2952

Institut fur Biotechnologie JUl-4117

D 5 (Diss., Bonn, Univ., 2003)

Zu beziehen durch: Forschungszentrum Jilich GmbH - Zentralbibliothek
D-52425 Julich - Bundesrepublik Deutschland
@ 02461 61-5220 - Telefax: 02461 61-6103 - e-mail : zb-publikation@fz-juelich.de



Untersuchungen zur Biosynthese von Biarylnaturstoffen in dem Filamentésen

Pilz Penicillium citreo-viride

Biarylverbindungen stellen in der organischen Chemie wegen ihrer vielféltigen Eigenschaften
as pharmakologisch aktive Naturstoffe oder chirde Reagentien sehr interessante
Synthesezele dar. Die Vergabe des Chemie-Nobelpreises im Jahre 2001 an Ryoji Noyori hat
die besondere Bedeutung dieser Verbindungsklasse nochmals verdeutlicht.

Die demische Synthese von ratlrlich vorkommenden Biarylverbindungen ist haufig sehr
aufwendig. Im Vergleich dazu verlauft die Biosynthese dieser Naturstoffe in biologischen
Systemen in einem Schritt und beinhaltet radikalische Zwischenstufen. Diese sogenanrnte
oxidative Phenolkuppgung wird von den jeweligen Organismen so dirigiert, dal3

Biarylverbindungen mit einer charakteristischen Regio- und Stereochemie entstehen.

Zur Untersuchung deses Biosyntheseschrittes wurde en interdisziplindrer Ansatz an der
Schnittstelle  awvischen  organischer  Chemie und  Mikrobiologie gewahlt. Als
Modellorganismus wurde der filamentdse Pilz Penicilli um citreo-viride ausgewahlt und fir
diesen ein Protokoll zur reproduzierbaren Kultivierung erarbeitet. Dadurch wurde die
Isolierung von Naturstoffen, der Aufbau eines Analytik-Assays und de Durchfihrung von
Biosyntheseuntersuchungen. Es konrte gezegt werden, dal3 die monomere Vorlaufersubstanz
semi-Vioxanthin wahrend der Kultivierung vollsténdig metabolisiert wird und sich nur noch

Biarylnaturstoffe in dem Mycd des Pil zes finden.
OH OH O

Penicillium citreo-viride:
H5CO “CH

3

(R)-semi-Vioxanthin Vioxanthin

Die diemischen Arbeiten befasden sich mit der stereoselektiven Synthese von Naturstoffen,
wie dem semi-Vioxanthin und Vioxanthin. Dabei konnten wverschiedene Strategien zur
Synthese von Biarylverbindungen erarbeitet werden. Darunter eine neuartige unselektive
oxidative Phenolkupdung von Orsdlinsaureestern mit Eisen(lll) chlorid, die dle drei
madglichen regioisomeren Kuppungsprodukte in Gesamtausbeuten von 70 % liefert. Zur
Vorbereitung weiterer molekularbiologischer Arbeiten wurde @n innovatives Verfahren zum
Screening von Lipasen entwickelt, welches auf der chiroptischen Methode des

Circulardichroismus basiert.






Studies on the Biosynthesis of Biaryl Natural Products in the Filamentous

Fungus Penicillium citreo-viride

Biaryl compounds are very interesting synthetic targets in organic chemistry because of their
multifaceed properties as pharmaawmlogicaly adive natural products or chiral reagents. The
awarding of the Nobel Prize to Ryoji Noyori in 2001 has highlighted the impad of this class

of compounds.

Often, the dhemicd synthesis of naturally occurring biaryl compounds is very complex. In
nature, these natural products are biosynthesized in one single step, which involves radicd
intermediates. The biaryl compounds produced by this oxidative phenolic coupling exhibit a

regio- and stereochemistry charaderistic for their individual biologicd origin.

To investigate the biosynthesis an interdisciplinary approach between organic chemistry and
microbiology was chosen. At first, a protocol for the reproducible adltivation of the model
organism Penicilli um citreo-viride was elaborated which enabled the isolation of secondary
metabolites, the development of an analyticd asssy and the performance of feeading
experiments. It could be shown that the monomeric preaursor semi-Vioxanthin is metabolized
completely during fermentation and only biaryl natural products are present in the mycdium

of the fungus.
OH OH O

Penicillium citreo-viride.
HsCO “CH

3

(R)-semi-Vioxanthin Vioxanthin

The dchemicd work dedt with the total synthesis the natural products semi-Vioxanthin and
Vioxanthin. Thereby, several strategies for the synthesis of biaryl compounds were
developed. A novel unseledive oxidative phenolic coupling of orsdllinates with ferric
chloride was established which furnished all three possble regioisomeric coupling products in
overal yields of 70 %. In preparation for further moleaular biologicd work an innovative
screening for lipases was developed which bases on the diropticd method of circular

dichroism.
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Symbole fir verwendete Grél3en
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ee [%0] Enantiomereniiberschuf3
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Mol. CD  [deg cm? deamol™] Molekularer Circulardichroismus (= Ag)
Sk [deg] beim FDCD gemessenes Signal

t [seq min, h, d] Zeit
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[a]] [10 ceg cm? ¢! Spezfische Drehung bei Temperatur T und Wellenlénge A
Ae [deg cm? dezmol™]  Molarer Circulardichroismus (= Mol. CD)
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£ [cm? mmol ] molarer Absorptionskoeffizient
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Abkirzungen
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+M-Effekt positiver, mesomerer Efekt

1,2-DME 1,2-Dimethoxyethan

abs absolutiert

Ac Aceylgruppe, -rest

ar aromatisch
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BINAL-H Binaphtol-modifiziertes Aluminiumhydrid

BINAP 2,2"-Big(diphenylphosphanyl)-1,1’ -binaphthyl
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BOM Benzyloxymethyl
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CIP Cahn-Ingold-Prelog



v Verzechnis der Symbole und Abklrzungen
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E Elektrophil
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FT Fourier-Transformation
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gef. gefunden

ges. geséttigt

HCl Sazsaure

HPLC Hochleistungsfliissgkeitschromatographie
HRMS Hochaufl6sende Massenspektrometrie (high resolution mass pedrometry)
i-Bu iso-Butylgruppe, -rest

IR Infrarotspektroskopie, -spektrum
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konz. konzentriert
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MeOH Methanol

MOM Methoxymethyl
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Einleitung 1

1 Einleitung

Axia chirale Biarylverbindungen besitzen in der organischen Synthese aufgrund ihrer interes-
santen Eigenschaften und vielseitigen Einsatzmoglichkeiten eine sehr grofRe Bedeutung.™
Prominentester Vertreter dieser Substanzklass ist das Binaphthol (1),” desen Sterecisomere
in enantiomerenreiner Form kommerziell erhdltlich sind. Hauptsadlich wird es als chirales
Reagenz 2% oder als chiraler Ligand 3'¥ in der stereoselektiven Synthese eéngesetzt (siehe

Abbildung 1-1).
T, OO, e OO
co™ cyt oo™

(M)-Binaphthol (1) (M)-BINAL-H (2) (M)-BINAP (3)

Abbildung 1-1:  Binaphthol (1) und einige seiner in der organischen Synthese verwendeten Derivate.

Die Bedeutung dieser Verbindungsklasse wird dadurch hervorgehoben, dal3 die Biarylachse
ein gemeinsames Merkmal einer Vielzahl von strukturell, biosynthetisch sowie pharmakolo-
gisch interessnten Naturstoffen aus Pflanzen, Pilzen und Bakterien ist.!”! Da tberall dort, wo
in der Natur Phenole vorkommen, die entsprechenden Dimere entstehen konrnen, existieren
Biarylnaturstoffe mit grol¥er struktureller Diversitét, die sich von polyketidischen Vorlaufern,
von aromatischen Aminosauren kzw. Shikimisaure oder von Terpenen ableiten kénnen. Prin-

zipiell kénren diese Naturstoffe wie folgt klassfiziert werden (siehe Abbildung 1-2, S. 2):

» Biaryle, die aus zwei identischen Molekilhdften bestehen:
Es werden konstitutionell symmetrische und kongtitutionell unsymmetrische Biarylver-
bindungen unterschieden, die durch eine intermolekulare Dimerisierung an identischen
bzw. unterschiedlichen Positionen von zwei gleichen monomeren Vorlaufersubstanzen
entstehen. Typische Vertreter dieser Biarylklas®e sind das Gossypol (4),'! ein Wirkstoff
mit antispermatogener Aktivtat, das Skyrin (5),!® ein Pigment aus Standerpilzen, sowie
das Desertorin C (6),'”! ein Mycotoxin aus Schimmelpil zen.

" Zur Bezeichnung der absoluten Konfiguration von Biarylverbindungen siehe S. 8.



2 Einleitung

» Biaryle, die aus zwei unterschiedlichen Molekillhélften bestehen:
Diese Biarylverbindungen entstehen durch eine intermolekulare Dimersierung zweler
nicht identischer, monomerer Vorlaufersubstanzen. Naphthylisochinolinalkaloide,® wie

das Dioncophyllin C (7), sind Biarylnaturstoffe dieser Klasse.

Y

Biaryle, deren Biaryladhse durch eine intramolekulare Reaktion aufgebaut wird:
Als prominenter Vetreter dieser Klase ist das Glycopeptid-Antibiotikum Vancomycin (8)

zu nennen.®

CH3 OCH3
O
o O
CH3
O OCH3

o |

HO
HO

OH O OH o

(M)-(-)-Gossypol (4) (P)-(+)-Skyrin (5) (M)-Desertorin C (6)

OH CHs
R = Zuckerrest

(P)-Dioncophyllin C (7)

Vancomycin (8)

Abbildung 1-2:  Ausgewdhlte, nattrlich vorkommende Biarylverbindungen.

Naturlich vorkommende Biarylverbindungen weisen folgende Besonderheiten auf:

» Die Biosynthese afolgt regio- und stereoselektiv. Daher besitzen Biarylnaturstoffe ane
fur ihre biologische Herkunft charakteristische Verknipfung und réaumliche Anordnung
der Molekilhéften.

» Dadurch, dald in den hiogenetischen, monomeren Vorlaufern meist mehrere &tivierte
Positionen vorhanden sind, existieren in der Natur Familien strukturell eng verwandter
Biarylnaturstoffe. Diese Art der Biodiversitét wird zum Beispiel bei den Naphthyl-
isochinolinalkaloiden Dioncophylin A, B und C aus der Pflanze Triphyophyllum
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peltatum’® be den dimeren Dihydroanthraceonen Flavomannin  (Penicilli um
wortmannii ), Atrovirin (Cortinarius atrovirens) und Torosaol I1l (Cassa torosa)!*! sowie
bei den dimeren Cumarinen Kotanin (9) (Aspergillus clavatus), Isokotanin A (10)
(Aspergill us alliaceus) und Desertorin C (6) (Emericdla desertorum) beobadtet (siehe
Schema 1-1).'? Diese dimeren Cumarine kommen richt nebeneinander in demselben
Organismus vor, sondern werden ausgehend von einem Substrat, Desmethylsiderin

(12),™*¥ in einem Schritt regio- und stereoselektiv von dem jeweili gen Pilz dimerisiert.

CH3 OCHg CH3 OCHg
O X 0.0 OCHs O =
CH3; OCH
HsCO o o \ O 3 8 H3CO o o
H3CO 0._0 H3CO CHg
H3CO H3C O
_ H5;CO 0~ 0 ‘ OCHjs
CH;3 OCHg 0
(0]
Kotanin (9) Isokotanin A (10) Desertorin C (6)
(Aspergillus clavatus) (Aspergillus alliaceus) (Emericella desertorum)
CH3 OCHj3
N
R (O 6]

R =H: Desmethylsiderin (11)
R = OCHj3 : Siderin (12)

Schema 1-1: Die Familie der dimeren Cumarine Kotanin (9), Isokotanin A (10) und Desertorin C (6) aus
filamenttsen Pil zen.

Im Vergleich zu den chemischen Synthesen von Biarylnaturstoffen, die oft eine Vielzahl von
Stufen bendtigen, ist die Natur in der Lage, diese Verbindungen ausgehend von einem Sub-
strat, in einem Schritt regio- und stereoselektiv zu synthetiseren. Deswegen ist es fir den
organischen Chemiker besonders interessant, die Ursache dieser Selektivitét bei der
biologischen Bildung von Biarylachsen zu untersuchen und diese Methoden auf die chemi-

sche Synthese au Ubertragen.
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Ziel der Arbeit

Zie der Arbeit ist es, in einem neuartigen, interdisziplindren Ansatz organisch-chemische,

analytische und mikrobiologische Methoden zu entwickeln, die es ermdglichen, die Biosyn-

these von Biarylnaturstoffen zu untersuchen. Bei der Beabeitung dieser Thematik ist eine

systematische Planung der V orgehensweise von grof3er Bedeutung:

>

‘7

Auswahl und Kultur eines gedgneten hiologischen Systems als Modellorganismus zur

Durchfihrung der Biosyntheseuntersuchungen in Zusammenarbeit mit Mikrobiologen.

Chemische Synthese der von dem ausgewéhlten Organismus produzierten Biarylna-
turstoffe und monomeren Vorlaufern. Da der gezelte Aufbau der Biarylachse der ent-
scheidende Schritt in der Synthese der Dimeren ist, soll eine vergleichende Untersuchung

von verschiedenen Methoden zur Darstellung von Biarylen durchgeftihrt werden.

Fur die Biosyntheseuntersuchungen ist es notwendig einen Analytik-Assay zu etablieren,
der die systematische Analyse der Metabolitzusammensetzung wahrend der Kultur er-
madglicht. Weiterhin sollen die Grundlagen fur ein Screening-Verfahren erarbeitet werden,
welches die Analyse @nes hohen Probenaufkommens erlaubt. Dies wirde dann weiter-

gehende Biosyntheseuntersuchungen auf genetischer Ebene emaglichen.

Der Beweis der sdlektiven Dimerisierung soll durch Verfiitterung des **C-markierten,
potentiellen monomeren Vorlaufers an den Modellorganismus und Nachweis der Markie-

rung in dem vom biologischen System produzierten Biarylnaturstoff erbradt werden.
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1. Stammauswahl

Produzenten von axial-chiralen Biaryl-
naturstoffen

2. Chemische Synthese

Methoden zur Synthese von Biaryl-
verbindungen

3. Analytik
Aufbau von Assay-Systemen zur

Metabolituntersuchung und Biosynthese
untersuchung

4. Biosyntheseuntersuchung

Nachweis der selektiven Dimerisierung
durch Verfitterungsexperimente

Abbildung 2-1: Die Untersuchung der Biosynthese von Biarylnaturstoffen soll in vier Arbeitsschritten erfol-
gen.
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3 Allgemeiner Tell

3.1 Die oxidative Phenolkupp lung

Wie in der Einleitung (sehe S. 1) erwahnt, konnen Biarylverbindungen in der Natur immer
dort auftreten, wo die entsprechenden monomeren Phenole vorkommen. Die Ursache dafir
liegt in der Neigung von Phenolen, durch Deprotonierung des phenolischen Protons und Ein-

Elektronen-Oxidation sogenannte oxidative Phenolkupdungen einzugehen.

Medhanistisch betrachtet, wird unter dem Begriff ,, oxidative Phenolkupdung® eine inter- oder
intramolekulare Dimerisierung von zwei Aryleinheiten verstanden (siehe Schema 3-1). Die
dabel intermediar auftretenden Radikale sind duch Delokalisation des ungepaaten Elektrons
stabili siert. Dieses kann sich am Sauerstoffatom (Verbindung 148, am Kohlenstoffatom in
para-Position (Verbindung 14c) oder an den beiden Kohlenstoffatomen in ortho-Position zum
Sauerstoff (Verbindungen 14b und 14d) befinden. Durch Selbstkuppung identischer Radikale
entstehen konstitutionell symmetrische und duch Kreuzkupdung unterschiedlicher Radikale
entstehen konstitutionell unsymmetrische Biarylverbindungen. Intermedidr treten zunadst
Cyclohexadienone auf, die sich in die entsprechenden aromatischen Verbindungen umlagern.
Die Kuppung von Sauerstoffradikalen spielt eine untergeordnete Rolle, da die hdchsten
Spindichten an den C-Atomen gefunden werden.™ Dies siegelt sich in den typischen Sub-
gtitutionsmustern der Biarylnaturstoffe wieder, da sie Ublicherweise Sauerstoffunktionen in
ortho- und/oder in para-Stellung zur Biarylachse besitzen (siehe Beispiele in Abbildung 1-2,
S. 2).

{ konstitutionell symmetrische Biaryle ]

TXZ TXZ TXZ
0] O 0]
AN N L4 L]
Ve -H',-e Ve K e e
14b 1l4c 14d

7

[konstitutionell unsymmetrische Biaryle]

Schema 3-1:  Mecdansimus der oxidativen Phenolkuppung tber mesomeriestabili sierte Phenoxy-Radikale.
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Neben dieser direkten Kupdung zweler Phenoxy-Radikale werden noch zwel weitere Mecdha
nismen diskutiert, die ausgehend von Phenol 13 Uber radikalische Zwischenstufen zu den kor-
respondierenden Biarylverbindungen filhren (siehe Schema 3-2):*°

» Homolytische aomatische Substitution (1):
Zunachst wird duch Abstraktion eines Protons und eines Elektrons das Phenoxy-Radikal
14 erzeugt, welches durch Reaktion mit dem Phenol 13 ein dimeres Radikal 15 bildet.
Dies kann durch Deprotonierung und Ein-Elektronen-Oxidation das Cyclohexadienon 16
bilden und anschliefRend zu 17 reaomatisieren.

» Heterolytische Kuppung mit vorgelagerter, zweifacher Ein-Elektronen-Oxidation (2):
Das Phenoxy-Radikal 14 wird duch eine weitere Ein-Elektronen-Oxidation in das
Phenoxy-Kation 18 tUberfuhrt, welches anschlief3end mit Phenol 13 zum Cyclohexadienon
16 reaiert.

R@
18

Schema 3-2: Mechanismen der radikalischen, oxidativen Phenolkuppung;™® Aus Griinden der Uber-
sichtli chkeit werden nur die mégli chen Reaktionswege des para-Radikals 14c beschrieben.
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3.2 Zur Stereochemie von Biarylverbindung en

Biarylverbindungen (z. B. 19 in Abbildung 3-1) kénren axiale Chiralitdt aufweisen, wenn die
Rotation um die Einfachbindung zwischen den beiden sp>-Atomen eingeschrankt ist. Diese
Drehung ist von der Anzahl und dem sterischen Anspruch der Substituenten in ortho-Position
zur Biarylachse @hangig. Ublicherweise ist bei der Anwesenheit von weniger als zwel
Substituenten die Rotation bei Raumtemperatur nicht eingeschrankt, wahrend sie beim
Vorhandensein von vier Substituenten Vollig blockiert ist. Die planare Konformation, bei der
sich beide Ringe in einer Ebene befinden, stellt ein Energiemaximum dar. Das System weicht
dieser energetisch unginstigen Anordnung dadurch aus, da3 ein Ring aus der Ebene
herausgedreht wird. Dies kann in zwei unterschiedlichen Richtungen erfolgen (siehe
Abbildung 3-1). Wenn diese beiden Konformationen stabil genug sind und wenn weiterhin
gilt U # V und X £ Y, kénnen zwei Enantiomere, 19aund 19 unterschieden werden, die ds

Atropisomere bezechnet werden.!*®

19a 19b

Abbildung 3-1:  Eingeschrankte Rotation um die Achse von Biarylverbindungen.

Die Bezechnung der absoluten Konfiguration von Atropisomeren erfolgt nach der empfohle-
nen (P)/(M)-Nomenklatur.'”! Dies ol am Beispiel der beiden Enantiomere von
Dinitrodiphensaure (20)'® erlautert werden (siehe Abbildung 3-2).

(1) @
O,N CO,H NO, \ O,N NO, / NO,
— (2) HO,C q}NOZ (1) NO— q}COZH @)
HO,C NO, COH HO,C CO,H COH
(P)-20 2) (M)-20 2)

Abbildung 3-2: Erklérung der (P)/(M)-Nomenklatur fur Biaryle am Beispiel der Dinitrodiphensdure (20). (1)
und (1) kennzeichnen Substituenten mit hoherer Prioritét nach der CIP-Regel als Substituen-
ten mit der Kennzeichnung (2) und (2).



Allgemeiner Teil 9

Zunadst werden auf beiden Seiten der Achse die Substituenten mit der hochsten Prioritét
nach der Cahn-Ingold-Prelog-Regel bestimmt [(1) und (1) fur die beiden Nitrogruppen der
Dinitrodiphenséure (20)]. Anschlief3end wird de Keilstrichformel in die Newman-Projektion
tberfuhrt. Wenn eine 90°-Kurve im Uhrzegersinn beschritten werden muf3, um auf dem Kkur-
zesten Weg vom nahegelegenen Substituenten (1) zum entfernten Substituenten (1) zu gelan-
gen, wird de asolute Konfiguration als (P) (fr Plus) bezechnet. Mul3 die 90°-Kurve gegen
den Uhrzegersinn beschritten werden, wird de asolute Konfiguration als (M) (fir Minus)
bezechret.' "

Alternativ konnen auch die Deskriptoren (aR) und (aS (a fur axial) verwendet werden. Dazu
wird ein Weg von (1) Uber (2) und (1') zu (2') beschritten. Im Fale e@ner Drehung dieser
Kurve im Uhrzeigersinn wird (aR) verwendet, und im Fale ener Drehung gegen den

Uhrzeigersinn (as.

Die beiden Nomenklaturen korrelieren Uber die Bezehung (a§ = (P) und (aR) = (M) mitein-

ander.*™
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3.3 Die Oxidative Phenolkupplung als Biosyntheseweg

Die oxidative Phenolkupdung als Biosyntheseweg, der Uber radikalische Zwischenstufen ver-
l&uft, wird schon seit langer Zeit untersucht. Ziel der Untersuchungen war es vor alem, diein
der Natur vorkommende Selektivitdt zu verstehen und auf enzymatischer Ebene nadchzuvoll-

ziehen.

Vor fast 80 Jahren beobadhteten Pumnerer et al., dal3 die Oxidation von p-Kresol (21) zum
sogenannten Pumnerer-Keton 24 Uber eine ortho-para-Kuppung zweier phenolischer
Radikale, 22aund 22b, verlauft (siehe Schema 3-3).[9

OH O O OH (@] O O
i e viieiysue:
22a 22b 23

21

Pummerer-Keton 24

Schema 3-3:  Oxidative Phenolkupdung von para-Kresol (21) zum sogenannten Pummrerer-Keton 24.

Diese Arbeiten dienten Barton und Cohen®® als Grundlage, um die Strukur einer Vielzehl
phenol-gekuppelter Naturstoffe auf diesen Radikalmedhanismus zurtickzufiihren. Es wurde
postuliert, dal3 der Schliisselschritt in der Morphin-Biosynthese, die Bildung von Salutaridin
(26), Uber phenolische Radikale verlauft (sehe Schema 3-4, S. 11). So wurde von Barton das
Reticulin (25), welches zur damaligen Zeit nicht als Naturstoff bekannt war, als logischer
Vorlaufer in der Biosynthese von Benzylisochinolinalkaloiden identifiziert. Fir eine Reihe
von Sekundérmetaboliten aus Pflanzen, Pilzen und Bakterien®” ist mittlerweile der Nachweis
einer Biosynthese Uber eine oxidative Phenolkupdung erbradit worden. Dabei miissen
intramolekulare Prozesse, bel denen eine bestimmte réaumliche Orientierung im Molekl
vorgegeben ist, von intermolekularen Prozessen, bel denen durch den Kuppungshritt

Chiralitéat erzeugt wird, unterschieden werden.

3.3.1 Pflanzen

In Pflanzen ist die oxidative Phenolkupdung sehr gut untersucht. So konnte dieser Biosyn-
theseweg fur diverse Alkaloide, fur Lignine und Lignane sowie flr Ellagitannine identifiziert

werden.
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Alkaloide

Fur den Schlisslschritt in der Biosynthese von verschiedenen Alkaloiden ist eine durch
hochspezfische, membransténdige Cytochrom P-450 Enzyme katalysierte oxidative Phenol-
kupdung verantwortlich. Diese Enzyme sind NADPH- und O,-abhdngig und zegen eine
strikte Substratspezfitét.

Benzyli sochindli nalkaloide:

Aus Papaver somniferum wurde ene Sautaridin Synthase isoliert, welche (R)-Reticulin (25)
durch eine intramolekulare, in ortho- und para-Position stattfindende C-C-Kuppung in Salu-
taridin (26) uUberfihrt (siehe Schema 3-4).2 Eine Berbamunin Synthase aus Berberis
stolonifera katalysiert die intermolekulare C-O-Kuppung von zwel Coclaurin-Molekilen (28)
zu Berbamunin (29) (siehe Schema 3-4).2¥ Letzteres ist das erste Beispiel einer

enzymatischen, intermolekularen, stereoselektiven jedoch nicht enantioselektiven oxidativen

Phenolkuppung.

H3CO H,CO O HO

HOQ\ Salutaridin Synthase  Ho

o]
NCH;  Cytochrom P-450 ‘ NCH3 : NCH3
HaCO H3CO HO™
OH (0] (0]
(R)-Reticulin (25) Salutaridin (26) Morphin (27)

H3CO
O HsCO
HO NCHs Berbamunin SynthaS(i O

O Cytochrom P-450 HO H
HO

Coclaurin (28) Berbamunin (29)

Schema3-4:  Biosynthese der Benzyli sochinolinalkaloide Salutaridin (26) und Berbamunin (29) durch eine
von Cytochrom P-450 Enzymen katalysierte oxidative Phenolkupp ung.?%%3

Tropdondkaloide:

Der Schlisslschritt in der Biosynthese des Tropolonakaloids Colchicin (32) ist die intramo-
lekulare oxidative Phenolkupdung von (S)-Autumnalin (30) zu Isoandrocymbin (31). Dafir
ist wie im Fale der oben erwéhnten Benzylisochinolinalkaloide (siehe Schema 3-4) ein
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hochspezfisches Cytochrom P-450 Enzym verantwortlich. Im Gegensatz zur ortho-para-
Kuppung von Reticulin (25) findet hier eine para-para-Kupdung statt (siehe Schema 3-5).
Dies konnte durch Verfltterungsexperimente von radioaktiv. markiertem Autumnalin

nachgewiesen werden.[?*

(S)-Autumnalin (30) Isoandrocymbin (31) Coilcichin (32)

Schema3-5: Die Biosynthese des Tropolonalkaloids Colcichin (32) verlduft Uber eine intramolekulare
oxidative Phenolkupdung von (S)-Autumnalin (30).2%

Spermidinalkal oide:

Die Biosynthese von Spermidinalkaloiden wverlauft ebenfals Uber eine intramolekulare
oxidative Phenolkupdung, die von Cytochrom P-450 Enzymen katalysiert wird. Dies konnte
am Beispiel von Lunarin (34) nachgewiesen werden.!*™ 34 weist eine groRe Ahrlichkeit mit
dem Pumnerer-Keton 24 auf und leitet sich von der oxidativen Phenolkuppung von N N-

Bis(p-cumaryl)spermidin (33) in ortho- und para-Position der aromatischen Reste @ (siehe

Schema 3-6).
N\/\/N\/\/\NH o Ng—\
//// HN o
., HhN j
o~ T ﬁ ]
O H (e}
Nl,NlO-Bis(p-cumaryI)sperm|d|n (33) Lunarin (34)

Schema 3-6: Biosynth% des Spermidinalkaloids Lunarin (34) Uber eine intramolekulare oxidative Phenol-
kuppung.

Dimere Naphthyli sochindli nalkal oide:

Bringmann et al. konrten nachweisen, dal3 die intermolekulare Dimeriserung von Koru-

pensaminen zu Michellaminen aus Ancistrocladus 9. und Triphyophyllum peltatum durch
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|6sliche Peroxidasen katalysiert wird, die in Zellrohextrakten der jewellige Pflanze gefunden
wurden (siehe Schema 3-7).1%® Im Gegensatz zu den Cytochrom P-450 Enzymen sind diese
NADPH-unabhéngig, weisen aber ebenfalls eine sehr hohe Substratspezfitét auf. Weiterhin
sind dese Enzyme hoch regioselektiv, so dal3 die Dimerisierung immer zu einer Verknipfung
an C-6 und C-6" der eingesetzten Substrate fuihrt.

Korupensamin A (35) Michellamin A (36)

Schema3-7: Die intermolekulare, oxidative Phenolkuppung von Korupensamin A (35) zu Michdlamin A
(36) mit aus Ancistrocladus 9. und Triphyophyllum peltatum isolierten Enzymen verlauft mit
strikter Substratspezifitat und Regiosel ektivitét.!*?

Lignare/?’

Lignane sind pflanzliche, dimere Phenylpropanoide, die durch Dimerisierung von Mono-
lignolen, wie zum Beispiel Koniferylalkohol (37), entstehen.?® Weiterhin sind Lignane Zwi-

schenprodukte in der Biosynthese von Lignin.[??

In ersten Untersuchungen beziglich der Biosynthese von Lignanen wurde von Freudenberg
eine afdlige Radikakuppung der Monomere postuliert, bel der zunacdhst enzymatisch eine
Ein-Elektronen-Oxidation und anschlief3end eine Kupdung der radikalischen Zwischenstufen
an unterschiedlichen Positionen stattfindet (sehe Schema 3-8, S. 14), die a1 racemischen
Produkten fuhrt.®® Diese afélige Radikalkuppung kann das Vorkommen wvon richt-

racenischen Lignanen™¥ in Pflanzen richt erkléren.
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OH OH OH OH
= 8 = . P
—_— > - ‘ <>
-HY -e
5 OCHg OCH, ocH;  ° OCH,
OH (0] (0] (0]
. :
Koniferylalkohol (37) 38a 38b 38c
+ 38b 8-0-4" X2 &Sb
OH
HO N OH
HO. X
OCHs HO O O o
OCH; 0
HsCO OCH,
OCH;
OH H,CO
Guaikyl-glycerol-8-0-4'- Pinoresinol (40) Dehydrodikoniferylalkohol (41)

koniferylalkoholether (39)

Schema3-8: Die zuféllige Radikalkuppgung von Koniferylalkohol (37) nach Freudenberg fuhrt zu race
mischen Lignanen und steht im Widerspruch zu der in Pflanzen beobachteten optischen Aktivitét
von Lignanen.?

Lewis und Mitarbeiter untersuchten daher die Kontrolle der Selektivitat bel der Dimerisierung
von Monolignolen.?#*3 Dazi wurden aus einem Zellrohextrakt von Forsythia sp., welche
Produzenten von grof3en Mengen (+)-Pinoresinol (40) sind, zwei Enzyme isoliert, die fur die
stereoselektive, oxidative Phenolkupplung von E-Koniferylalkohol (37) zu (+)-Pinoresinol
(40) verantwortlich sind: Zum einen eine Laccae, die das Substrat oxidiert, und zum anderen
ein dirigierendes Protein*?% welches die Selektivitdt der Radikalkuppung kontrolliert
(sehe Schema 3-9).

on I OH | OCHs

7 ° o OH
Laccase | dirigierendes
_ marhase | ~
Protein

OCHg OCHg o

OH o) HO
- N H3CO
E-Koniferylalkohol (37) 38b (+)-Pinoresinol (40)

Schema 3-9:  Die selektive Lignanbil dung in Forsythia sp. ist ein Zwei-Enzym-Prozef3, bel dem ein dirigieren-
des Protein fiir die Kontrolle der Selektivitat verantwortlich ist.[2"%2
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Fiir die mogliche Wirkungsweise werden verschiedene Mecdhanismen diskutiert: !

» Zunadhst wird das Substrat durch eine nicht-spezfische Oxidase oder ein Oxidations-
mittel oxidiert. Anschlief3end binden diese freien Radikale in einer bestimmten Orientie-
rung zueinander an das dirigierende Protein. Dieser Medhanismus wird durch die experi-
mentellen Daten gestiitzt. Danach sind de Geschwindigkeiten fur den Substratabbau und
die Produktbildung unabhéngig von der Anwesenheit des dirigierenden Proteins.

» Zwei Substratmolekiile binden zunadst in einer bestimmten Orientierung an das dirigie-
rende Protein und werden anschlief3end oxidiert. Dieser Medhanismus ist aber nur dann
denkbar, wenn die Phenolgruppen so von dem dirigierenden Protein herausragen, dal3 sie
leicht oxidiert werden kénnen, und wenn ein Elektronenakzeptor am dirigierenden Protein

existiert.

Dirigierende Proteine wurden mittlerweile aich in anderen Pflanzen (Blechnum spicant,
Linum flavum und Podoplyllum peltatum) identifiziert, die nicht-racemische Lignane produ-

zieren.[33

Dirigierende Proteine scheinen eine in der Natur einzigartige Funkion zu besitzen, da sie
keine Sequenzhomologien zu anderen Proteinen mit bekanrter Funktion zeigen. Aul3erhalb
des Pflanzenreiches gibt es keine Sequenzen, die Homologien zu der Sequenz des
dirigierenden Proteins besitzen?”@ Deswegen ist zu vermuten, daR die selektive,
intermolekulare, oxidative Phenolkupdung in Pilzen und Bakterien (sehe S. 16) Uber andere

Medanismen verlaufen konnte.

Ellagtannne

Ellagitannine sind eine weitverbreitete Klasse pflanzlicher Naturstoffe. Sie zechnen sich
strukturell  durch  die Anwesenheit mindestens eines axia-chiralen Hexahydroxy-
diphenoylrestes aus, der iber eine Esterfunktion an eine Glucopyranose gebunden ist.**
Niemetz et al. konnten nachweisen, dal3 die Biosynthese von Ellagitanninen von 1,2,3,4,6-
Penta-O-gall oyl-B-D-glucose (42) ausgeht.*™ Dazu isolierten sie én Enzym aus der Pflanze
Tellima grandflora, welches die Umsetzung von 42 zu Tellimagrandin Il (43) katalysiert
(sehe Schema 3-10, S. 16).



16 Allgemeiner Tell

HO  OH
0 )
¢ Telli difl na_ P
ellima granairiora
RO Q J - HO 0
RO OR o e}
N o0
R= ‘ O Rro OR
HO OR

1,2,3,4,6-Penta-O- OH Tellimagrandin 11 (43)
galloyl-B-D-glucose (42)

Schema 3-10:  Biosynthese von Ell agitanninen in der Pflanze Telli ma grandflora.

3.3.2 Pilze

In Pilzen ist die stereoselektive oxidative Phenolkupdung noch nicht so gut untersucht, wie es
fur Pflanzen der Fall ist. Es gibt bisang nur ein Beispiel, in dem die Biosynthese enes phe-
nol-gekuppelten Metaboliten auf enzymatischer bzw. genetischer Ebene untersucht wurde.
Sarkawa et al. berichten Uber die Isolierung und Reinigung einer Kupfer-enthaltenden
Oxidase (Dihydrodgeodin Oxidase) aus Aspergillus terreus, die die regio- und
stereospezfische, intramolekulare, oxidative Phenolkuppung von Dihydrogeodin (44) zu (+)-
Geodin (45) katalysiert (sehe Schema 3-11).*% Dieses Enzym weist Ahnlichkeiten zu
Laccaen auf, und es konrte in aktiver Form in Aspergill us nidulans heterolog expremiert

werden.®"

OCH30 Dihydrogeodin HsCO O

) o oo o -
HO HO CHg

H3CO,C H3CO,C

Dihydrogeodin (44) (+)-Geodin (45)

Schema 3-11: Regio- und stereospezifische, intramolekulare oxidative Phenolkuppung von Dihydrogeodin
(44) zu (+)-Geodin (45) in Aspergill us terr eus.*%7

Die Arbeitsgruppen von Seglich®¥ und Gill ** konnten durch Verimpfungsexperimente mit
13C-markierten Substanzen unabhéngig voneinander nachweisen, daRR die Biosynthese von
dimeren Praanthrachinonen in Blétterpilzen der Gattung Cortinarius Uber eine selektive
Dimerisierung der entsprechenden monomeren Vorldufermolekile verlauft. So wird in
Cortinarius odarifer (R)-Torosadhryson (46) zu Phlegmadn (47) dimerisert,®® und in
Cortinarius snapcolor wird das (§-Torosadryson-Derivat 48 zu 49 umgesetzt (siehe
Schema 3-12, S. 17).1*
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OH OH O Cortinarius sC
odorifer
. OoH
H;CO CH3

(R)-Torosachryson (46)

OR OH O Cortinarius

sinapicolor
—_—
T Lo
H3CO "CH3

(S)-Torosachryson-Derivat 48

R = Zuckerrest H3C

Phlegmacin-Derivat 49

Schema 3-122 Selektive Dimerisierung von monomeren Praanthrachinonen in Blétterpilzen der Gattung
Cortinarius.*8

Dimere Dihydroanthracenone wie das Phlegmaadn (47) kommen auch in Pflanzen as Sekun-
darmetabolite vor.['**3¥ |n Cassa torosa finden sich in den verschiedenen Organen Biaryl-
naturstoffe, die sich von derselben monomeren Vorlaufersubstanz eableiten, aber eine unter-
schiedliche regiochemische Verkniipfung der Vorlaufer aufweisen. So tritt in den Samlingen
und Wurzen das Phlegmadn (47) (7,10 -Verkniipfung), in den Bliiten das Torosaol 1111
(50) (5,7'-Verkniipfung) und ebenfalls in den Wurzen das Singueanol 1*¥ (51) (10,10 -Ver-
knupfung) auf (sehe Schema 3-13, S. 18).

Daraus ergeben sich zwei interessante Fragestellungen: (1) Da die Sequenz der fur die dirigie-
renden Proteine mdierenden Gene keine Homologien zu Sequenzen pilzlicher Systeme auf-
weist (sehe S. 13), konrte die Evolution zur enantioselektiven oxidativen Phenolkupdung in
Pflanzen und Pilzen unterschiedlich verlaufen sein. Trotzdem finden sich Biarylnaturstoffe,
die in Pflanzen und Pilzen gleicherweise aiftreten. (2) Die Biosynthese der oben vorgestellten
Biarylnaturstoffe in der Pflanze Casda torosa ist organabhéngig. Sind daftr gleiche
Medhanismen mit unterschiedlicher Spezfitét oder grundsdtzlich unterschiedliche

Medanismen verantwortlich?
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OH OH O

HsC
(I Lo
H3CO CH3
H3CO CH3
LI Ton

HsC

OH OH O
Torosaol Il (50) Phlegmacin (47) Singueanol | (51)
(Blaten) (Samlinge, Wurzeln) (Wurzeln)
% 7,10'T 10,10//
OH OH O
7
OH
H3CO CHs
5 10

Torosachryson (46)

Schema 3-13:  Organabhéngige Bios%/nth@e der dimeren Praanthrachinone Torosaol 11114? (50), Phlegmacin®?
(47) und Singueanoal 1Y (51) in der Pflanze Casda torosa.

3.3.3 Bakterien

Auch in Bakterien werden axial-chirale, phenol-gekuppelte Sekundérmetabolite gefunden.
Unklar war bislang, ob diese durch eine regio- und stereoselektive oxidative Phenolkupdung
biosynthetisiert werden. Am Beispiel des Glycopeptidantibiotikums Vancomycin (8)! (siehe
Abbildung 1-2, S. 2), welches von Amycolaptosis orientalis produziert wird und zwei Biaryl-
etherbriicken sowie éne Biaryleinheit besitzt, konnte nachgewiesen werden, dal3 die Biosyn-
these dieser Strukturmerkmale Uber einen radikalischen Medanismus verlauft (siehe
Abbildung 3-3).?¥ Dafir sind Hamprotein-Gene verantwortlich, die fir Cytochrom

P-450 homologe Enzyme adieren.

Abbildung 3-3: Bildung der Biarylethereinheit (links) und der Biaryleinheit (rechts) von Vancomycin (8) in
Amycolaptosis orientalis.[*”
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Das Auftreten der beiden dimeren, phenolischen Metabolite Actinorhodin (52) aus Strepto-
myces coelicolor*?*® und Julichrom Qg (53) aus S. shiodaensis*? (siehe Abbildung 3-4)
legt den Verdadht nahe, dal3 diese Verbindungen Uber eine selektive oxidative Phenol-

kupdung biosynthetisiert werden. Untersuchungen dazu stehen noch aus.

HsC._OAc
H3Cs OH OH O
HO
O OH OH CHs
CO,H O OH
AcO” “CHg
Actinorhodin (52) Julichrom Qg ¢ (53)

Abhbildung 3-4:  Phenol-gekuppelte Sekundarmetabdit e aus Bakterien der Gattung Streptomyces.

3.3.4 Oxidierende Enzyme

Enzyme, die bei Phenolkupdungen fir die Ein-Elektronen-Oxidation verantwortlich sind, be-
stzen als aktives Zentrum ein Metallatom, und sie bendtigen ein Cosubstrat fir die Redox-
restion. So kénnen zum Beispiel Kupfer-enthatende Oxidasen, wie Laccaen, von Eisen-
enthaltenden Oxidasen, wie Peroxidasen oder Cytochrome P-450 Enzyme, unterschieden

werden.

Laccasen

Laccaen gehdren zur Gruppe der ,,multicopper enzymes* und sind in der Lage Chinol unter
gleichzetiger Aufnahme von Sauerstoff zu oxidieren.[*™ Obwohl der Katalysezyklus intensiv
untersucht wurde, gibt es bis heute keine genaue Kenntnis Uber den Medhanismus des
Elektronentransfers. Gesichert ist, dal3 Laccaen vier Kupfer-Zentren besitzen, die in den
Katalysezyklus involviert sind.[*® Schema 3-14 auf Seite 20 zegt den Katalysezyklus der
Red&tion eines Monolignols 54 mit einer Laccae. Hier gehen vier aufeinanderfolgende Ein-
Elektronen-Oxidationen mit einer gleichzaetigen Reduktion von Sauerstoff zu Wasser
einher 27
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OH OH
= =
Laccase
4 +0, —————> 4 + 2 H,0
R R? R R
OH Q
54 55
1 52 _
R*, R = H oder OCH3

Schema3-14: Ein-Elektronen-Oxidiation eines Monolignols 54 durch eine Laccase.?™

Peroxidasen

Die Peroxidasen sind eine weitverbreitete Gruppe von Eisen-enthaltenden Glycoproteinen, die
ein Ham als prosthetische Gruppe besitzen und Wasserstoff peroxid als Cosubstrat verwenden.
Die Peroxidasensuperfamilie kann in drei Klassen unterteilt werden.!*”! Klasse I-Peroxidasen
sind intrazelulare Proteine, wie z B. Cyctochrom c-Peroxidase aus Hefen.[*® Peroxidasen der
Klaseen [l und 11l sind extrazlluldre Proteine. Zu letzterer gehort zum Beispiel die

Mearettich-Peroxidase.[*?

Der Mechanismus®? fiir die Peroxidase-Katalyse (siehe Schema 3-15, S. 21) beginnt mit dem
Binden von Wassrstoffperoxid an das Eisenatom im aktiven Zentrum des Proteins.
AnschlieRend wird unter Abspaltung eines Wassermolekils die Sauerstoff-Sauerstoff-
Bindung gespalten und intermediar ein Radikal-Kation erzeugt (Verbindung A). Durch
Aufnahme enes Elektrons von dem eigentlich Substrat wird Verbindung B erzeugt, die von
einem weiteren Substratmolekidl ein Elektron erhdlt, und unter Wasserabspaltung in den

Ausgangszustand zuriickkehrt.
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Verbindung B Verbindung A

Schema 3-15. Allgemeiner Katalysezyklus fir eine Peroxidase. Die Ham-Gruppe ist durch den Eisen-Stick-
stoff-Komplex dargestellt.>?
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3.4 Synthese von Biarylverbindung en

Biarylverbindungen stellen aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften als chemische Reagen-
Zien und pharmakologisch wirksame Naturstoffe (siehe S. 1) interessante Synthesezele dar.
Fur den gezelten Aufbau der Biaryladhse eistieren mittlerweile verschiedene Konzepte und

Strategien.*®% Prinzipiell |assen sich diese Verfahren folgendermaf3en gliedern:

» Intermolekulare Arylkupdung zu konstitutionell symmetrischen Biarylen

» Intermolekulare Kreuzkupdung zu kongtitutionell unsymmetrischen, racemischen Bi-
arylen

N

» Atropisomerenselektive, inter- und intramolekulare Arylkupdungen

3.4.1 Intermolekulare Arylkupplung zu konstitutionell symmetri-

schen Biarylen

Biomimetische Verfahren

Die Oxidation von Phenolen hat biomimetischen Charakter, da sie sich an die Biosynthese
von Biarylverbindungen anlehnt.’*® Nach den ersten Arbeiten von Pumnerer et al.!*¥ wurden
zahlreiche Versuche unternommen, die Biosynthese chemischi®? mit Oxidationsmitteln oder
biokatalytisch®*® mit oxdierenden Enzymen (siehe S. 19) nachzuahmen. Im Gegensatz zur
strikten Regio- und Stereoselektivitét, die in der Natur beobadtet wird, lassen diese e
mischen und biokatalytischen Methoden oft eine Regio- oder Stereoselektivtat vermissen.
Dies liegt vor alem daran, dal3 im Substrat mehrere &tivierte Positionen vorhanden sind, an
denen die Phenolkuppung stattfinden kann!®¥ Trotzdem existieren einige Anwendungen in
der Naturstoffsynthese, die mit sehr guten Ausbeuten verlaufen. So konnten Bringmann und
Mitarbeiter die Biosynthese von Michellaminen (siehe Schema 3-7, S. 13) chemisch
nachvoll ziehen (siehe Schema 3-16, S. 23).1%4
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Pb(OAC),, BF3[OEt,

CH,Cl,
89 %

OH CH,
Korupensamin A (35) Michellamin A (36)

Schema 3-16:  Biomimetische Synthese von Michellamin A (35) durch Oxidation von Korupensamin A (36) mit
Bleitetraccetat.!?

Fur die Phenoloxidation kdnnen eine Vielzahl von Oxidationsmitteln verwendet werden, zum
Beispiel FeCl; (siehe S. 47), Kaiumhexacyanoferrat(lll), Silberoxid, tert-Butylperoxid,
Bleitetraaceéat sowie Kaliumdichromat. Bel der Phenolkupdung mit oxidierenden Enzymen
besitzt das System Meerettichperoxidase/H,O, die groRte Bedeutung.!*®

Die Ullmann-Reaktion undverwande Verfahren

Die UllmannRe&ktion ist das klasssche Verfahren zur Darstellung von symmetrischen
Biarylen durch eine reduktive Dimerisierung von Arylhaogeniden mit Kupferbronze bei
hohen Temperaturen.®® Da die Kupdungsposition durch die Position des Halogenatoms be-
stimmt wird, ist die regioselektive Halogenierung des Aromaten entscheidend. Die héchsten
Kuppungsausbeuten werden mit elektronenarmen Aryliodiden, z. B. 56, erreicht (siehe
Schema 3-17). Bel diesem Verfahren werden freie Hydroxy- oder Aminogruppen nicht

toleriert.[>

OCHs OCHs
Cu
H3CO,C I H3CO,C O O CO,CH3
> 200 °C
91% H3CO
56 57

Schema 3-17: Darstellung konstitutiondl symmetrischer, sterisch nicht zu stark gehinderter Biarylverbindun-
gen, wie z. B. 57, durch Ullmann-Reaktion.!®®

Basierend auf Arbeiten von Semnelhack @ al. wurden Verfahren entwickelt, bei denen st6-
chiometrische Mengen wvon Ni(0)-Komplexen, wie Bis(1,5-cyclooctadien)nickel(0) oder
Tetrakis(triphenylphosphin)nickel(0), die Funktion des Kupfers tbernehmen.®¥ Dadurch
konnen die Temperaturen bel der Kuppungsrektion auf 40-50 °C gesenkt werden.



24 Allgemeiner Tell

3.4.2 Intermolekulare Kreuzkupplung zu konstutionell unsymmetri-

schen, racemischen Biarylen!®** %"

Regioselektive, intermolekulare Kreuzkuppungen konnen rur dann in guten Ausbeuten
durchgefuihrt werden, wenn sich die beiden eingesetzten Aromaten sehr stark elektronisch
oder funktionell unterscheiden. Dies gelingt zum Beispiel dadurch, dal3 die beiden Arene in
Form eines Elektrophil/Nukleophil-Paaes eingesetzt werden. Die unten beschriebenen Ver-
fahren sind dadurch limitiert, da3 sie bei der Anwesenheit von mehreren Substituenten in
ortho-Position zur Kuppungsposition schlechte Ausbeuten liefern oder ganzlich versagen.®”

Kharash-Reaktionen

Als Kharash-Re&ktion wird de Umsetzung von Grignard-Arylverbindungen mit Halogeniden
verstanden.'®? Durch die Entdedkung von Kumadd®® und Corriu,!®? daR sich diese Reaktio-
nen durch Nickelkatalysatoren beschleunigen lassen, wird dese Methode haufig zur C-C-
Bindungsknipfung eingesetzt, zum Beispiel in der Synthese des Isochinolinalkaloids
Cryptostylin 11 (61) ausgehend von Arylhalogenid 58 und Grignardverbindung 59 (siehe
Schema 3-18).1%

H3CO N cho
Hscom H3CO©/MgBr Ni(ll)-Komplex H;co N H3CO NCH,
Diethylether
H3CO H3CO
8 3 66 %
OCH3

oc:H3
oc:H3 OCHj

58 59 Cryptostylin 11 (61)

Schema 3-18. Synthese d[eg Isochinolinalkaloids Cryptostylin 11 (61) Uber eine Nickel-katalysierte Grignard-
Kuppung.[®

Eine weitere Variante der Kharash-Reéktion ist die Negishi-Kupdung!®® von Arylzinkver-
bindungen mit Arylhalogeniden. Arylzinkverbindungen kénnen durch Transmetallierung der
entsprechenden Arylmagnesiumchloride oder Aryllithiumverbindungen mit Zink(ll) chlorid
dargestellt werden.

Maogliche Limitierungen dieser Verfahren liegen in der hohen Nukleophilie der Arylmetall-
halogenide. Dies kann durch Addition an im Molekil eventuell vorhandene Carbonylgruppen
zu der Bildung unerwiinschter Nebenprodukte fithren.[®”
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Sweuki- und Sill e-Kuppungen

Durch Verwendung der schwacher nukleophilenl®®  Arylimetallverbindungen der weniger
elektropositiven (Halb-)Metale Bor und Zinn kann die Nebenproduktbildung bei den
verschiedenen Varianten der Kharash-Re&ktion unterdrickt werden. Die Paladium-
katalysierte Kupdung von Arylboronsauren (Verbindung 66 in Schema 3-19) mit
Arylhalogeniden wird als Swuki-Kuppung'®”? und de Palladium-katalysierte Kuppdung von
Arylzinnverbindungen (Verbindung 62 in Schema 3-19) mit Arylhalogeniden wird als Still e-
Kuppung'®® bezechnet. Bringmann et al. wendeten beide Verfahren in der Synthese der
dimeren Naphthylisochinolinalkaloide Michellamin A, B und C an (siehe Schema 3-19).7%74

1. Pd(PPhg),Cl,
2. Zn, Ac,0, DMAP

65 %

PGO CHs

PGO CHs
66

Pd(PPh3),Cl,
74 %

Schema3-19: Suzuki- und Still e-Kupplung in der Synthese von dimeren Naphthyli sochinoli nal kal ciden.["%™

3.4.3 Atropisomerenselektive, inter- und intramolekulare Arylkup-

plungen

Nukleophl e aromatische Sulstitution

Bel der Oxazlin-Methode nach Meyes wird der Arylrest in Form einer Grignard-Verbin-
dung duch rukleophile aomatische Substitution einer kernstandigen Methoxygruppe des
Reaktionspartners eingefiihrt.’? Bei dieser Resktion muf eine Oxazolingruppe in ortho-Posi-
tion zur Methoxygruppe vorhanden sein, die die Elektrophilie an Re&tionszentrum erhoht

und als dirigierender Substituent fur die angreifende Grignard-Spezes dient (Verbindung 68
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in Schema 3-20). Durch die Verwendung enantiomerenreiner Oxazoline kann die Regktion
atropisomerenselektiv durchgefiihrt werden (siehe Schema 3-20).["2

o/§
o Co
3%

OCH, HsCO HsCO  OCHj
68 (P)-70
R = CH,OTBDMS 86 % de

Schema 3-20:  Atropisomerensel ektive, nukleophil e aromatische Substitution nach Meyes.!”¥

Bel der nukleophilen aromatischen Substitution der zur Oxazolineinheit ortho-sténdigen
Methoxygruppe in 68 durch die aus 69 entstandene Grignard-Verbindung wird Biarylverbin-
dung 70 mit Diastereomeriiberschiisen von his 86 % gebildet.l’¥ Durch giinstige Komplexie-
rungsmaoglichkeiten von Substituenten an das Metallkation der Grignardverbindung 69 wird
die Geometrie des intermediar auftretenden Anlagerungskomplexes und somit die Stereo-
selektion gesteuert (siehe Abbildung 3-5).174

ﬁ
RN OCH3
——_i o0
S\ F;KN
HaCO™  HeCO, |
Mg

Br
R = CH,0TBDMS

Abhildung 3-5:  MutmaRlicher Anlagerungskomplex bei der Arylierung zu 70 nach Meyas.[”¥

Dieses Verfahren ist dadurch limitiert, dal3 eine Arylverbindung mit einer geegneten Oxazo-
lineinheit synthetisert werden muf3 und da® die Oxazlingruppe nur unter drastischen

Bedingungen (saure oder basische Hydrolyse, Reduktion) abgespalten werden kann!™

Ullmann-Reaktion

Die oben beschriebene Oxazlin-Methode kann auch auf die aropisomerenselektive

Ullmann-Re&tion (ibertragen werden.[”® Dieses Prinzip wurde von Lin und Zhong als
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Schlisslschritt in der ersten Totalsynthese beider Atropisomere von Isokotanin A (10)

verwendet (siehe Schema 3-21).l"%

OCHs O 0
.y
) cu HsCO NN,
Ph
HsCO | HaCO N—
Br N O oj
Ph

(M)-(10)

(P)-Isokotanin A
(P)-(10)

Schema 3-21: Synthese von beiden Atropisomeren von Isokotanin A (10) Uber eine Oxazolin-vermittelte,
atropi somerensel ektive Ull mann-Reaktion der Arylbromide 71 und 73.®

Atropisomerenselektive, intermolekulare Phendoxidation

Die Gruppen um Smrcinat’”? und Nakajimal’® berichten tber die Oxidation von richt-chiral

modifizierten Naphtholderivaten mit chiraen Kupferkomplexen zu den entsprechenden

atropisomeren Binaphtholen. So liefert die durch einen in situ generierten Kupfer(ll)-(-)-

gpartein-Komplex 77 katalysierte Kreuzkupdung der Naphthole 75 und 76 das Binaphthol-

derivat (78) in 41 % Ausbeute und 32% Enantiomereniiberschul? (siehe Schema 3-22).1""

_N

CO,CH3
OH CuCl, OO
75 AgCl OH
+ 41 % OH
oo e
(P)-78
76 32 % ee

Schema3-22: Atropisomerensel ektive, oxidative Naphtholkuppung nach Smrcina.l’”
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Die Verwendung des Kupferkomplexes 79 liefert fur die Selbstkuppgung von 75 eine
Ausbeute von 85 % und einen Enantiomerentiberschul von 78 % (siehe Schema 3-23).[8

OAN/CzHS

N
H
9 CO,CHs
e
o o
CO,CH3

75 (P)-80
78 % ee

Schema 3-23:  Atropisomerensel ektive oxidative Naphtholkupdung nach Nakaji ma.”®

Fur die Darstellung von Binaphthol (1) wurden diverse dhirale Oxovandium(lV)-Katalysato-
ren 81-84 entwickelt, die die dropisomerenselektive oxidative Phenolkuppgung von
2-Naphthol (76) ermdglichen (siehe Schema 3-24)."®

DD
¥ OH
> 99
76
1

Katalysator Ausbeute ee Lit.
Bn
)\fo
=NO
O VO 82 % 51 % (M 79
Q G0 0 6 (M) [79a]
CHs
81
Bn

OH 93 % 54% (M)  [79b]
82
iBu
Tl
o VO
62 % 90% (M)  [79¢]

o)
O./0
O _NO/©

83 iBu

0o
84

Schema3-24: Vanadium(V)-katalysierte, atropisomerense ektive Kuppung von 2-Naphthol (76).1"9

oﬁg %\N f< 99 % 84% (P)  [79d]

O
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Takemoto et al. berichten Uber die Ganzzdlbiotransformation von 2-Naphthol (76) zu atrop-
isomerenangereicherten Binaphtol (1) mit Zellkulturen von Camellia sinensis unter Zusatz
von Waserstoffperoxid (siehe Schema 3-25).12%

C. sinensis OO
—_—
o T

76 (M)-1
54 % ee

Schema 3-25:.  Ganzzell biotransormation von 2-Naphthol (76) zu Binaphthol (1) durch Camelli a sinensis.®?

Es werden Enantiomerentiberschiisse von bis zu 54 % erreicht. Die Autoren fihren diese Phe-
nolkuppung auf Peroxidasenenzyme airtick, die von der Pflanze produziert werden. Der
Grund fur die beobadtete Regio- und Stereoselektivitéat wird nicht diskutiert.

Der Medhansmus der in diesem Abschnitt vorgestellten atropisomerenselektiven, inter-

molekularen Phenoloxidationen ist bislang noch unbekannt.

Kuppung urer Verwendungim Zielmolekill vorhancdener Bricken

Durch eine intramolekulare Re&ktionsfihrung I&3t sich nicht nur eine gekreuzte und regio-
selektive Kupdung zweier Arene @zwingen, sondern auch eine sterische Steuerung durch die
im Molekdl vorhandene Briicke ereichen. Dieses Prinzip wird zum Beispiel bei der
intramolekularen, oxidativen Kupdung zu Lignanen eingesetzt. Die Gruppe um Waldvogel
berichtet Uber die Kupdung von (-)-Dimethylmatairesinol (85) zu dem 2,2'-Cyclolignan 86
(siehe Schema 3-26) mit Molybdanpentachlorid.!®Y

H3CO
o)
H;CO MoCls
e} _—

50 %

OCHs
OCH3

85

Schema 3-26: Kuppu?g] von (-)-Dimethylmatairesinol (85) zum 2,2'-Cyclolignan 86 durch Molybdanpenta-
chlorid.l®"
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Das gleiche Prinzip wurde auch bei der chemischen Synthese diverser Ellagitannine (siehe
S. 15) angewendet.®? Als chirales Templat werden D-Glucopyranosederivate 87 und 89
verwendet, die an zwel vicinalen Hydroxygruppen mit Galloyleinheiten verestert sind. Nac
dem Feldman-Verfahren'® wird de Biarylbindung duch eine stereoselektive, intramole-
kulare Phenolkupdung mit Bleitetraaceéat aufgebaut (siehe Schema 3-27 oben). Das
Verfahren rach Martin® beinheltet die intramolekulare Ullmann-Restion von zwei
Galoylderivaten (siehe Schema 3-27 unten). Beide Verfahren sind aufgrund der
Konformation der D-Glucopyranosederivate (P)-atropselektiv.

Ph/v Phﬁ
Ph o
Pb(OAc)4
Ph © 6w
PG = Schutzgruppe
Ho o Q Q or
O 0 o__ 0 O_ 0O
Ph>< Ph ><F’h Ph><
87 (P)-88
OR
or_ PhT\TO P\0 o)
o Cu 0
OR 3 = . o
I 0 0 OR R = OCHjz o) o OR
o oo
OR OR RO RO OR OR
89 (P)-90

Schema 3-27: Aufl[agumvon Ellagitannineinheiten durch atropisomerenselektive, intramolekulare Kupgun-
gen.t**

Kupplungin Anwesenheit kiinstlicher Hilf sbriicken

Zur Induktion der Atropisomerenselektivitdt konnen auch chirale Hilfsbriicken aus dem chiral
pod verwendet werden (Milch-, Mandel- oder Weinsaure), die nicht Bestandteill des Ziel-
molekils snd. Lipshutz et al. fihrten eine aropisomerenselektive, intramolekulare, oxidative
Kuppung von Cyanocupraten ein.®¥ Dies wurde aurr Synthese von Binaphthol (1) (siehe
Schema 3-28, S. 31)!®) sowie in der Synthese der Naturstoffe Kotanin'®® (9) und Desertorin
C'®7 (6) verwendet.
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2x Mitsunobu Br

OO . Hojﬁosn _
OH HO™ _0OBn Br

91 92 93
t-BuLi
CuCN
oo
O 0, O
Py1 .~ LB” S NC—Cu LOB”
Bn OBn
e O
95 - 94 B

Schema 3-28:  Atropisomerenselektive, intramol ekulare oxidative Kuppung von Cyanocupraten.®

Bringmann et al. etablierten das genannte Ladon-Konzept zur atropisomerenselektiven
Synthese von Biarylverbindungen.!®® Dieses Prinzip beruht auf der stereoselektiven Offnung
von konfigurativ labilen Biarylladonen des Typs 99 (siehe Schema 3-29) mit chiralen
Nukleophilen
gebildeteten Biaryle sind konfigurativ stabil. Es konnen sehr gute demische Ausbeuten

(>80 %) und hohe Diastereomereniiberschiise (siehe Schema 3-29) erreicht werden.!®®!

im Sinne ener dynamischen kinetischen Raceamatspaltung. Die dabel

(L

R o

O
O

R = H, OCHj, CHj

R 0]
Sl &
R R

RO

R

R

97 98 (M)-99 (P)-99
Nu*ML, H-ML,*

I o

*

HOR

R R
(M)-100 (M)-101
> 98 % de > 97 % ee

Durch Verwendung der enantiomeren Nukleophile
kénnen (P)-100 und (P)-101 erhalten werden

Schema 3-29:

Das Prinzip des Lacton-Konzepts von Bringmannet al .28
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4 Spezieller Teill

4.1 Auswahl des Biologischen Systems

Der erste Arbeitsschritt zur Untersuchung der Biosynthese von Biarylnaturstoffen ist die
Auswahl eines geagneten hiologischen Systems. Dieses System soll die folgenden Bedingun-

gen erfillen:

Y

Zur Untersuchung der regio- und stereoselektiven, intermolekularen oxidativen Phenol-
kupdung muf3 das biologische System axial-chirade Biarylnaturstoffe in enantiomeren-
reiner oder enantiomerenangereicherter Form produzieren, die sich von zwei (identischen)

monomeren V orlaufersubstanzen ableiten.

» Der ausgewdhlte Organismus Il sich jederzet leicht im Labor kultivieren lassen. Ein
Wadhstum des Organismus auf Agar-Platten und in Schiittelkolben wéare wiinschenswert,

damit die Untersuchungen unabhéngig von Ort und Jahreszeit moglich sind.

» Waeliterhin sollte der Organismus kommerziell erhdltlich und nicht héher als S 1 bzw. L 1

klassfiziert sain.

Von Pflanzen ist bekannt, da® sie dimere phenolische Metabolite Uber stereo- und
regioselektive Phenolkuppungen produzieren.!” Die Kultivierung von Pflanzen im Labor
durch Kalluskulturen ist etabliert, aber weitaus aufwendiger als die Kultivierung von
Bakterien oder filamentdsen Pilzen auf Agar-Platten oder in Schittelkolben. Darlber hinaus
weisen manche Pflanzen eine organabhéngige Biosynthese auf, dies bedeutet, dal3 in
unterschiedlichen Organen der Pflanze (Samlinge, Wurzd, Bllten) unterschiedliche Biaryl-
verbindungen produziert werden. Daher wurden Pflanzen fir die Biosyntheseuntersuchungen

ausgeschlosen.

Bakterien sind in Bezug auf Kultivierung und genetische Information sehr gut charakterisiert.
Weiterhin produzieren sie mitunter auch Biarylnaturstoffe” Da nicht gesichert ist, ob die
Biosynthese dieser Metabolite Uiber eine regio- und stereoselektive, intermolekulare oxidative
Phenolkupdung verlauft, scheiden Bakterien als Modellorganismus ebenfalls aus. Die

Biosynthese von Vancomycin verlauft tGber intramolekulare Phenoloxidationen (siehe S. 18).
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Pilze, insbesondere Schimmelpilze vereinigen die Bedingungen der einfachen Kultivierung
sowie der stereo- und regioselektiven Biosynthese von Biarylnaturstoffen. Um einen ge-
eigneten Pilzstamm auszuwdahlen wurden auf der Grundlage des ,Dictionary of Natural
Produts® verschiedene Substanzklassen wvon  Biarylnaturstoffen  (Naphthopyranone,
Naphthyle, Cumarine, Anthracene) den jeweiligen Organismen zugeordnet.’®¥ Auf der Basis

dieser Vorarbeiten wurde der filamentse Pilz Penicilli um citreo-viride ausgewahlt.

4.1.1 Schimmelpilze — Eine kurze Einfihrung

Schimmelpilze zéchnen sich durch eine ausgepragte Variabilitét bzw. Anpassungsfahigkeit
an ihr natirliches Habitat aus. Dies ist darauf zurtickzuftihren, dal3 sie Gber Verwadsungen
der Pilzféden, sogenannte Hyphenanastomosen, mit Vertretern der gleichen oder einer ver-
wandten Art Kerne austauschen kénnen. Daher werden die Schimmelpilze nur nach ihren
morphologischen Eigenschaften systematisch eingeordnet.®® Darunter fallen das Myce und

die Fortpflanzungsorgane:

» Mycd:
In der Wadhstumsphase hildet der Pilz fadenartige Zellstrukturen (Hyphen), die durch
Auskeimen von Sporen entstehen. Die Gesamtheit aler Hyphen wird Mycd genannt.
Dieses kann sich im Substrat entwickeln (Substratmycd) oder auf der Substratoberflache
wacdhsen (Oberflachenmycd). Weiterhin wird zwischen einem septierten Mycd, welches
durch Querwénde in einzene Zellen unterteilt ist, und einem vallig unseptierten Mycd
unterschieden (siehe Abbildung 4-1).
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Abbildung 4-1: Lichtmikroskopische Aufnahme des Mycds von P. citreo-viride: Auf dem Bild ist der ulere
Rand des Mycds gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, da3 de Hyphen septiert sind. Dieses
Bild stammt aus eilgenen Arbeiten.
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» Fortpflanzungsorgane:

In der Vermehrungsphase bildet der Pilz Fortpflanzungszdlen. Diese Sporen kénnen ge-

schledhtlich oder ungeschleditlich sein. Bei den meisten Schimmelpilzen findet eine un-

geschledhtliche Fortpflanzung statt (Deuteromycetes, Fungi Imperfedi).

Im System der Pilze wird der hier verwendete Organismus, Penicillium citreo-viride, wie
folgt klassfiziert (sehe Abbildung 4-2):

» Abtellung: Eumycota

» Klasse: Deuteromycetes (Fungi Imperfeadi) (Mycd septiert)

» Ordnung: Monili ales (Hyphomycetes)

N e e '
» Familie MoniliaceagMycd blal3 oder ungefarbt)
» Gattung: Penicilli um
Pilze
|
I
Abteilung Myxomycota Eumycota
I |
Klasse Zygomycetes Ascomycetes Deuteromycetes (Fungi Imperfecti)
| ‘__—Lﬁ |
Ordnung Mucorales Sphaeriales Edrotiales Moniliales (Hyphomycetes)
|
. | l -

Familie Mucoraceae Thamnidiaceae Sordariaceae Eurotiaceae Moniliaceae Dematiaceae Tuberculariaceae
(Mycel blaB (Mycel oder Konidiophoren
oder unge- Sporen oder kurz, gebiindelt)
farbt) beides dunkel)

|
Gattung Absidia Thamnidium Neurospora Byssochlamys Aspergillus Alternaria Fusarium
Mucor Emericella Monilia Cladosporium
Rhizopus Eupenicillium Paecilomyces
u.a. Sartorya Penicillium
Talaromyces Scopulariopsis
u.a. Sporotrichum
Trichoderma
Trichothecium
u.a.
Abbildung 4-2:  Einordnung eniger Gattungen der Schimmelpilze in das System der Pilze (Abbildung ent-

nommen aus [90b]).

Penicillia sind dadurch gekenrzechret, dal3 ihre Konidiophoren (Sporentréger) in einem

Blschel von verzweigten Asten (Penicillus) enden. An deren Ende sitzen die Konidien-

bildenden Phialiden. Weiterhin werden je nach Bau des Penicillus vier Sektionen unter-
schieden (siehe Abbildung 4-3, S. 35). P. citreo-viride gehtrt zur Sektion der Mono-

verticill ata, bei der der Penicill us unverzweigt ist und nur einen Wirtel” aus Phialiden trégt.

" aus der Botanik: Aststellung in Form eines Quirls.
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\\\vz - T W
P Metuine
i Nl

Konidiophor

Monoverticillata Biverticillata- Biverticillata- Polyverticillata
Symmetrica Asymmetrica

Abbildung 4-3: links: Sporenbildung bei Penicilli a; redts: verschiedene Penicill usformen (Abbildung ent-
nommen aus [90b])

4.1.2 Penicillium citreo-viride - Was aus der Literatur bekannt ist

Der hier verwendete Pilzssamm Penicilli um citreo-viride (ATCC No. 42743 stamnt ur-
sprunglich aus einer Bodenprobe aus der afrikanischen Savanne (Guineg. Zeeck & al.
berichten Uber die Fermentation des Organismus im 100 L Mal3stab und de Isolierung von
Sekundarmetaboliten aus dem Mycd des Pilzes!®¥ Dabei werden unter Verwendung eines
Mediums aus 1 % Malzextrakt, 0.4 % Hefeextrakt und 0.4 % Glucose die in Tabelle 4-1 auf-
gefuihrten Pigmente isoliert. Als Folge der Produktion dieser Farbstoffe verfarbt sich das

Mycd des Pilzes wéhrend der Inkubation von drei Tagen von farblos zu rot-violett.

Metabolit Struktur Konzentration  Farbe
[mg/L]
(R)-semi-Vioxanthin 102 D OO 120 gelb
HsCO OO “CHs
Vioxanthin 103 2.5 grin
Viomellein 104 20 violett
Xanthomegnin 105 115 orange

Tabelle4-1:  Ubersicht (iber die von Zeeck & al.®¥ aus dem Pilz P. citreo-viride isolierten Sekundarmeta-
bdite. (R)-semi-Vioxanthin (R)-102wird unter Verwendung eines anderen Nahrmediums erhal-
ten: 6 % Mannit, 1.5 % Glutaminsaure, 0.75 % (NH,),SO,, 0.9 % NaCl, 0.6 % K,HPO,, 0.3 %
MgS0,x7H,0, 0.12 % CaCl,, 0.006 % FeSO,x7H,0, 0.003% ZnSO,x7H,0.
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Die oben aufgefuhrten Biarylnaturstoffe sind eng miteinander verwandt: Zum einen leiten sie
sich dle vom nonomeren (R)-semi-Vioxanthin (R)-102 ab, und zum anderen unterscheiden
sich Vioxanthin 103 Viomellein 104 und Xanthomegnin 105 nur durch ihre Oxidationsdufe.
Weiterhin sind de beiden Molekilhédlften dieser Naturstoffe durch ene Biaryladhse
verkniipft, die ene fur dieses biologische System charakteristische Stereo- und Regiochemie

aufweist. Im Folgenden werden diese Sekundérmetabolite ndher vorgestellt:

semi-Vioxanthin

H3CO

semi-Vioxanthin 102

Semi-Vioxanthin 102 wird neben P. citreo-viride auch in dem Pilz Pyricularia oryzae®?
sowie ds Glycosid in den Pflanzen Paepaanthus velozioides und P. latipes® gefunden.
Basierend auf einem Vergleich der Circulardichroismusgektren des Naturstoffes und (R)-
Mellein konnte dem Stereozentrum an C-3 de (R)-Konfiguration zugeordnet werden.!®!
Waéhrend (R)-semi-Vioxanthin (R)-102 als Fungizid wirkt, zeigt das (S)-Enantiomer, welches
aus Cryptospirosis abietina isoliert wurde, zusétzlich noch eine entlaubende Wirkung.!®# Die
erste themische Synthese von racemischen semi-Vioxanthin (rac)-102 geht auf Yamaguchi
zuriick.®® Diese 13-stufige Synthese verlauft tiber die polyketidische Zwischenstufe 108 mit
einer Gesamtausbeute von 2 % (siehe Schema 4-1).

OH _ _

OH ] o o
CO,Et CO,tBu
COEt 3@\/ A coasu 0 0 o©
4£;/ COEt > i COtBu

CO,Et Y o)
106 107 - 108 -
30 % l Ca(OAc),
OH OH O OH OH
COsB
OO o) 8 Stufen 2=
HsCO CHy =~— COABu
14 %
102

Schema4-1:  Synthese von racemischen semi-Vioxanthin (rac)-102 nach Yamaguchi et al .[95]
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In Arbeiten von Broka'®® und der Arbeitgruppe von Deshpand?®” wurde 102 oder Derivate
davon durch die Kondensation von Orsellinsdurederivaten mit chiralen Pyranonen, (§)-111
und (rac)-114, sowie (S)-3-Hydroxybuttersduredhylester (9-(117), zum Tel auch in

enantiomerenreiner Form, dargestellt (sehe Schema 4-2).

Schema 4-2:

De d@ al. verwendeten das Konzept der Heteroatom dirigierten ortho-Metallierung zur

Synthese von semi-Vioxanthin-Analoga, wie aum Beispiel 122 (sehe Schema 4-3).

Schema 4-3:

MOMO o) MOMO OH O
CO,Et
/CE T L0
0,
H3CO CHg3 CHg3 70% H3CO CH3
110 111 112
MOMO o) MOMO OH O
CO,CH
2 3+ ‘ o LDA o
68 %
H3CO CHs H3CO CHs H;CO CHgy
113 114 115
OCH3 H3CO OH O
CO,CH OH O
e LA 0
H3C OCyHs 350
H3CO CH3 HsCO CHs
116 117 118

Semi-Vioxanthin-Synthesen durch Kondensation von Orsdlli nsureestern mit chiralen Pyranonen

(oben und mitte)!°5°™ bzw. Hydroxybuttersiureester (unten).*™

OH 1. CH3l/K,CO3 OCONEt;
2. CICONEt,/NaH
CO0 e CO
OH OCHg
119 120

1. s-BuLi/CICONEt,
2. s-BuLi/CuBr-Me;,S | 51 %

Allylbromid
H3CO O 1. HCI OCONEt;
OO o 2. CH3l/K,CO3 OO CONEt,
CHa 61 % N
OCHj3 OCHg3
122 121

Synthese des semi-Vioxanthin-Analogons 122 nach De et al.*®

[9g
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Vioxanthin, Viomell ein, Xanthomegnin

OH OH O O OH O
oSNNI O
HaCO™ ™ > 7 CHy  HCO 7 7 ™ CH3

O
Vioxanthin 103 Xanthomegnin 105

HsC..,

Viomellein 104

Diese drel Biarylnaturstoffe aus P. citreo-viride kommen auch in anderen Pilzstéammen vor
(Sehe Tabele 4-2).°9 Neben ihrer Farbigkeit besitzen diese Sekundarmetabolite éne
Funktion als Mycotoxine. Verfltterungsexperimente von Viomellein 104 und Xanthomgenin

105an Mause fihrten zu tédlichen Veranderungen in der Leber der Tiere*®

Naturstoff dternative Quelle Literatur
Vioxanthin 103  Trichophytonviolaceum [10Q
Viomellein 104  Aspergill us ochraceus, A. mell eus, A. [101,102103

sulphureus, Penicilli um viridicatum, P.
cydopium

Xanthomegnin 105 Aspergill us ochraceus, A. melleus, A. [101,103104,
sulphureus, Penicilli um viridicatum, P. 105106107

cydopium, Trichophyton rubrum, T.
megnini, T. violaceum, Microsporium
cooke

Tabelle4-2:  Ubersicht iiber alternative Quellen neben P. citreo-viride firr Vioxanthin 103 Viomellein 104
und Xanthomegnin 105

Korrelation des Drehwertes von 3-Hydroxybuttersdure (124), die durch chemische Abbau-
retion von Xanthomegnin 105 erhalten wurde, mit dem Drehwert von authentischer (R)-3-
Hydroxybuttersaure (R)-(124) fihrte zur Bestimmung der absoluten Konfiguration des Stereo-
zentrum im Ladonring (Siehe Schema 4-4, S. 39).[1%¢
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O OH O H,OC O
2 o) Oxidation HOC o) —_— /'O\Hi
H3C OH
HsCO “CH3 HO "CHj s
O
105 123 124
[a]p =-22.8
authentische (R)-3-Hydroxybuttersaure: [0]p = -24.0

Schema4-4:  Bestimmung der absoluten Konfiguration des Stereozentrums von 105 nach Ng et al.*%d

Zeeck & al. berichten, dal3 die Darstellung von Vioxanthin 103 durch oxidative Phenol-
kupdung von semi-Vioxanthin 102 mit diversen Oxidationsmitteln nicht gelingt (siehe
Schema 4-5).°Y

OH OH O o , OH OH O
Oxidationsmittel
e TS
H3CO CH3 l H3CO "CHs
102 103
Oxidationsmittel = Cu(Ac),, Ag,0, Cerammoniumnitrat, DDQ, Hexacyanoferrat(lll)

Schema4-5:  Versuchte oxidative Phenolkupplung von semi-Vioxanthin 102 nach Zeeck éal.[°”

Die Gruppe um Zeeck®® sowie Roser®® konnten Xanthomegnin 105 durch oxidative Phenol-
kupdung des Hydroxychinons 127 synthetisieren. 127 ist entweder durch Oxidation von
semi-Vioxanthin 102 zum semi-Xanthomegnin 125'°¥ und anschlieRender Demethylierung
der Methoxygruppe aa C-71°Y oder durch Oxidation des Naphthalintriols 126'°¥ zuganglich
(sehe Schema 4-6, S. 39).

OH OH O
H3CO CHg
102 1. Fremy's Salz
2. AICl;
68 %
Zeeck et al.[®!] O OH O 1. K,S,0g O OH O
------------------------------------------------- OIS “remw S
- 0,
Roserl108] HO cHy 1080% o CHs
78 % 0 127 O 105
Fremy's Salz
OH OH O
HO CHa
126
Schema4-6:  Xanthomegnin-Synthese nach Zeeck €al.®¥ und Roser.!*%8
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4.2 Naturstoffsynthese

Als Referenzsubstanzen zur Etablierung eines Analytik-Assays wurden die Verbindungen
(rac)-, (R)- und (9§-semi-Vioxanthin 102 sowie (rac)-semi-Xanthomegnin 125 chemisch
synthetisiert. Im Rahmen von Versuchen zur Synthese von (P)- und (M)-Vioxanthin (P)-,
(M)-103 wurden verschiedene Strategien zur Darstellung von dimeren Orselli nséureestern,

zum Tell auch in enantiomerenreiner Form, entwickelt.

4.2.1 Synthese von semi-Vioxanthin!**”

Einleitung

In Analogie au den Verfahren von Brokal®®, Deshpanct & al.*” sowie Sroech!**? werden
sowohl racemisches semi-Vioxanthin (rac)-102 als auch die beiden Enantiomere (R)- und (S)-
102 Uber eine Tandem-Michael-Reaktion*#'3 synthetisiert. Dieser Reektionstyp fihrt zu
einer regioselektiven Disubstitution an einem Michael-Akzeptor und kann in zwei Tellschritte

zerlegt werden (siehe Schema 4-7):

1. Michael-Addition eines Nukleophils (Nu) an eine &tivierte Doppelbindung
2. Rektion des intermedidr auftretenden Enolats mit einem Elektrophil (E)

(0] O® (@) (@]
WO PR P g £ By
S~ Nu Nu Nu

Nu®: Nukleophil E® : Elektrophil
Schema4-7. Schematischer Ablauf der Tandem-Michael-Reaktion.

Gehoren Enolat und Elektrophil demselben Molekdl an, kann durch DieckmannKonden-
sation ein Ringschlul3 erfolgen. Zu desem Synthesekonzept gehtrt auch die Tandem-
Michael-Re&ktion von Benzylanionen mit B-alkoxysubstituierten a,B-ungeséttigten Carbonyl-
verbindungen. Der Alkoxysubstituent in 3-Position erhéht zum einen die Redktivitéat gegen-
Uber Carbanionen und zum anderen ermdglicht er durch spontane Alkoholeliminierung nach

der Tandem-Reéktion die Bildung des aromatischen Ringsystems.!**?
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OH OH O

OPG (@)
; CO,CH3
H3CO “ CHs H3CO CH3 H3CO CHs
102 128 114

PG: Schutzgruppe

Schema4-8:  Retrosynthetische Analyse von semi-Vioxanthin 102

Auf diese Weise |43t sich die Darstellung von semi-Vioxanthin 102 auf die Tandem-Michael-
Re&tion von Orsellinsdurederivat 128 mit dem chiralen Pyranon 114 zurlckfihren (siehe
Schema 4-8).

Eigene Arbeiten und Diskussion

Synthese der Orselli nsdurederivate

Orsdllinséuremethylester (1300 wird in einer einstufigen Reétion nach Chiarello und
Joulli @1 durch Kondensation von zwei Molekiilen Acetessgsauremethylester (129) in 47 %
Ausbeute ehalten (sehe Schema 4-9). Dieses Verfahren ist anderen, mehrstufigen Synthesen
vorzuziehen, da diese bei vergleichbarer Gesamtausbeute enen wesentlich hdheren
Arbeitsaufwand erfordern.**4 Durch die Chelatisierung des Protons der Hydroxygruppe in
ortho-Position zur Esterfunktion, welche durch die starke Tieffeldverschiebung des Protons
im 'H-NMR-Spektrum belegt wird (11.77 ppm), kann die para-Hydroxygruppe selektiv
methyliert werden.**¥ Dies gelingt durch Umsetzung von 130 mit lodmethan unter basischen
Bedingungen (K,COs) in 79 % Ausbeute.

1. NaH, 0°C . H.
2. n-BuLi, 78 °C oo oo
U 3. A, HCI &OCHB' CHsl, KoCO3 /@iMOCHg
? o _—
H3C OCHg3 THE HO CHz Aceton, A H3CO CH3
47 % 79 %
129 130 131

Schema4-9:  Synthese von 2-Hydroxy-4-methoxy-6-methyl benzoesuremethylester (131).

Als Schutzgruppen fur die Hydroxyfunktion an C-2 werden die Benzyloxymethyl- (BOM)
und Methoxymethylgruppe (MOM) verwendet. Diese sind im Gegensatz zur Benzylgruppe
unter den Bedingungen der Tandem-Michael-Reaktion stabil**® und lassen sich selektiv unter
milden Bedingungen entfernen. Zur EinfUhrung der BOM-Schutzgruppe wird 131 zunadcst
mit Natriummethylat zum Natriumsalz umgesetzt, welches anschlieRend mit einem Uber-
schufl3 von Triethylamin und Benzylchlormethylether zur Reaktion gebradt wird (siehe
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Schema 4-10). Der dabei entstehende 2-Benzyloxymethoxy-4-methoxy-6-methylbenzoe-
sduremethylester (132 kann in 95 % Ausbeute isoliert werden. Das Methoxymethylderivat
113 wird duch Erhitzen von 131 mit Hlnig-Base (N-Ethyl-isopropylamin) und Chlor-
dimethylether in 97 % Ausbeute synthetisiert (sehe Schema 4-10).

PN
1. NaOCH3, MeOH @O ? conch
2. BOM-CI, N(C,H5s)3 /@i 28
o THE, RT - HsCO CHs
95 %
CO,CHs 132
PN
HaCO CHa CH50CH,CI HCO™ 0 conch
131 Hunig-Base Zrs
CH,Cl,, A HsCO CHs
97 % 113

Schema4-10:  Einfihrung der BOM- und MOM-Schutzgruppe.

Synthese der chiralen Michael-Akzeptoren

Die Darstellung des chiralen 5,6-Dihydro-4-methoxy-6-methyl-2H-pyran-2-ons (114) erfolgt
sowohl im Falle der racemischen Form (rac)-114 als auch im Falle der beiden Stereoisomere
(R)- und (S-114 Uber ahnliche Syntheserouten. Zunadst wird in einer Claisen-Esterkonden-
sation von 3-Hydroxybuttersaureahylester (117) mit Essgsaure-tert-butylester (133) der 5-
Hydroxy-3-oxo-hexansaure-tert-butylester (134) synthetisiert.!*” Da 117 racemisch, as (R)-
Enantiomer (99 % eg und as (S-Enantiomer (96 % e kommerziell erhdtlich ist, kann
durch Wahl des Edukies die Stereochemie des Produktes bestimmt werden. Das Zwischen-
produkt 134 wird anschlieBend duch Ladonisierung mit Trifluoressgssaure (TFA)™® und
nadhfolgende Methylierung mit Dimethylsulfat in 114 Uberfthrt (sSehe Schema 4-11).

OLi
_— >
HaC OCHs  THF,-78°C  HsC OtBu
117 134
TFA
CH,Cly, RT
o} (CH30),S0, o}
K>,CO
Aceton, A
HCO CHs HO CHs
114 135

Schema4-11: Synthese des chiralen Michael-Akzeptors 114
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Tabelle 4-3 gibt einen Uberblick tber die Ausbeuten fir den Michael-Akzeptor 114 als race

misches Gemisch und in Form der beiden Stereoisomere.

Stereo- Claisen-Kondensation Ladonisierung Methylierung ~ Gesamt-
isomer Verbindung 134 Verbindung 135 Verbindung 114 ausbeute

(rac) 88 % 80 % 74% 52%
(R) 85% 72% 68% 42 %
0 0 0 0

S 85 % 58 % 74% 36 %

Tabelle4-3:  Ubersicht tiber die Ausbeuten bei der Darstellung der chiralen Michael-Akzeptoren 114

Im Falle des (R)-Enantiomers (R)-114 gelingt die Synthese des Hydroxyketons (R)-134 auch
nach einer von Wolberg et al. entwickelten Methode.!*'? Dabei wird 35-Dioxohexansiure-
tert-butylester (137) mit einer Alkoholdehydrogenase aus Lactobecillus brevis (LBADH)
regio- und enantioselektiv an C-5 reduziert. Diese Redtion liefert (R)-5-Hydroxy-3-oxo-
hexansdure-tert-butylester (R)-(134) in 78 % Ausbeute und einem Enantiomerentiberschuld
von >99 % (siehe Schema 4-12).

O OH O
HaC S0 t-BUOH w recLBADH w
0 3 Toluol,A HsC OtBu PpH6.6,RT  HsC OtBu
CH3 31 0/0 78 0/0 >99 0/0 ee
136 137 (R)-134

Schema4-12:  Enzymatische Synthese von (R)-5-Hydroxy-5-oxo-hexanséure-tert-butylester (R)-(134).1**9

Tandem-Michagl-Reaktion

Die Naphthopyranonstruktur von semi-Vioxanthin 102 wird durch Tandem-Michael-Reaktion
der geschitzten Orsellinséureester 132 und 113 mit dem Michael-Akzeptor 114 aufgebaut.
Zunacst werden durch Deprotonierung mit Lithiumdiisopropylamid (LDA) bel —78 °C die
tiefroten Benzylanionen von 132 und 113 erzeugt. 1,4-Addition der Kohlenstoff nukleophile
an das Pyranon 114 liefert intermediér die Enolate 138 und 139 welche bei Erwarmen auf
Raumtemperatur durch intramolekulare Dieckmann-Kondensation und Methanoleliminierung
Zu den gewilnschten aromatischen Ringsystemen 140 und 115 cycliseren (siehe
Schema 4-13, S. 44).
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OR o) OR __ ..ol
2 3
HaCO CHs HaCO CHy THF.-78°C | h.co CHs
OCHs
132: R = BOM (rac)-114 (rac)-138: R = BOM
113: R = MOM (rac)-139: R = MOM

EtOH
THF, -78 °C - RT

OR OH O

H3CO CH

(rac)-140: R = BOM
(rac)-115: R = MOM

3

Schema4-13. Medhanismus der Tandem-Michael-Reaktion zur Synthese von benzyloxymethyl- und methoxy-
methyl-geschiitztem semi-Vioxanthin 140und 115

Die Ausbeuten der durchgefihrten Tandem-Michael-Re&tionen sind in Tabelle 4-4 zusam-

mengefasy.

Orsdllinséurederivat  Michad-Akzeptor  Produkt  Ausbeute

132 (rac)-114 (rac)-140 38%
132 (R-114 (R)-140 38%
132 (9-114 (9-140 27%
113 (rac)-114 (rac)-115 25%
113 (R-114 (R)-115 35%

Tabelle4-4:  Ubersicht Uber die Ausbeuten der Tandem-Michael-Resktionen.

Schutzgruppenabspaltung

Die selektive Entfernung der Schutzgruppe unter milden Reéektionsbedingungen gelingt im
Fale der BOM-Schutzgruppe durch Hydrogenolyse unter Wasserstoffatmosphére katalysiert
durch Palladium auf Aktivkohle, und im Falle der MOM-Schutzgruppe durch Hydrolyse mit
konz. Salzsdure (sehe Schema 4-14 und Tabelle 4-5, S. 45).
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[i:T/\O O OH O OH OH O
HaCO cH, FEtOACMeOH.RT . o Cha
140 102
HsCO~ O OH O OH OH O
.
HsCO CH3 RT HsCO CH3
115 102

Schema4-14: Selektive Abspaltung der Schutzgruppen.

geschitztes semi-Vioxanthin -~ semi-Vioxanthin -~ Ausbeute

(rac)-140 (rac)-102 63 %
(R)-140 (R)-102 44 %
(9-140 (9-102 39%
(R)-115 (R)-102 55%

Tabelle4-5:  Ausbeuten der Schutzgruppenabspaltungen.

4.2.2 Synthese dimerer Orsellinsaureester

Einleitung

Die Synthese von Biarylverbindungen, die aus zwei identischen Molekulhéften bestehen,
kann prinzipiell durch zwei unterschiedliche Dimeriserungsprozesse eafolgen: Zum einen
Uber die klasssche Ullmann-Re&tion (sehe S. 23) oder verwandte Prozess, die unter Re-
duktion verlaufen, und zum anderen Uber oxidative Phenolkuppungen mit Oxidationsmitteln
wie Kupfer(Il)-, Thallium(lll) -, Eisen(lll) -, Ruthenium(IV)- oder Vanadium(V)salzen (siehe
S. 22). Waeiterhin ist die Verwendung von hypervalenten lodverbindungen wie Bis

(trifluoraceoxy)iodphenol (PIFA) moglich.

Synthese durch Ullmann-Reaktion

Ausgehend von monomeren, iodierten Orsellinsiurederivaten verwendete Karl®*29 in der
Gruppe von Seglich die UllmannRe&tion zur Synthese von dimeren Orsellinsdureestern
(sehe Schema 4-15, S. 46). Da die Kuppungsposition durch den lodsubstituenten im
Substrat  determiniert wird, komnt der regioselektiven lodierung der monomeren
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Orsdllinséureester entscheidende Bedeutung zu. Dieses Verfahren ist auf die vollstéandig
methylierten Derivate limitiert, da freie Hydroxygruppen bel der UllmannReaktion nicht
toleriert werden. Ausgehend von 2,4-Dihydroxy-6-methylbenzoesduremethylester (130
konnte Karl®2? durch die Restionsfolge Methylierung-lodierung-Methylierung selektiv
das 3-lod-Derivat 141 und duch die Reationsfolge Methylierung-lodierung selektiv das 5-
lod-Derivat 143 synthetiseren. Diese Verbindungen wurden dann unter Ullmann
Bedingungen dimerisiert und die so erhaltenen symmetrischen dimeren Orselli nséureester,
144 und 146, regioselektiv demethyliert (sehe Schema 4-15). Durch Verwendung des Diiod-
Derivates 142ist die Darstellung des unsymmetrischen Biaryls 145 moglich.

1. CH,N,
2. I5/H,0, OCH3 1.Cu, A OH
3. (CH30),S0, I CO2CH3 2, BBr3 CO,CH3
- _ >
62% HaCO CH3 62 % HaCO CH3
141 144
OH
CO,CH
oH 1.) 1y/H,0, OCH3 1.Cu, A Zrs
3/@ECOZCHa 2)) CH,N, | COLCH: 2.BBr;  pico™ 72 iy
3
HO™ " "CHs 95 % HsCO CHs 15 % HaCO O OH
130 ! CO,CHs
CHs
142 145
1. (CH30),S0, OCH3 1.Cu, A OH
2. |2/H202 COZCH3 2. BBI’3 COZCH3
—_—
71% HaCO CHa °1% HaCO CHa
I 2
143 146

Schema4-15:  Synthese dimerer Orsdlli nséureester nach Karl %129

Ahnliche Ergebnisse wurden von Giles und Sargent**¥ durch die selektive lodierung von 2,4-
Dimethoxy-6-methylbenzoesduremethylester (116) an C-5 mit lod und Silbertrifluoraceat
(siehe Schema 4-16 oben, S. 47) und von Hauser und Gauuan'? durch die nicht-selektive
lodierung von 2-Hydroxy-4-methoxy-6-methylbenzoeséureehylester (131) an C-3 und C-5
mit N-lod-sucanimid erhalten (sehe Schema 4-16 unten, S. 47).
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OCHs OCHs OCHs
/@iCOZCH.’S I2/Ag(02CCF3) CO,CH3 Cu, A CO,CH3
—_—
0,
HaCO CHa 85 % HaCO CHa 81%  h,co CHs
| 2
116 143 147
OH 1. NIS OCH3 OCH3
/@ECOZCZHS 2. (CH30),S0, |i©iC02C2H5 COLCoHs
+
HsCO CHs 98 % HsCO CHs HsCO CHs
|
131 141 3.7:1 143
Cu, A J 72 %
OCHs
2 é@icozcsz
H3CO CHg3
148

Schema4-16:  Ullmann-Reaktion von iodierten Orselli nsiurederivaten nach Sargent™™*? und Hauser.[*

Synthese durch oxidative Phenakupdung

Weiterhin wurde von Karl auch die Darstellung von dimeren Orsellinsdureestern durch oxi-
dative Phenolkuppung eines monomeren Orselli nsaurederivates versucht.!*?? Die Oxidation
von 2,4-Dihydroxy-6-methylbenzoeséuremethylester (130 sowie  2,4-Dimethoxy-6-
methylbenzoesduremethylester (116) mit diversen Oxidationsmitteln (Kupfer(l11) - Eisen(I11) -,
Cer(l1) - und Thallium(lIl) -Salze) war nicht erfolgreich.

In der Literatur existieren Verfahren, bei denen Phenole mit Orsallinsdureester-ahnlichen
Strukturen oxidativ dimerisiert wurden. So berichten Parthasarathy und Guptal*?? sowie die
Gruppe um Haradd!?® von einer oxidativen Phenolkupdung von 2-Hydroxy-4,6-dimethoxy-
acdgophenon (149 mit auf Kieselgel adsorbiertem Eisen(lll) chlorid, die selektiv zur Bildung
des an C-3 gekuppelten Biaryls 150 fuhrt (siehe Schema 4-17 oben, S. 48). Die Red&tion
verlauft hingegen regiochemisch Wllig unselektiv, wenn as Substrat 2-Hydroxy-4-
methoxyacegophenon (151) eingesetzt wird. Dabel entstehen die symmetrischen Biaryle 152
und 154 in jeweils 10 % und das unsymmetrische Biaryl 153 in 20 % Ausbeute (siehe
Schema 4-17 unten, S. 48).1*23 Diese fehlende Selektivitat bei der chemischen oxidativen
Phenolkupplung mit Eisen(lI1) chlorid ist schon lange bekannt.'?¥ Die Festkorperreaktion
wurde urspriinglich von Mazur eingefiihrt und dent sowohl zur oxidativen Dimerisierung von

Phenolen als auch zur Dehydratisierung von Alkoholen.[*2%
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OH O OH O
i@fﬁc}h FeCly/SiO, zﬁCH3
HaCO™ 7 "OCHg R8Ti Z/d HaCO OCHs
(0]
3,3'-gekuppeltes
149 Biaryl 150
OH O

OH O O CHs OH O
FeCI3/S|02 CH 2 CH
H3CO RT, 7 T RL7d H3CO H H3CO OH  Hyco H
2 CHs

151
H O
5,5'-gekuppeltes 3,5'-gekuppeltes 3,3-gekuppeltes
Biaryl 152 Biaryl 153 Biaryl 154
10 % 20 % 10 %

Schema 4-17. Selektive und unselektive oxidative Phenolkupdung von Aceophenonen nach Parthasarathy
und Gupta *?? sowie Haradaet al.**9

Atropisomerentrennung

Karl konnte die beiden Atropisomeren des 3,3 -dimeren Orsellinsdureesters 144 durch An-
wendung der sogenannten ,Dinitrodiphensaureladon-Methode® trennen (siehe Schema
4-18) [6e120

CHa
COZCH3 COZCH3 O CO,CHs
cho cloc _NaH _ H;cO NO,  HaCO OH
cho cloc N02 139 HsCO NO, * Hico ‘ OH
COZCH3 CO,CH3
COZCH3 L,
144 (M)-(+)-155 (M,M)-(-)-156 (P)-(+)-144
KOH | >95 %
COZCH3
H300 , HO:C NO
H3CO HOzC NO»
COZCH3
(M)-(-)-144 (M)-(+)-20

Schema 4-18. Trennung der Atropisomeren des 3,3'-dimeren Orsdlinséureesters 144 nach der Lacton-
methode.[®%*20
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Dazu wird racemisches 144 mit optisch aktivem (M)-Dinitrodiphensauredichlorid (M)-(155
umgesetzt. Neben dem entsprechenden Diladon (M,M)-156 wird nicht umgesetztes, optisch
aktives (P)-144 erhalten. Die basische Hydrolyse von (M,M)-156 liefert den optisch aktiven
dimeren Orsellinsureester (M)-144 und das urspringlich eingesetzte (M)-155 (siehe Schema
4-18, S. 48). Die Umsetzung von raceamischen 144 mit (P)-155liefert analoge Ergebnisse.

Weiterhin fuhrte @ mit den racemischen dimeren Orsellinsdureestern 147 und 148 eine
saulenchromatographische Trennung an Triacaylcdlulose durch. Es wurde @ne Aufspaltung
der Substanzen in die jewelligen Atropisomere beobadtet. Durch das Auftreten von langge-
zogenen, einander Uberlappenden Elutionszonen wurden rur geringe Enantiomerentiber-

schiis® (6.7 % ed erreicht.*??

Harada et al.*?® konnten die Atropisomeren des Biphenols 150 durch Derivatisierung mit
enantiomerenreinem (1S4R)-(-)-Camphansaurechlorid*?? (157) trennen. Dabei entstehen
zwel diastereomere Biscamphansdureester, (M)-158 und (P)-159, die sich chromatographisch

voneinander trennen lasen (siehe Schema 4-19).

OCH3 OCH3 OCHj3
O COCHj COCH; COCH3
HaCO OH (1S,4R)-(-)- Camphansaurechlorld HsCO OR* H3CO OR*
HaCO O OH 86 % cho H3co OR*
COCHg Hy c CHg 9 COCH3 COCH;
OCHs e OCHg OCHs
(rac)-150 H3C © (M)-(-)-158 (P)-(+)-159
o

Schema4-19:  Atropisomerentrennung nach Haradaet al.[*?9

AnschlieRend werden die d@ropisomeren Biphenole, (M)-150 und (P)-150, durch Abspaltung
des chiralen Derivatisierungsreagenzes erhalten (sehe Schema 4-20, S. 50). Bei der sauren
Hydrolyse wurde ane partielle Racenisierung beobaditet, welches sch in der optischen

Reinheit (79 % eeflr das jewelli ge Atropisomer) wiederspiegelt.
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OCH3 OCH3

O COCHz | O COCH3
HCl  HaCO OH | HsCO OH HCI
| DL
649  HaCO O OH | HsCO ‘ oH “Gam
COCH3 | COCH3

OCH3 OCH3
(M)-(-)-150 (P)-(+)-150

(M)-(-)-158 (P)-(+)-159

Schema 4-20:  Abspaltung des Camphansaurerestes durch saure Hydrolyse 29

Eigene Arbeiten und Diskussion

Dimerisierung duch oxidative Phendkuppungmit Eisen(l1l) chlorid™?3

Aufgrund der grofRen strukturellen Ahnlichkeit von 2-Hydroxy-4-methoxy-6-methylbenzoe-
sduremethylester (131) mit den Aceophenonen 149 und 151 wurde die oxidative
Phenolkuppdung mit auf Kieselgel adsorbiertem Eisen(l11) chlorid erprobt.

Zur Prdparation des Kuppungsreagenzes wird Eisen(lll) chlorid Hexahydrat in einem
Gemisch aus Diethylether und Methanol gelost und mit Kieselgel versetzt. Bel Verwendung
von Ethanol findet wahrend der Kuppungsregtion eine Umesterung des Methylesters zum
Ethylester statt. Anschlief3end wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und
das zurtickbleibende gelbe Pulver 8 h bei 0.4 mbar und 70 °C getrocknet. Bel htherer Tem-
peratur oder langerer Trocknungszat wird eine Braunfarbung des Rickstandes beobadhtet,
die aif eine Zersetzung des adsorbierten Eisenchlorids zuriickzufiihren ist.[*?® Das Massn-
verhdtnis von Metalsalz zu Kieselgel betrégt 1:2. Damit ist sichergestellt, dal? das FeCls voll-
standig auf dem Tréagermateria adsorbiert wird. Zur Durchfihrung der eigentlichen
Kuppungsre&ktion wird eine Loésung von 2-Hydroxy-4-methoxy-6-methylbenzoesdure-
methylester (131) in Dichlormethan mit dem auf Kieselgel adsorbierten Eisen(l11) chlorid ver-
setzt, wobei eine Schwarzfarbung beobaditet wird. Das Mengenverhdltnis von Substrat zu
Kuppungsreagenz betragt 1:10. Nach dem Entfernen des Lésungsmittels wird ein schwarzes
Pulver erhalten, das fir 24 h bei 60 °C inkubiert wird. Der Reé&tionsverlauf kann durch

Dunnschichtchromatographie verfolgt werden.

Bel der saulenchromatographischen Produktisolierung wird neben den Produktfraktionen
auch stets nicht umgesetztes Edukt zurtickgewonnen. Aul3erdem wird die Bildung von nicht-
identifizierbaren Nebenprodukten beobadtet, die wahrscheinlich auf die Reaktion des
Metalsalzes mit dem Orselinsdureester 131, Esterhydrolyse oder Haogenierung
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zuriickzuftihren sind.[*?8 Zuerst eluiert der 5,5 -gekuppelte dimere Orsellinsiureester 146 as
einheitliche Fraktion, anschlief3end eine Mischfraktion aus den 3,5'- und 3,3'-gekuppelten
dimeren Orsellinsdureestern 145 und 144. Aus dieser Mischung kristallisiert 144 aufgrund

seiner geringeren Lodlichkeit” in dem Laufmittelgemisch (Isohexan/Essgester) quantitativ

aus.

OH O OCH3

i@iMOCHs FeCly/SiO, OCHs _ Hyco 5 CH3 é@ikocm,
HCO™ 7 "CHy 60 °C, 24h |-|3co HSCO
OCH3
131
CH3 O
5,5'-gekuppeltes 3,5'-gekuppeltes 3,3'-gekuppeltes
Biaryl 146 Biaryl 145 Biaryl 144

Schema4-21:  Unselektive oxidative Phenolkuppung von Orsdlli nsureester 131 (Ausbeuten siehe Tabdle 4-7,
S. 52).

Die drei Kupdungsprodukte konnen anhand ihrer NMR-Spektren eindeutig identifiziert
werden. Aufgrund einer intramolekularen Spiegelebene zegen die Spektren der beiden sym-
metrischen Biaryle 144 und 146 nur den Signalsatz ener Molekllhédlfte. Dabel kénnen sie
vom Edukt 131 dadurch unterschieden werden, dal3 nur ein aromatisches Proton bei 6.41 ppm
vorhanden ist, welches mit den Methoxygruppen im Intensitétsverhdtnis von 1:3 steht. Der
3,3'- und der 5,5 -dimere Orsellinsiureester unterscheiden sich im *H-NMR-Spektrum durch
die Verschiebung der jewelligen Methylgruppe an C-6. Bei 146ist das Signal bel 2.10 ppm zu
finden wéhrend es bei 144 deutlich tieffeldverschoben ist (2.59 ppm). Weiterhin weisen die
Signale der aromatischen Ringkohlenstoffe im **C-NMR-Spektrum deutliche Verschiebungs-
unterschiede auf (siehe Tabelle 4-6, S. 52). Das unsymmetrisch verknupfte Biaryl 145 zegt
durch das Fehlen einer intramolekularen Symmetrieebene den vollsténdigen Signalsatz beider
Molekilhalften.

Y Losungsversuche haben gezeigt, dal3 144 in Isohexan und Essgsiuredhylester nur in sehr geringer
Konzentration 18glich ist. Nur in Chloroform kann 144 gel st werden.
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OH OH O
, CO,CH3 zé@cozcm HeCO™ >
cho/@gcm H3CO 5 6CH3 ,
2
146 144 145
55 -Dimeres146 3,3'-Dimeres144 3,5 -Dimeres 145

Schmelzpkt. [°C] 183 246 190
'H-NMR (CDCl;)  6-CHs 2.10 2.59 2.60
[ppm] 6'-CHs - - 2.22
C-.NMR (CDCl;) C-3 97.3 107.8 1112
[ppm] C-5 1191 1067 1065
C-3 - - 97.5
C-5 - - 1157

Tabelle4-6:  Eigenschaften der dimeren Orsdlli nsdureester 144, 145und 146,

Die Re&ktion wird in Mal3stédben von 146 mg, 500 mg und 1 g an eingesetztem Edukt 131
durchgefuihrt. Dabel nimmt die Gesamtausbeute an isolierten dimeren Orselli nsdureestern von
70 % Uber 52 % zu 49% ab. In Tabelle 4-7 sind de Ausbeuten der Phenolkuppung darge-
stellt.

Eingesetztes  Zurickgewonnenes 5,5 -Biaryl 3,5 -Biaryl 3,3 -Biaryl

Edukt 131 Edukt 131 146 145 144
146 mg 20mg 42 mg 38mg 22mg
(14 %) (29 %) (26 %) (15%)
500mg 100mg 97mg 89mg 68 mg
(20%) (20%) (18 %) (14 %)
1000mg 126mg 167mg 172mg 147mg
(13%) (17 %) (17 %) (15%)

Tabelle4-7:  Ausbeuten der oxidativen Phenolkuppdung von Orsdlli nséureester 131
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Die oxidative Phenolkupdung von 131 mit auf Kieselgel adsorbiertem Eisen(lll) chlorid
verlauft unselektiv” in Beaug auf die Kuppungsposition, so daR ale denkbaren dimeren
Orsdllinséureester 144, 145 und 146 isoliert werden kénnen. Durch einen Vergleich mit den
oben beschriebenen selektiven bzw. unselektiven Dimerisierungen der Acetophenone 149 und
151 (sehe Schema 4-17, S. 48) kann gefolgert werden, dal3 die Selektivitdt der Reaktion
insbesondere durch den Substituenten an C-6 bestimmt wird. Ein Methoxysubstituent
stabilisiert durch seinen +M-Effekt das restive Zentrum der oxidativen Phenolkupdung an
C-3 uwnd somit die Kupdung in diessr Postion. Durch den +I-Effekt eines
Methylsubstituenten wird de Reéktivitdt des Phenols erhéht und somit die Geschwindigkeit
der Dimerisierung beschleunigt aber gleichzatig die Selektivitat erniedrigt. Als ein weiterer
madglicher Grund fur die schnellere Redktion ist die Esterfunktion in 131 gegeniber der

Ketonfunktion in 149 und 151 zu nennen.

Die Re&ktion verlauft vermutlich Uber radikalische Zwischenstufen (sehe Schema 4-22,
S. 54). Daau werden zunachst ein Proton und ein Elektron von der freien Hydroxygruppe des
Substrats 131 abstrahiert. Das ungepaate Elektron ist delokalisiert und kann sich nach dem
Modell der mesomeren Grenzstrukturen am Sauerstoffatom und an den Kohlenstoffatomen in
Position eins, drei und funf aufhalten. Da in Phenolradikalen die hdchsten Spindichten an den
Kohlenstoffatomen gefunden werden, spielt die Kupdung von Radikalen mit dem ungepaa-
ten Elektron am Sauerstoffatom 160aeine untergeordnete Rolle.[**¥ Entsprechend werden bei
der hier durchgefiihrten oxidativen Phenolkuppung keine Uber das O-Atom verbriickte
Kuppungsprodukte isoliert (sehe Schema 4-21, S. 51 und Tabelle 4-7, S. 52). Verbindun-
gen, die bei der Dimeriserung von Radikalen mit dem ungepaaten Elektron an
C-1 von 160d entstehen, konnen durch die Anwesenheit eines Substituenten an dieser Po-
gtion nicht reaomatisieren (siehe Schema 4-22, S. 54). Die beiden anderen mesomeren
Grenzstrukuturen, 16Gb und 160c, sind in etwa gleichbereditigt vertreten, so dal’3 durch
Radikal-Radikal-Kupdung de drei regioisomeren Biaryle 144, 145 und 146 entstehen (siehe
Schema 4-22, S. 54). Als Zwischenstufen treten vermutlich Cyclohexadienone auf, die sich in

die entsprechenden Phenole umlagern.

" Bei einer vélligen Unselektivitédt der Reaktion wére én statistisches Produktverhaltnis der dimeren Orselli n-
sdureester von 1(5,5) : 2(3,5) : 1(3,3) zu erwarten. Bei einer selektiven Reaktion wére die Bildung eines
einzigen Resktionsproduktes zu erwarten. Hier werden in Abhangigket von der Ansatzgrofie
Pordukiverhdtniss von 1.9(5,5") : 1.7(3,5) : 1(3,3) biszu 1L1(5,5) : 1.1(3,5) : 1(3,3) beobachtet.
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Schema4-222 Medhanismus der oxidativen Phenolkuppung von 2-Hydroxy-4-methoxy-6-methyl benzoesiure-
methylester (131).

Die Dimerisierung anderer Orsellinséurederivate gelingt mit dieser Methode nicht. So fuhrt
die Umsetzung von 2,4-Dihydroxy-6-methylbenzoeséuremethylester (130) oder 2,4-Di-
methoxy-6-methylbenzoesduremethlyester (116) zu Zersetzungs- und Halogenierungspro-

dukten.”

Dimerisierung duch oxidative Phendkupdung mit Bis(trifluoracetoxy)iod
phend (PIFA)

Hypervalente lodverbindungen sind mittlerweile ds nicht oder nur wenig gftige Alternativen
zu Schwermetallreagenzien in der organischen Synthese eabliert.[*?? Gerade in der inter- und
intramolekularen Oxidation von Phenolen ersetzen Verbindungen wie Diaceoxyiodphenol
(PIDA) oder Big(trifluoraceoxy)iodphenol (PIFA) giftige Thallium(lll) salze

Die Mdglichkeit zur intermolekularen Reaktionsfuhrung der oxidativen Phenolkuppung wird
am Beispiel der Umsetzung des Orsellinsdureesters 131 mit PIFA und Bortrifluorid-Etherat
aufgezegt. Im Gegensatz zur Dimerisierung mit FeCls/SIO, entsteht selektiv der 5,5'-
gekuppelte dimere Orselli nséureester 146in 21 % Ausbeute (siehe Schema 4-23, S. 55).

Y Bei der Reaktion von 116 mit FeCls/SIO, kann in 2 % Ausbeute én Produkt isoliert werden, bei dem ein
Proton durch einen Chlorsubstituenten ersetzt worden ist. Dies konnte durch ein Massenspektrum verifiziert
werden (M =244 gmol). Die Position des Hal ogenatoms konnte nicht aufgeklért werden.
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OH
CO,CH
OH o
/@ECOzCHs PIFA, BF3[OEt, H,CO CHs
o HsCO CH
HsCO CHy ~ CHaClp,-40°C % i
21 %
CO,CHs
OH
131 146

Schema 4-23.  Selektive, oxidative Phenolkupdung von Orsdli nsdureester 131

Die hier beobadtete Selektivitét ist auf einen Resktionsmedhanismus zurtickzufihren, bei
dem keine freien Radikale auftreten.[**® Typischerweise verlauft die Reaktion tber eine nicht
isolierbare Zwischenstufe 161, bei der das phenolische Sauerstoffatom des Substrats 131 an
das lodatom der hypervaenten lodverbindung koordiniert. Dieses Intermediat zefdlt in das
Phenoxeniumion 162 lodbenzen und das entsprechende Carboxylat-lon. Durch einen
intermolekularen Angriff eines zweiten Phenols bildet sich das Cyclohexadienonsystem 163
welches sch anschlief3end in das Biaryl 146 umlagert (siehe Schema 4-24). Der Angriff
findet bevorzugt an dem Kohlenstoffatom statt, welches die hochste Elektronendichte besitzt.
Durch den +M-Effekt der Methoxygruppe an C-4 und den +l-Effekt der Methylgruppe an C-6
ist C-5 das Kohlenstoffatom mit der héchsten Elektronendichte.

Ing/pervaleryte RsCCO,
OH odreagenzien o
CO2CHg 0,CCR3 Ph CO2CHg
— | Ph— —
H3CO CH3 O2CCR3 H3CO CHs
131 R =H (PIDA) 161
R =F (PIFA) J
0 ®0
CO,CH3 +131 CO,CH3
146 2 <~— - + Phl + R3CCOy
H3CO CHg3 H3CO CHg3
2
163 162

Schema4-24: Moglicher Medanismus der selektiven, intermolekularen Dimerisierung von Orsdli nséureester
131 mit hyperval enten lodreagenzien.**?

Dimerisierung duch Ullmann-Reaktion

Zentrales Problem bel der Synthese von dimeren Orsellinséureestern ist die regioselektive

Halogenierung (lodierung) von den monomeren Vorlaufern, da durch die Postion des lod-
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substituenten die Kuppungsposition bestimmt wird. Auf3erdem miissen die Hydroxygruppen
der monomeren Orsellinsaureester vollstandig methyliert sein, da freie OH-Funktionen bei der

Kuppungsre&ktion nicht toleriert werden.

Zur regioselektiven lodierung sollte @ne Methode verwendet werden, die aivor auch von
Karl!®2% penutzt und urspriinglich von Marshi**¥ zur lodierung von Naphthol etabliert
wurde: lod und Wasserstoffperoxid werden zu einer Losung von Orsellinséureester 131 in
Ethanol gegeben. Durch Zugabe von Wassr zur Redktiondodsung fallt ein Gemisch der
beiden an C-3 und C-5 monoiodierten Orselli nsdurederivate 164 und 165 (Verhdltnis 4:1) mit
einer Gesamtausbeute von 48 % aus. Eine saulenchromatographische Trennung der beiden
Verbindungen ist erst nach Methylierung der freien Hydroxygruppe an C-2 mdglich (siehe
Schema 4-25). Die an C-3 und C-5 iodierten Derivate des 2,4-Dimethoxy-6-methyl-
benzoesaureester 141 und 143 werden mit einer Ausbeute von 77 % im Verhéltnis 4:1 isoliert.

OH
Ethanol RT
H3CO CH H3CO
s 5 s 48 % s
4
131 164 165
Aceton, A | (CH30),S0,
77 % K2CO3
OCHj3 OCHj3
\/ i :C02CH3 CO,CH3
H3CO H3CO
4
141 143

Schema4-25:  lodierung von 2-Hydroxy-4-methoxy-6-methyl benzoeséuremethylester (131).

Obwohl die Re&tion unter den gleichen Bedingungen durchgefihrt wurde, die auch
Karl!®2% verwendete, wird keine selektive lodierung an C-3 sondern lediglich eine bevor-
zugte Bildung des 3-lod-Derivates 141 beobadtet (siehe Schema 4-25). Eine mégliche
Ursache dafir ist die Reversihilitét der lodsubstitution an Aromaten, die aur ,Wanderung” der

lodatome fiihren kann.**? Hauser berichtet von &hrlichen Ergebniseen.!*?2

Die NMR-Spektren der beiden Regioisomeren 141 und 143 weisen deutliche Unterschiede
auf. Besonders die Verschiebungen der jewelligen Methylgruppe a1 C-6 und des aroma-
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tischen Protons bzw. des mit ihm verkntipften Kohlenstoffatoms snd fur die Verbindungen
charakteristisch (siehe Tabelle 4-8).

OCH3 OCHj,

If@iCOZCHg CO,CHs
H3CO 6CH3 cho/@cm
141 1113
3-lod-Derivat 141 5-lod-Derivat 143
Schmelzpkt. [°C] 72 133
'H-NMR (CDCl3)  6-CHg 2.28 2.40
[ppm] 3-H - 6.31
5-H 6.44 -
13C-.NMR (CDCl;) 6-CHj 19.7 26.0
[ppm] C-3 1217 928
C-5 1084 117.4

Tabelle4-8:  Eigenschaften der iodierten Orsdlli nsureester 141 und 143

Durch Verwendung von Benzyltrimethylammoniumdichloriodat ist es méglich 2,4-Di-
hydroxy-6-methylbenzoeséuremethylester (130) regioselektiv in 44 % Ausbeute an C-3 zu
iodieren (siehe Schema 4-26).1**3 Die besten Ergebnise beziglich der Ausbeute (48 % Uber
zwel  Stufen) werden erreicht, wenn das Rohprodukt ohrne weitere Reinigung mit
Dimethylsulfat methyliert wird.

OH BnN(CH3)3ICl, OH (CH30)2S0; OCH3
/@iCOZCHg KHCO3 Ij©iCOZCH3 K2COg3 Ij©iCOZCH3
—_—_—
HO CHs CH,Cl,, RT HO CHs Aceton, A HACO CH
44 % 92 % 3 3
130 166 141

Schema 4-26: Selektive lodierung von 2,4-Dihydroxy-6-methyl benzoesduremethylester (130).

2,4-Dimethoxy-3-iod-6-methylbenzoesduremethylester (141) wird as Substrat in  der
Ullmann-Resktion eingesetzt. Dazu wird es innig mit aktivierter Kupferbronzeé®*? vermischt
und fur 6 h im Metallbad auf 230 °C erhitzt. Aus dem Schmelzkuchen wird durch Extraktion
und séulenchromatographische Reinigung das 3,3 -gekuppelte Dimer 148 in 77 % Ausbeute
isoliert. Durch regioselektive und quantitative Demethylierung mit Bortribromid wird der
dimere Orsdllinséureester 144 erhalten (siehe Schema 4-27, S. 58). Eine Synthese des 5,5'-
gekuppelten dimeren Orselli nsureesters wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt.
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CHg CH3
CO,CH3 CO2CH3
& >
! COCHs  cu-Bronze  H,co OCH3 BBrs HsCO OH
—_— —_—
230°C H3CO OCH3z  CH,Cl,, RT  HsCO OH
HyCO CHs 77 % >95 %
CO,CH3 CO,CH3
CHg3 CH3
141 148 144

Schema4-27:  Ullmann-Reaktion von 3-10d-2,4-dimethoxy-6-methyl benzoesduremethylester (141).

Vergleich der beiden Kupdungsmethoden

>

Y

Regioselektivitat:

Die oxidative Phenolkupdung mit Eisen(lIl) chlorid liefert drel regioisomere Kuppungs-
produkte. Die Produktverteilung ist nicht vollig statistisch, so dal3 nicht von einer vollig
unselektiven Reektion gesprochen werden kann. Bel der oxidativen Dimerisierung mit
PIFA als Oxidationsmittel wird selektiv der 5,5 -gekuppelte dimere Orsellinsdureester 146
erhalten. Die Ullmann-Re&ktion verlauft ebenfalls regioselektiv, da die Kupgungsposition
durch den lodsubstituenten im Substrat vorgegeben ist. Hier wird das Problem der
Selektivitéat auf die Halogenierung des monomeren Orsellinséureesters vorverlagert. Die
regioselektive lodierung kann durch unterschiedliche lodierungsreagenzien erreicht

werden.

Anzehl der Stufen und Atomkonomie:**3

Die Ullmann-Red&ktion verlauft im Falle des 3,3 -gekuppelten Biaryls 144 ausgehend von
2,4-Dihydroxy-6-methylbenzoesauremethylester  (131) Uber vier Stufen mit ener
Gesamtausbeute von 30 %. Nacd Karl ist fir die beiden anderen regioisomeren dimeren
Orsdllinséureester 146 und 145 jewells eine vierstufige Syntheseroute notwendig, die mit
einer Ausbeute von 36 % (146) bzw. 15 % (145 verlauft. Im Vergleich dazu liefert die
oxidative Phenolkuppung alle drel Regioisomere in nur zwel Reaktionsgufen mit einer
Ausbeute von 56 %. Im Sinne der Atomokonomie ist die reduktive Kuppungsmethode
ineffizient, da der schwere lodsubstituent des Substrats kein Bestandtell des Produktsiist.
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» Synthetischer Nutzen:
Da in der UllmannRe&ktion weder freie Hydroxygruppen noch sterisch anspruchsvolle
Substituenten akzeptiert werden, ist diese Kuppungsmethode aif die vollstandig
methylierten Orsdllinsaurederivate beschrankt. Die bei der oxidativen Dimerisierung
fehlende Regioselektivitdt kann von grof¥em préparativen Nutzen sein, da dle drei hoch-
funktionalisierten Biarylverbindungen durch Saulenchromatographie und Kristalli sation in
reiner Form isoliert werden koénnen. Diese dimeren Orsellinsdureester konnen daher als
wertvolle Bausteine a1 der Synthese von strukturell eng verwandten Biarylnaturstoffen

verwendet werden.

Atropisomerentrennung'??

Zur Trennung der Atropisomere wird der racemische 3,3 -dimere Orselli nsdureester (rac)-144
in Analogie a1 dem Verfahren nach Harada et al.*?® an seinen beiden freien
Hydroxygruppen mit  kommerziell erhdtlichem, enantiomerenreinem  (1S4R)-(-)-
Champhansduredhlorid (157) verestert und somit in zwei Diastereomere Uberfuhrt (siehe
Schema 4-28 und Tabelle 4-9). Bel der saulenchromatographischen Trennung deses
Diastereomerengemisches wird zuerst Biscamphanat (M)-(-)-167 und dann (P)-(+)-168

eluiert. Beide Diastereomere konnen in jeweils 39 % Ausbeute isoliert werden.

CH3

CHg
CO,CH3 COzCH3 CO,CH3
O (1S,4R)-(-)-Camphanséurechlorid O
H3CO OH DMAP _ H3co OR* H3CO OR*
H3CO OH Pyridin, A H3co OR* H3CO OR*
O 78 % O
CO,CH3 o COZCH3 CO,CH3

CHs Hec $H3 ] CH3
(rac)-144 R* = J%?OA (M)-()-167 (P)-(+)-168
HsC

O

Schema 4-28. Veresterung von (rac)-144 mit (-)-Camphansaurechlorid (157) und Trennung der dabel
entsehenden Diastereomere.

(M)-(-)-167 (P)-(+)-168

Schmelzpkt. [°C] 127 223
Ry (Isohexar/EE = 1:1) 0.38 0.31
[a]p?° (CHCI5) -162(c=1.1) 150(c=1.3)

'H-NMR (CDCl) [ppm] 3x CHs 0.47,0.81,0.99 0.82 0.88, 1.03

Tabelle 4-9: Physikali sche Eigenschaften der Diastereomere (M)-(-)-167 und (P)-(+)-168.
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Die beiden Diastereomere werden durch die Verschiebungen der sechs Methylgruppen der
beiden Camphansdurereste im NMR-Spektrum unterschieden. Bei dem zuerst eluierenden
Biscamphanat (M)-(-)-167 weisen die entsprechenden Signale e@ne Verschiebung von 0.47,
0.81 wnd 0.99 ppn auf. Bel (P)-(+)-168 liegen diese bei 0.82, 0.88 uind 103 ppn (siehe
Tabelle 4-9).

Die Diastereomerenreinheit betragt jeweils >95 %, da in den *H-NMR-Spektren der beiden
Verbindungen nur Signale von je @nem Diastereomer aufgeldst sind. Durch Umkristalli sation
des Biscamphanats (M)-(-)-167 aus n-Hexan/Essgsaureghylester werden farblose Prismen
erhalten (0.40 x 0.35 x 0.30 mm), die rontgenkristall ographsich untersucht werden.” Die &-
solute Konfiguration der Biarylachse wird dabei unter Berticksichtigung der bekannten

Stereochemie der Camphansdurereste ds interner Standard zu M bestimmt.

Die Abspatung des Caphansaurerestes nach der Diastereomerentrennung erfolgt durch
Umesterung mit Natriummethylat, wobel die beiden atropisomeren Orselli nsaureester (M)-(-)-
144 und (P)-(+)-144in jeweils 71 % Ausbeute ehalten werden (siehe Schema 4-29).

i CH3
COzCH3 O CO,CH3
MeOH, A H3CO H3CO OH MeOH, A
71 % | O 71 %
COzCH3 CO,CH3
‘ CH3
(M)-(-)-144 (P)-(+)-144

Schema 4-29;  Abspaltung des Camphansaurerestes durch Umesterung mit Natriummethylat.

In Abbildung 4-4 und Tabelle 4-10 auf S. 61 sind de diroptischen Eigenschaften der
Atropisomere (M)- und (P)-144 dargestellt. Die Kurven der beiden CD-Spektren verlaufen
nicht volig adsensymmetrisch. Offensichtlich besitzt  (P)-(+)-144 einen geringeren
Enantiomereniiberschul3 as (M)-(-)-144, da bei der chromatographischen Trennung der

Diastereomere (M)-(-)-167 und (P)-(+)-168 die Elutionszonen teilweise Uberlappen.

" Die kristallographischen Daten sind in Kapited 7 ab S. 179 zu finden und zusitzlich beim Cambridge
Crystall ographic Data Centre unter CCDC-197800hinterlegt.
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90

O CO,CHj, O CO,CHj

HzCO OH H;CO OH

HaCO O OH

HsCO. OH
g
/ CO,CHjy CO,CH3
s CHg CHs
™, (M)-(-)-144 (P)-(+)-144
Ae H kY 2,

-50

200 300 400
Wellenldnge [nm]

Abbildung 4-4:  Circulardichroismusgektren von (M)-(-)-144 (durchgezogen) und (P)-(+)-144 (punktiert).

(M)-(-)-144 (P)-(+)-144

Schmelzpkt. [°C] 229 229
[a]?® (CHCI3) -533(c=0.15 36.4(c=0.11
Mol. CD (TFE) 205nm 96.6 -51.0
224nm -56.1 35.3
260nm 37.9 -185
278nm -17.1 126
311nm -5.0 6.3

Tabell e 4-10: Chiroptische Eigenschaften der Atropisomeren (M)-(-)-144 und (P)-(+)-144.

Diese Methode stellt im Vergleich zu dem Verfahren von Karl'®?9 (siehe Schema 4-18,
S. 48) einen sehr effizienten Zugang zu beiden Atropisomeren des 3,3’ -gekuppelten dimeren
Orsdllinséureesters 144 in guten Ausbeuten dar. Die Umsetzung von Camphansdurechlorid
mit dem 5,5’ -Dimeren 146 und dem 3,5 -Dimeren 145 fuhrt ebenfalls zu den entsprechenden
Biscamphansdureestern. Die jewelligen Diastereomere lasen sich aber nicht saulen- oder
dinnschichtchromatographisch an  Kieselgel trennen. Dies ist mdglicherweise darauf
zurlckzufuhren, dal3 sich die beiden Camphansdurereste nicht in direkter Nachbarschaft zur
Biarylachse befinden. Somit sind sie sterisch weniger gehindert und haben einen geringeren
Einflui auf die Konformation der Diastereomere. Die Unterschiede in den physikalischen
Eigenschaften sind dann zu gering, um ene Trennung zu ermoglichen. Fur die

Atropisomerentrennung kdnnten zum Beispiel noch folgende Methoden verwendet werden:
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Durch Demethylierung der Biaryle 145 und 146 wirden zusétzlich jeweils zwei ortho-

Hydroxyfunktionen entstehen, an denen die Derivatisierung erfolgen kann.

Es konnen andere enantiomerenreine Auxiliare wie z B. Mandelsure verwendet werden.
Als Beispiel sei hier die von Gill et al. duchgefihrte Bestimmung der absoluten
Konfiguration sowie des Enantiomereniberschul3 von netdrlich vorkommenden

Dihydroanthracenonen durch Derivatisierung mit (S)-O-Methylmandelsaure genannt.[**8

Alternativ ist auch eine Trennung der racamischen Biaryle ohne Derivatiserung oder der
diastereomeren Bisester durch LC-Verfahren mit chiralen, stationdren Phasen mdglich.
Dies kann, wie Karl*®® gezdgt hat, durch Saulenchromatographie an Triaceylcdlulose
oder durch HPLC erfolgen. Fur letztere Methode haben Tobler et al. eine dirale
stationére Phase entwickelt, die auf einem Chinin-Derivat als chiralen Selektor beruht.**?

4.2.3 Versuche zur Synthese von Vioxanthin

Einleitung

Zur Synthese des Biarylnaturstoffes Vioxanthin 103 wurden drei verschiedene Strategien ver-
folgt (siehe Schema 4-30, S. 63):

>

Y

(1) Das zur Synthese von semi-Vioxanthin 102 analoge Verfahren der Tandem-Michael-
Re&tion eines dimeren Orsellinsdureesters 144 mit dem chirden Pyranon 114 In
Arbeiten von Karl,[*2? Hauser!*?2 und Miill er®® wurde bereits von Anelli erungen diesen

Typs mit dimeren Orselli nséureestern berichtet.

(2) Die direkte Umsetzung von semi-Vioxanthin 102 mit einem Oxidationsmittel im Sinne
einer oxidativen Phenolkuppung. Diese Re&ktion wurde von Zeeck € al. mit diversen
Oxidationsmitteln erfolglos versucht (sehe Schema 4-5, S. 39). In Arbeiten von Bring-
mann et al. wird von der oxidativen Dimerisierung von Korupensaminen zu Michell-
aminen mit Bis(trifluoraceoxy)iodphenol (PIFA) berichtet.'*¥ Diese Vorgehensweise
soll auf 102 Ubertragen werden.
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» (3) Die intramolekulare oxidative Phenolkupdung eines verbriickten semi-Vioxanthin-
Derivates 169 mit PIFA: Daau soll ein von Kita et al. eingefiihrtes Verfahren verwendet
werden, bei dem eine intramolekulare oxidative Dimerisierung zweier Phenole, welche
Uber eine Silylbriicke miteinander verbunden sind, in ortho-Position zur OH-Funktion er-

zwungen wird.[**%

o

HC OCHs
O OH o
H3CO,C CO,CHz +

oH O HaCO "CHg
H3CO CHs

(R)-114

3
Vioxanthin 103 \
3 Vs

HaC._ s CH3
O o0 o \o o

oQ
c c

Hs Hs

169

Schema 4-30:  Retrosynthetische Analyse von Vioxanthin 103

Eigene Arbeiten und Diskussion

(1) Tandem-Michael Reaktion

In Schema 4-30 ist zu erkennen, dal3 Vioxanthin 103 durch eine Tandem-Michael-Re&ktion
des 3,3 -dimeren Orsellinsdureesters 144 mit dem chiralen Pyranon (R)-114 zuganglich sein
sollte. Dazu werden zunacdhst die beiden freilen Hydroxygruppen des Biaryls 144 mit einer
Methoxymethylgruppe geschiitzt. Nad erfolgter Reaktion wird 170in 73 % Ausbeute isoliert
(sehe Schema 4-31, S. 63).

HaC OCHj CH3OCH,CI HaC
O OH Hiinig-Base
H3CO,C COCHy — ™ H;CO,C
CH,Cly, A
OH ; HsCO._O
HsCO CHs 3%
144

Schema4-31:  Einfuhrung der MOM-Schutzgruppe.
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Bel der Tandem-Michael-Re&tion des MOM-geschiitzten dimeren Orsellinsaureesters 170
mit dem Michagl-Akzeptor (R)-114 ist auf einen ausreichenden Uberschul® an Base (LDA) zu
adhten, um eine Deprotonierung der beiden benzylischen Methylgruppen zu gewéhrleisten.
Andererseits unterliegt das Pyranon bei zu groRem Baseniiberschul? (8 Aquivalente bezogen
auf 170 einer Zersetzungsresktion. Dabel wird zunadchst ein Proton an C-5 abstrahiert und
anschliefRend das Ladon 171 zur B-Methoxysorbinsdure (172) getffnet (sehe Schema 4-32).

o}
/@O
/
H3CO CH

172

3

Li
|
0 N o
H3CO™, >~ CH
H3CO H  H CHg3 3 HO 3
114 171

Schema4-32  Zersetzungsreaktion von Pyranon 114 zu 3-Methoxysorbinsdure (172).

Es musde daher ein optimales Verhaltnis von Base (LDA) (6 Aquivalente) zu Michael-Ak-
zeptor 114 (3 Aquivalente) ermittelt werden. Bei der nun stattfindenden Tandem-Michael-Re-
aktion kann ein Anellierungsprodukt 173 isoliert werden, desen *H-NMR-Spektrum drei
aromatische Signale bei 6.63, 6.88 und 6.96 ppn zegt. Da das eigentliche Zielmolekil zwel
Signale im aromatischen Bereich zeigen sollte, liegt hier das Monoanellierungsprodukt 173
vor (siehe Schema 4-33). Dies wird dadurch bestétigt, daR im *H-NMR-Spektrum insgesamt
funf Methoxygruppen und eine ausétzliche Methylgruppe bei 2.40 ppm zu finden sind.

OCHs
HaC OCHs o) 1. LDA, -78°C HsC
O Y 2.HCI,-78 °C - RT
H3CO,C COzCH; + Q >
O O HsCO “CHg TH(!:
[ HycOo CHz 20 %
HsCO
170 (R)-114

Zielmolekil =

Schema 4-33: Tandem-Michael-Reaktion des dimeren Orsdlli nséureesters 170 mit dem chiralen Pyranon (R)-
114
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In Tabelle 4-11 sind de verschiedenen Basen- und Michael-Akzeptor-Konzentrationen sowie

das daraus resultierende Produktverhltnis® von B-Methoxysorbinsiure (172 zu Mono-

anelli erungsprodukt 173 gegeniibergestellt.

LDA (eq) Pyranon Verhdltnis  Produkiverhdltnis
(R)-114(eq) LDA:(R)-114 172:173
8 8 1.0 16:1
8 6 1.3 181
6 6 1.0 151
4 3 1.3 131
6 3 2.0 1.1

Tabelle4-11:  Ubersicht Uber die verwendeten Konzentrationsverhétnisse bei der Tandem-Michael-Resktion
des dimeren Orsdlli nsdureesters 170 und des chiralen Pyranons (R)-114.

Um zu tberprifen, ob es sch bei der oben beschriebenen Monoanellierung um ein spezelles

Problem bei der Verwendung deser Redktanden handelt, wird ein Modellsystem verwendet,
mit dem bereits eine vollstandige Anellierung beobadhtet wurde.*® Hierbei wird als dimerer
Orsellinséureester das Tetramethoxyderivat 148 und as Michael-Akzeptor das kommerziell

erhdtliche 3-Ethoxycyclohex-2-en-1-on (174) verwendet, welches auch gegenlber einem
groflen Basenitberschul? stabil ist. Bei diesem System kann ebenfalls aus<chliefdlich das
Monoanelli erungsprodukt 175in 9 % Ausbeute isoliert werden (siehe Schema 4-34).

o

1.LDA, -78°C
2.HCl, -78 °C - RT

THF
9%

Zielmolekul =

O OH OCHs

OCHg
HsCO OH O

HsCO

Schema4-34: Tandem-Michael-Reaktion des dimeren Orsdlli nsiureesters 148 mit dem Cyclohexenon 174

" Das Produktverhaltnis wurde im *H-NMR-Spektrum des isoli erten Rohproduktes bestimmt. Dazu wurde das
Integral des Signals bel 7.22 ppn fur B-Methoxysorbinsdure (172 im Verhaltnis zu dem Integral des Signals
bel 13.06 ppn fur das Monoandli erungsprodukt 173 bestimmt. Beide Signale entsprechem jeweil s einem

Proton.
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Versuche ar Tandem-Michael-Reaktion mit dem isolierten Monoanelli erungsprodukt 175

fuhrten nicht zu einer Anellierung der zweiten Halfte des dimeren Orselli nsdureesters.

Es ist bisang unklar, ob dieses Re&ktionsverhalten durch Deprotonierung nur einer benzyli-
schen Methylgruppe oder durch ein Problem bei dem nukleophilen Angriff des Benzylanions
an das Michael-System und der folgenden Cycliserungsreaktion verursadht wird. Als
aternatives Anelli erungsverfahren konnte die aff Broom und Sammes®*® zuriickgehende
» Phthalid-Methode" angewendet werden (siehe Schema 4-35).

0 1. LDA, -40 °C OH
X 2.HCI, RT X
O + W
3. TFA, RT
176 177 178

Schema 4-35: Reaktionschema der Anéli erung von Phthali den 176 mit Michael-Akzeptoren 177149

Basierend auf diesem Prinzip wurde von Hauser'*?? ausgehend von dem dimeren Orsellin-
sdureester 148 der Biarylnaturstoff Biphyscion 181 synthetisiert (sehe Schema 4-36).
Schliisslschritte sind dabei die Thiophenylierung des Biaryls 148 und de Kondensation des
Phthalides 180 mit dem Cyclohexenon 111 gefolgt von der Oxidation zum Chinon.

HaC OCH3 (PhS),HC OCH,
O OCHj LDA, (PhS), O OCHs
H3CO,C CO,CH3 —————>  H3CO,C CO,CH3
HaCO O 55 % HaCO O
HaCO HsCO CH(SPh),

CH3
148 179

1. Hydrolyse
2. Oxidation

100 %J

181

Schema 4-36:  Biphyscion-Synthese nach Hauser.!*?2

(2) Oxidative Phendkupdungvon semi-Vioxanthin

Wie aif S. 50 bei der oxidativen Phenolkupdung monomerer Orsellinsaureester erléautert,
kommt der Wahl des richtigen Oxidationsmittels entscheidende Bedeutung zu. In Analogie au

einem Verfahren von Bringmann et al.'™®¥ wird racemisches semi-Vioxanthin 102 mit
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Bis(trifluoraceoxy)iodphenol (PIFA) und Bortrifluorid-Etherat (BF3xOEt,) bei 0 °C umge-
setzt. In dem resultierenden Redktionsgemisch werden hauptsadilich Zersetzungsprodukte
gefunden, die keiner Struktur zugeordnet werden konnen. Als einzig charakterisierbares
Oxidationsprodukt wird semi-Xanthomegnin 125 isoliert (sehe Schema 4-37), welches as
Referenzsubstanz fir den Analytik-Assay zur ldentifizierung der Pilzmetabolite verwendet

werden kann.

OH OH O O OH O
PIFA, BF3[OEt, ‘O o
s
HsCO CH3 CHzg"g/: 0°C  nyco CHs
102 ° o 125

Schema4-37:  Umsetzung von semi-Vioxanthin 102 mit PIFA.

Dieses Re&ktionsverhalten spiegelt die Tendenz von semi-Vioxanthin 102 wieder, mit Oxi-
dationsmitteln zum Chinon oxidiert zu werden. Dieses wurde bereits von Zeeck e al.®¥ und
Roser*%® zur Synthese von Xanthomegnin 105 ausgenutzt (siehe Schema 4-6, S. 39).
Trotzdem wird semi-Xanthomegnin 125 nicht im zdlfreien Rohextrakt von Penicillium
citreo-viride gefunden. Dies ist entweder darauf zurtickzufiihren, dal3 es in dem biologischen
System nicht gebildet wird, oder dal? es als reatives Intermediat direkt weiter metabolisiert
wird, so dal3 es nur in sehr geringer Konzentration vorliegt, oder dal3 es nicht aus der Zelle

herausgeschleust wird.

Bel Versuchen zur oxidativen Dimeriserung von 102 mit auf Kieselgel adsorbiertem
Eisen(l11) chlorid wurde kein Umsatz festgestellt und 102 unveréndert wieder zuriickerhalten.

Die Versuche aur Phenolkuppdung konnen auch an einem Derivat von 102 durchgefiihrt
werden, welches an C-7 eine freie Hydroxygruppe tragt. Dieses Naphthalentriol 126 wurde
von Roser!'® in der Synthese von Xanthomegnin 105 eingesetzt.

(3) Oxidative Phendkupdung eines verbrlickten semi-Vioxanthin-Derivates

Als Modéllreation wird in eigenen Arbeiten in Analogie a1 dem Verfahren von Kita et
al.*¥ 3 4-Dimethoxyphenol (182 mit Diisopropylsilyl bis(trifluormethansulfonat) (183
unter stark basischen Bedingungen in 60 % Ausbeute in das Silylketal 184 Uberfthrt. Dieses
wird bei —40 °C mit PIFA und Bortrifluorid-Etherat (BFs;xOEt,), welches durch Koordination
an die Trifluoracaoxy-Liganden als Aktivator fungiert, in 46 % Ausbeute aum Biaryl 185
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ungesetzt (siehe Schema 4-38). Alternativ gelingt diese Umsetzung auch bel
Raumtemperatur mit der Kombination aus PIFA und einer Heteropolysiure! %" Nach
Abspaltung der Silylgruppe mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) wird Biphenyl 186 in
22 % Ausbeute ehalten (siehe Schema 4-38).113%

A~

_Sis
OH' (CH(CH),),SiI(0SO,CF3), 9
N(CzHs)3 R
H3CO DMF, 60 °C H3CO OCHg
OCH3 60 % OCH3 OCH3;
182 184

PIFA, BF3DEL |
CH,Cl,, -40 °C J46 &

OCH3 /< E\

Si
OH OCH3 o "o
B TBAF
O OH THF, RT O O
H;CO H3CO OCHg3

22 %
OCH3 OCH3 OCHj

186 185
Schema 4-38:  PIFA-vermittelte, intramolekulare Phenolkupfdung nach Kita et al.**9

Um dieses Verfahren auf die Synthese von Vioxanthin 103 zu (bertragen, wird zunacst
BOM-geschitztes semi-Vioxanthin 140 mit Fluorsulfonsduremethylester und Kalium-tert-
butylat in 1,2-Dimethoxyethan™*¥ oder mit Dimethylsulfat und Kaliumcarbonat methyliert.
Diese Red&ktion erfolgt in beiden Fallen mit einer Ausbeute von 70 %. Anschlief3end wird de
Schutzgruppe durch Hydrogenolyse unter Wasserstoffatmosphére katalysiert durch Palladium
auf Aktivkohle entfernt (sehe Schema 4-39).

/pHg /pHg
BOMO OH O BOMO O O OH O O
A rB H», Pd/C
o ode o 2 N o
70 % EtOAc/MeOH, RT
H5CO CHs H3CO CHy 90 % H3CO CHs
140 187 188

A= FSO3CHa, KOtBu, 1,2-DME, RT
B = (CH30)ZSOZ, K2CO3, Aceton, A

Schema 4-39: Methylierung der OH-Gruppe an C-10von BOM-geschiitztem semi-Vioxanthin 140 sowie nach-
folgende Abspaltung der Schutzgruppe.
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In Analogie a1 der Synthese der Modellverbindung 182 (siehe Schema 4-38, S. 68) wird 188
mit Diisopropylsilyl bis(trifluormethansulfonat) (183 umgesetzt. Nadh sdulenchroma-
tographischer Reinigung wird neben Edukt und nicht identifizierbaren Reaktionsprodukien
Verbindung 189in 10 % Ausbeute isoliert (sehe Schema 4-40).

CH /4 CH3

3
oH o o (CH(CH3),),Si(0SO,CF3), FsCO,80> 0 o
N(C,H
H3CO CH3 DM]I-:(,)?/E)) ¢ H3CO CH3
188 189

HaC. /< /L CH3

_Si
o o o o

Zielmolekul =

H3C CH3

169

Schema4-40: Umsetzung des semi-Vioxanthin-Derivates 188 mit Diisopropylsilyl bis(trifluormethansulfonat)
(183.

187 kann anhand der NMR- sowie Massenspektren charakterisiert werden und ist durch die
nukleophile Substitution rur eines Triflatrestes des Silyreagenz 183 durch die freie Hydroxy-
gruppe an C-9 des semi-Vioxanthin-Derivates 188 entstanden. Die Erhdhung von Temperatur
und Basentiberschul3, sowie die wiederholte Umsetzung von 189 mit 188 fihren nicht zu einer
Substitution des zweiten Triflatrestes, sondern lasseen 189 unverandert. Die Ursadhe fir dieses
Red&tionsverhalten liegt moglicherweise in der starken sterischen Abschirmung des zweiten
Triflatrestes durch die beiden Diisopropylgruppen und das Naphthopyranongerist. Diese
Vermutung wird auch dadurch gestiitzt, dal3 die Triflatgruppe bei der walrigen Aufarbeitung
nicht hydrolysiert wird.

Als mdgliche Variante kénnte aur Einfihrung der Silylbricke das gderisch nicht so an-
spruchsvolle Diethyldichlorsilan verwendet werden. Daau ist es aber wiederum notwendig,
die Reaktionssequenz an einer Modellverbindung in Beaug auf die Silylierung, die intra-
molekulare oxidative Phenolkupdung sowie die nachfolgende Abspaltung der Silylgruppe au

optimieren.
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4.2.4 Zusammenfassung

Es wurde ene konvergente Synthesestrategie egarbeitet, die die Darstellung beider Stereo-
isomere von semi-Vioxanthin 102 ermdglicht. Schlisselschritt dabei ist die Tandem-Michael -
Re&tion von einem Orsellinsdurederivat und einem chiralen, nicht-racemischen Pyranon.
Dabei werden Ausbeuten von his 38 % erreicht. Die dhiralen Pyranone 114 kénnen entweder
durch die Verwendung enantiomerenangereicherter Ausgangsverbindungen oder im Falle des
R-Enantiomers durch Anwendung einer neuartigen, chemoenzymatischen Route gewonnen

werden.

Die Synthese von dimeren Orsdllinsaurederivaten erfolgte in einer vergleichenden Unter-
suchung sowohl durch die klasssche Ullmann-Regtion von lodorsellinsdureestern als auch
durch eine neuartige, biomimetische oxidative Phenolkupdung des 2-Hydroxy-4-methoxy-6-
methylbenzoesduremethylesters (131) mit auf Kieselgel adsorbiertem Eisen(lIl) chlorid bzw.
dem hypervalenten lodreagenz PIFA. Die UllmannReé&ktion lieferte selektiv, in Abhéngigkeit
von der Position des lodsubstituenten im Substrat, den 3,3 -gekuppelten dimeren Orsellin-
sdureester 144, Die oxidative Phenolkupdung mit FeCl; dagegen ist beziglich der
Regiochemie unselektiv und erzeugt in einer Re&ktion mit einer Gesamtausbeute von his zu
70 % neben den beiden symmetrischen Kuppungsprodukten auch das 3,5 -Dimere 145 Bel
der UllmannKupdung wird jedes der drei Biaryle aif drei verschiedenen Syntheserouten
dargestellt, welche insgesamt 12 Stufen benétigen. Die Umsetzung von 131 mit PIFA lieferte
selektiv das 5,5 -dimere Orsellinsdurederivat 146. In Beaug auf Atomdkonomie und Anzahl
der Stufen ist die oxidative Dimerisierung der Orsellinsdureester der Ullmann-Regtion

Uberlegen.

Weiterhin wurde en Verfahren etabliert, welches die Trennung der Atropisomeren des 3,3'-
dimeren Orsdllinsdureesters 144 ermoglicht. Durch Rontgenstrukturanalyse enes der als
Zwischenprodukte auftretenden diastereomeren Biscamphansaureestern wurde die asolute

Konfiguration der Biaryladhse bestimmt.

Die Synthese von Vioxanthin wurde tber drei verschiedene Routen versucht:
» Die Tandem-Michael-Re&ktion des dimeren Orsellinsdureesters 148 fuhrte sowohl mit
einem kommerziell erhdtlichen 3-Ethoxycyclohex-2-enon (174) als auch mit dem

chiralen Pyranon 114 nur zu den Monoanelli erungsprodukten 175und 173
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» Die biomimetische oxidative Phenolkuppung von semi-Vioxanthin 102 mit PIFA flhrt
durch Oxidation des aromatischen Systems zum Naphthochinon 125 Es konnte keine

Biarylverbindung isoliert werden.

» Waeiterhin wurde durch eine Verknipfung zweler semi-Vioxanthin-Derivate Uber eine
Silylbriicke versucht, eine intramolekulare oxidative Phenolkupdung zu erzwingen. Es

war aber nicht moglich das dazu erforderliche Silylketal 169 zu synthetisieren.
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4.3 Biologische Arbeiten

Im Rahmen der biologischen Arbeiten wurden zunachst Kultivierungsbedingungen etabliert,
die en reproduzierbares Wadhstum des Organismus im Schittelkolben ermdglichen. Darauf
aufbauend konnten verschiedene Naturstoffe aus dem Mycd des Pilzes isoliert werden, die
zusammen mit den chemisch synthetiserten Verbindungen zum Aufbau eines Analytik-

Assays verwendet wurden.

4.3.1 Kultivierung von Penicillium citreo-viride

Medienvergleich

Die Kultivierung von Penicilli um citreo-viride gelingt sowohl auf Agar-Platten as auch in
Schittelkolben als Fussgkultur. Zunadhst wird ein Medienvergleich basierend auf der
Wadhstumsgeschwindigkeit des Organismus auf Agar-Platten durchgefiihrt. Dazu werden die
Agar-Platten mit dem Pilz angeimpft und 14 Tage bei 30 °C inkubiert. Zur Bestimmung der
Wadhstumsrate wird der Durchmesser des gebildeten Mycds in Abhangigkeit von der Zeit

vermessen. Dieses Experiment wird mit den folgenden Medien durchgeftihrt:

» Maz-Medium (1):
Dieses Medium dient als Referenz, da bekannt ist, dal} sich der Pilz darauf mit der
typischen Verfarbung kutivieren 1aRt.1°%

Zusammensetzung: 1 % Malzextrakt, 0.4 % Hefeexktrakt, 0.4 % Glucose

‘7

Czgpek-Dox-Medium (2):
Hierbel handelt es sch um ein Medium, welches fur die Stammhaltung einer Reihe von

filamentosen Pilzen verwendet wird.[*®

Zusammensetzung: 0.3 % NaNO;, 0.05 % KCI, 0.05 % MgSO,x7H,0, 0.001 %
FeSO,4x7H,0, 0.1 % K;HPO,, 3 % Sucrose
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» ATCC Qulture Medium 313(3):
Die American Type Culture Colledion empfiehlt dieses Medium zur Kultivierung von

Penicilli um citreo-viride.

Zusammensetzung: 0.3 % NaNO;, 0.05 % KCI, 0.05 % MgSO,x7H,0O, 0.001 %
FeSO,x7H,0, 0.1 % K,;HPO,, 20 % Sucrose

» Stegp-Medium (4):
Dieses Medium basiert auf dem Czapek-Dox-Medium und ist mit Corn Steg Liquor

suppementiert.

Zusammensetzung: 0.3 % NaNO;, 0.05 % KCI, 0.05 % MgSO,x7H,0, 0.001 %
FeSO,x7H,0, 0.1 % K,HPO,, 3 % Sucrose, 1 % Corn Stee Liquor

65
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& 45 .
2 e Medium 1
£ = Medium 2
= - Medium 3
2 25 1 a Medium 4
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Zeit [d]

Medium Wadhstumsrate [mnvd]

Malz-Medium (1) 8.13

Czgpek-Dox-Medium (2) 6.95

ATCC Culture Medium 313(3) 6.68

Stegp-Medium (4) 8.72

Abbildung 4-5: Medienvergleich basierend auf der Wachstumsgeschwindigkeit von Penicilli um citreo-viride
auf Agar-Platten. Verwendete Medien: Agar-Medium (1), Czgpek-Dox-Medium (2), ATCC
Culture Medium 313(3) und Stegp-Medium (4).
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Abbildung 4-5 zdgt, dal’ der Organismus auf dem Stegp-Medium (4) am schnellsten wadst.
Am langsamsten verlauft die Kultivierung auf dem ATCC Qulture Medium 313 (3). Weiter-
hin sind de verschiedenen Mycdbildungsraten zusammengefasg, die Uber die Steigung einer
Regresgonsgeraden ermittelt werden. Fir die Auswahl einer geagneten Nahrlosung ist aber
nicht nur die Wadstumsgeschwindigkeit relevant, sondern auch die Farbanderung des
Mycds wéahrend der Inkubation zu rot-violett, da diese Farbénderung ein Beleg fir die
Bildung der oben beschriebenen Farbstoffe mit Biarylstruktur ist.” Diese Bedingung wird aber
nur von Maz-Medium (1) erfillt, wahrend bei den anderen Medien keine Verfarbung des

Mycéds auftritt. Daher wird dieses Medium fir die folgenden Experimente verwendet.

Medienopimierung

Bel der Kultivierung filamentoser Pilze im Schittelkolben kénnen zwei Arten des Wadhstums
unterschieden werden. Zum einen ein Wadstum als disperses, filamentoses Mycd bei dem
die Hyphen wollstdndig dem Medium ausgesetzt sind und einer exponentiellen Wadstums-
kinetik folgen.*4? Zum anderen ein Wadhstum in Form von Pellets, die aus dicht verwobenen
Hyphen bestehen und eine sphérische Form besitzen.*¥ Zellen, die sich innerhalb dieser
Pellets befinden, sind in der Néhrstoffzufuhr stark limitiert. Das Wadhstum ist daher auf einen
begrenzten Bereich an der Oberfladche des Pellets beschrankt und folgt einer Quadratwurzd-
Kinetik.'*4 Bei den meisten Pilzen entstehen diese Mycdkiigelchen durch eine Aggregation
von Sporen.**¥ Weiterhin kénnen sich auch mehrere Hyphen'**? oder kleine Pellets*d
zusammenlagern, so dal3 in Flissgkulturen einiger Pilze, z. B. Neurospora crass, am Ende
der Kultivierung nur ein einziges Mycdpellet gefunden wird. Im Folgenden werden
verschiedene Methoden vorgestellt, mit denen die GrofRe und Anzahl der Mycdpellets
beeanfluss werden kann. Fir weitergehende Untersuchungen ist es von fundamentaler
Bedeutung, durch die Kontrolle der Pelletgréfée und -anzahl, ein reproduzierbares Wacdhstum

Zu erreichen.

Als Referenzexperiment wird von einer mit dem Pilz dicht bewadsenen Agar-Platte en
2 cm? groRes Stiick des Mycds entnommen. Damit wird ein Schiittelkolben, der 100 mL
Malzmedium enthdlt, angeimpft und bei 30 °C und 120 rpm fir sieben Tage inkubiert. Aus

dem als Inokkulum verwendeten Mycdstiick bildet sich ein Mycdpellet, dessen Durchmesser

" Das Mycd von den bewachsenen Platten wurde extrahiert und der Extrakt mittels HPLC untersucht. Nur in
Kulturen, bel denen sich das Mycd verférbte, konnten Biaryl naturstoff e nachgewiesen werden.
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sich im Verlauf der Kultivierung vergrofert. Es wird weder eine Verfarbung des Mycds noch
die Bildung von Biarylnaturstoffen beobaditet. Ziel der Optimierung ist es, Kultivierungs-
bedingungen zu finden, die én Wadstum mit einer grofRen Anzahl sehr kleiner Mycdpellets,
im besten Fall ein disperses Mycdwadstum, erméglichen. Die daau verwendeten Methoden
basieren zum einen auf der Verénderung des Inokkulums und zum anderen auf der Ver-

anderung der Nahrlosung.

» Methode A: Zerkleinerung des Inokkulums mit Glasperlen
Das 2 cm?® grofRe Mycdstiick einer Agar-Platte wird zusammen mit Glasperlen und Nahr-
l6sung in einem Zentrifugenréhrchen durch Schiitteln agitiert. Von dieser Nahrldsung
wird 1 mL zum Inokkulieren einer Flissgkultur verwendet. Bel der Inkubation bei 30 °C
und 120rpm bilden sich innerhalb von sieben Tagen einige wenige Mycdpellets, die sich
im Verlaufe der Kultivierung vergréliern. Es ist weder eine Verfarbung des Myceds noch

die Produktion von Biarylnaturstoffen festzustellen.

» Methode B: Zerkleinerung des Inokkulums mit einem Dispergierwerkzeug
Die Hussgkultur wird zunadhst wie im Referenzexperiment mit einem Mycdstiick von
einer Agar-Platte angeimpft und inkubiert. Nach drei, vier und finf Tagen werden die ge-
bildeten Mycdpellets mit einem Dispergierwerkzeug (IKA-UltraTurrax) fur eine Minute
bei 28000 rpm zerkleinert. Das © behandelte Mycd verfarbt sich innerhalb von sieben
Tagen rot-violett (sehe Abbildung 4-6). Aul3erdem kdnnen Frabstoffe mit Biarylstruktur

im Mycd nachgewiesen werden.

Abhldung 4-6: Fotographie e@ner sieben Tage aten Kultur von Penicillium citreo-viride nach
Zerkleinerung des Mycds mit einem Dispergierwerkzeug.
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Methode C: Animpfen mit Sporen

Um ein Inokkulum zu erhalten, das beim Animpfen eine maximale Zelldichte gewahr-
leistet, werden von einer Agar-Kultur Sporen isoliert. Dazu wird de Platte ainacst mit
einer Kochsalzlosung versetzt, die 0.05 % eines Detergenz (Tween 80) enthdlt, und an-
schliefRend die Sporen mit einem Glasgatel abgeschabt. Da diese in der reinen Kochsalz-
losung nicht 16dich sind, wird das Detergenz ds Losungsvermittler eingesetzt.
Charakterstisch fur die so erhaltene Sporenldsung ist die Lebendkeimzahl. Diese wird be-
stimmt, indem ein definiertes Volumen (100 pL) der hinreichend verdinnten Sporen-
l6sung auf einer Agar-Platte ausgestrichen wird. Nach Inkubation werden die gebildeten
Kolonien ausgezélt und de Lebendkeimzahl mit folgender Formel bestimmt:™

L ebendkeimzahl = KolonienzahlxVerdinnurgx10

Gleichung 4-1: Bestimmung der Lebendkeimzahl in einer Sporenldsung.

In typischen Experimenten werden Lebendkeimzahlen im Bereich von 1-4 x 10" pro mL
Sporenlésung gefunden. Fir ein Wadhstumsexperiment werden 100 mL Nahrlésung mit
1 mL Sporenlésung angeimpft. Es wird beobaditet, dal3 sich eine sehr grofe Anzahl
kleiner Mycdpellets aushildet, die sich wahrend der Kultivierung bei 30 °C und 120rpm
innerhalb von sieben Tagen rot-violett verfarben. Weiterhin werden Biarylnaturstoffe in
dem Mycd gefunden.

Methode D: Suppementierung der Nahrldsung mit Polymeren

Der Effekt von Polymeren auf die Wadstumsart von filamentdsen Pilzen in Flissg-
kulturen wird schon seit langem untersucht.!**”! Dabei wurde von Jones et al. festgestellt,
da’ durch eine Suppementierung des Mediums mit hochmolekularen Polyanionen wie
den Polyaaylaten Carbopol und Junlon die Bildung von Mycdpellets vermieden werden
konnte.**® Dies wird damit begriindet, daR3 diese Polymere éne dektrostatische Ab-
stolung zwischen den Sporen oder Zellen induzieren. Die anfangliche Aggregation von
Sporen im Inokkulum und das darauffolgende Verklumpen des Mycds wahrend der
Kultivierung werden so verhindert. In dem hier beschriebenen Verfahren wird Carbopol
974 PNF in einer Konzentration von 2 gL als Supdementierung fir das Malz-Medium
verwendet. Die Kultur wird mit Sporenlésung angeimpft und bel 30 °C und 120rpm in-

" Der Verdinnungsfaktor wird zur Umrechnung der Lebendkeimzahl von 100 L auf 1 mL benétigt.
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kubiert. Es wird ein disperses Wadchstum beobadtet, bel dem sich das Mycd innerhalb
von seben Tagen kraun verfarbt (siehe Abbildung 4-7). In dem Mycd werden

Biarylnaturstoffe nachgewiesen.

Abbildung 4-7: Fotographie @ner sieben Tage alten Kultur von Penicillium citreo-viride unter Ver-
wendung des mit Carbopol supdementierten Mediums.

» Vergleich der verschiedenen Methoden:
Als Methode aur reproduzierbaren Kultivierung von Penicilli um citreo-viride im Schiit-
telkolben wird Methode C ausgewdhlt. Im Vergleich zu den anderen Methoden ist diese
weniger aufwendig und ermdglicht zudem einen Vergleich der Ergebnise mit dem
literaturbekannten Verfahren nach Zeeck eal.®¥

Wachstumscharakterisierung

Zur Charakterisierung der Kultur von P. citreo-viride wird eine Wachstumskurve estellt und
der pH-Wert wahrend der Inkubation verfolgt (sehe Abbildung 4-8 und Abbildung 4-9,
S. 78). Da der Organismus in Form von Mycdpellets wadst, ist eine Bestimmung der
optischen Dichte nicht mdglich. Die Wadstumskurve wird deshalb durch Mesaung der
Biotrockenmasse bestimmt. Dabei muf3 fir jeden Mesgunkt jeweils eine Schiittelkolben-
Kultur ausgewertet werden, so dal3 es, bedingt durch Schwankungen im Verlauf dieser

Kulturen, zu Streuungen der Messwverte kommen kann.

Aus der Wadhstumskurve ist zu erkennen, dal3 eine maximale Biotrockenmasse von 6.6 g/L
nach 120 h erreicht wird (sehe Abbildung 4-8, S. 78). Dies ist auch der Zeitpunkt, bei dem
die Farbstoffentwicklung im Mycd einsetzt. AnschlieRend verringert sich die Biotrocken-
masse aifgrund von absterbenden Zellen wieder. Dadurch, dal3 zwischen 50 h und 120h kein
Messwert vorliegt, ist es moglich, dal3 in diesem Zeitraum eine maximale Biotrockenmasse
erreicht wird, die grofRer as 6.6 gL ist.
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Biotrockenmasse [g/L]
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Abhbildung 4-8: Wachstumskurve von P. citreo-viride basierend auf Biotrockenmass.

0 50 100 150 200
Zeit [h]

Abbildung 4-9:  pH-Wert wahrend der Kultivierung von P. citreo-viride.

Der pH-Wert erreicht, beginnend bei 6.5, ein Minimum von 3.7 nach 100 h (sehe Abbildung
4-9). Dies fallt ungefahr mit dem Zeitpunkt zusammen, bei dem die Verfarbung des Mycds
einsetzt und de maximale Biotrockenmasse areicht ist. Anschlie3end ist ein starker Anstieg

des pH-Wertes zu verzeichren.

Durch Verwendung von Schiittelkolben, die éne Kontrolle des pH-Wertes gestatten, wirden
sich moglicherweise hthere Biomassskonzentrationen erzielen lassen. Fur die weiteren
Untersuchungen war aber die agentliche ZielgrofRe die reproduzierbare Produktion wvon
Biarylnaturstoffen.
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4.3.2 Aufbau eines Analytik-Assays

I soli erung von Naturstoffen

Fur die Etablierung eines Analytik-Assays werden entsprechende Referenzsubstanzen
bendtigt. Da die Metabolite aus P. citreo-viride bisher chemisch nicht zuganglich sind, ist ihre
Isolierung aus dem Mycd notwendig. Dazu wird zunadst ein reproduzierbares Protokoll fur
die Aufarbeitung des Mycds und de Isolierung der Naturstoffe im praparativen Mal3stab
entwickelt (sehe Schema 4-41).

Penicillium citreo-viride
Kultivierung bei 30 °C und 120 rpm
10 Schiittelkolben (je 100 mL)

Trennung von
Mycel und Kulturmedium

l :

Mycel Kulturmedium
Extraktion :
J (CHClz:Methanol = 1:1) J Einengen
Rohextrakt Rohextrakt
JCHCIngZO-VerteiIung JCHCIg/HZO-VerteiIung
Organische Phase Organische Phase

keine Biarylnaturstoffe

DC-Trennung nachweisbar

(Kieselgel, CHCI3:Aceton = 9:1)

' l l :

(R)-semi-Vioxanthin 102 Xanthomegnin 105 Rubrosulphin 190 Viomellein 104

Schema 4-41: Isolierung der Naturstoffe aus Penicilli um citreo-viride.

Die Kultur des Organismus erfolgt im 1 L Mal3stab mit zehn Schiittelkolben je 100 mL
Nahrldsung mit den oben beschriebenen Bedingungen. Die Inkubation erfolgt bei 30 °C und
120 rpm fur zwel bzw. sieben Tage, abhéngig davon welcher Metabolit isoliert werden soll.
AnschlieRend wird das Mycd durch Filtration vom Kulturmedium getrennt, mit Wasser
entsalzt und mit einem Gemisch aus Chloroform/Methanol (1:1, v/v) extrahiert. Nach dem
Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck wird der braune Rlckstand in
Wassr aufgenommen und mehrfach mit Chloroform extrahiert. Nadch dem Trocknen der

vereinigten organischen Extrakte und Einengen des Losungsmittels wird ein rotbrauner
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Feststoff erhalten. Durch préparative  Dunnschichtchromatographie a  Kieselgel
(Chloroform/Aceton = 9:1) koénnen die enzdnen Naturstoffe voneinander getrennt werden,

wobei sie sich leicht anihrer charakteristischen Farbung unterscheiden lassen.

Insgesamt konnen aus dem rot-violett gefarbten Mycd des Pilzes vier Metabolite in Ab-
hangigkeit von der Kultivierungsdauer isoliert werden (siehe Tabelle 4-12). Nadh einem
Zeitraum von zwei Tagen konnen die Metabolite (R)-semi-Vioxanthin (R)-102 und
Xanthomegnin 105 in einer Konzentration von 22 mg/L bzw. 10 mg/L isoliert werden. Nach
sieben Tagen werden Rubrosulphin 190 und Viomellein 104 in einer Konzentration von 6
mg/L bzw. <1 mg/L gefunden. Die Identifizierung erfolgt im Falle von 102, 105 und 188
durch UV/Vis-, und NMR-Spektroskopie. Bei Verbindung 104 kann aufgrund der geringen

Konzentration rnur ein Vergleich des UV/Vis-Spektrums mit einem Referenzspektrum

durchgefuihrt werden.
Metabolit Struktur Konzentration  Kultivierungs-
[mg/L] dauer [d]
(R)-semi-Vioxanthin e 22 2
(0]
102 HsCO OO “CH,
Xanthomegnin 10 2
105
Rubrosulphin 6 7
190
Viomellein i <1 7

H3C.. OCHg
O‘ OH OH O
104 o o
29SS
H,CO "CH,

Tabdle4-12.  Aus Penicilli um citreo-viride isoli erte Naturstoffe.

Im Vergleich zu den von Zeeck eal.®¥ isolierten Naturstoffen sind drei Unterschiede festzu-
stellen:

» (R)-semi-Vioxanthin (R)-102 kann unter den gleichen Kultivierungsbedingungen wie fur

die anderen Naturstoffe isoliert werden, wenn die Kultur in einem frihen Stadium abge-
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brochen wird. Das Circulardichroismusgektrum zegt zwe intensive, negative Cotton-
Effekte bei 266 und 240nm. Durch den Vergleich des CD-Spektrums von isoliertem 102
mit den CD-Spektren von chemisch synthetisiertem (R)-semi-Vioxanthin (R)-102, kann
dem Stereozentrum an C-3 des Naturstoffes die (R)-Konfiguration zugeordnet werden
(siehe Abbildung 4-10)."”
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Abbildung 4-10: oben: CD-Spektrum von isoliertem (blau) und synthetisiertem (rot) (R)-semi-Vioxanthin (R)-
102 unten: UV-Spektrum von (R)-semi-Vioxanthin (R)-102

» Der Biarylnaturstoff Vioxanthin 103 kann ncht isoliert werden. Dies ist vermutlich auf
die geringe Konzentration, in der dieser Metabolit vorliegt, oder méglicherweise auf die

Oxidationsempfindlichkeit zurlickzufthren.

" Die absolute Konfiguration von natiirlichem semi-Vioxanthin 102wurde von Zeeck ¢al.®¥ durch Vergleich
der CD-Spektren des Naturstoffes und (R)-Méell ein bestimmt. Auferdem synthetisierte Deshpandce & al.’” das
unnatirli che (S)-Methyletherderivat 118 (siehe Schema 4-2, S. 37).
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» Rubrosulphin 190 ist bidang nicht als Sekundérmetabolit aus Penicilli um citreo-viride
bekannt. Als typische Produzenten sind de Pilze Aspergill us silphureus, A. mell eus und
P. viridicatum beschrieben.[*°*1%3 |m CD-Spektrum des Naturstoffes aus P. citreo-viride
sind drel Cotton-Effekte bel 280, 260 uind 210nm zu erkennen (siehe Abbildung 4-11).
Die geringe Intensitét der Cotton-Effekte ist auf das Vorhandensein einer zusétzlichen
Briicke neben der Biaryladhse auriickzufihren. Diese Briicke fuhrt zu einer Erniedrigung

der Atropisomerisierungsenergie.[*?
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Abbildung 4-11: CD- (oben) und UV- (unten) Spektrum von Rubrosulphin 190 (c = 2.9x10° M, Acetonitril).

HPLC-Assay

Die bei der Naturstoffisolierung beobadtete Zeitabhangigkeit der Produktion von Sekundar-
metaboliten wird systematisch untersucht. Dazu wird P. citreo-viride unter Standardbe-
dingungen in Schittelkolben kultiviert und das Mycd zu verschiedenen Zeitpunkten der In-
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kubation nach dem oben beschriebenen Verfahren extrahiert. Die so erhaltenen Mycd-
rohextrakte werden Uber eine kurze Kieselgelsdule vorgereinigt und anschlieffend mittels

HPL C untersucht, die folgende Parameter aufweist:

» Die Trennung der Substanzen erfolgt an LiChrospher 100RP 18 EC (5 pm, 250 x 3 mm)

als gationdre Phase.

» Als Laufmittel wird ein Acetonitril/Wasser-Gradient (65:35 zu 7525 innerhalb 10 min)

mit einem Hufl’ von 0.5 mL/min verwendet.

» Die Detektion der Metabolite efolgt sowohl mit einem Diodenarray- (DAD), Detektions-
wellenldnge A = 270 nm, as auch mit einem Fluoreszenzdetektor (FLD), A& = 270 nm,

Aem = 600 NM.

Abbildung 4-12 zegt die Chromatogramme der Mycdextrakte nach 48 h und 168 h
Inkubation. Die Metabolite kdnnen anhand ihrer UV -Spektren eindeutig zugeordnet werden.

1200 -
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Abbildung 4-12: Chromatogramme der Mycdextrakte nach 48 h (blau) und 168h (rot) Inkubation.

Metabolit Retentions UV -Absorptionsmaxima [nm]
zat [min] (relative Absorption)
(R)-semi-Vioxanthin 102 89 220(0.3), 260(1.0), 310(0.1), 370(0.2)
Xanthomegnin 105 52 230(1.0), 290(0.3), 406(0.2)
Rubrosulphin 190 10.2 226(0.4), 280(1.0), 360(0.1), 420(0,2)
Vioxanthin 103 124 222(0.3), 270(1.0), 312(0.1), 376(0.2)

Tabelle4-13: Retentionszeiten und UV-Absorptionsmaxima der Sekundarmetabdite aus P. citreo-viride.
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Die Chromatogramme zegen in Abhéngigkeit vom Kultivierungsdadium einen deutlichen
Unterschied in der Metabolitzusammensetzung der Mycdextrakte. Um diese Veranderung
zdtlich darzustellen, wird der relative Antell der einzenen Stoffwedhselprodukte durch In-
tegration der Pe&ks im Chromatogramm bestimmt und gegen die Inkubationszeit aufgetragen

(siehe Abbildung 4-13).”

g —e—semi-Vioxanthin
2 et - - &- - - Xanthomegnin
Q, Tt m .
= — -+ — Rubrosulphin
]
- B 2 —x — x— -Vioxanthin

120 160

Zeit [h]

Abbildung 4-13: Zeitli cher Verlauf der prozentualen Metabdit zusammensetzung wahrend der Kulti vierung von
P. citreo-viride.

In Abbildung 4-13 ist zu erkenren, dal3 zu Beginn der Kultur hauptsadlich (R)-semi-
Vioxanthin (R)-102 und ein geringer Prozentsatz der beiden Biarylnaturstoffe Vioxanthin 103
und Xanthomegnin 105 im Mycd des Pilzes vorhanden ist. Durch die beginnende
Metabolisierung von 102 nach ca 75 h wird de Bildung des Biarylnaturstoffes 190 induziert
und der Antell von 103 und 105 erhoht. Nach 168 h ist 102 vollsténdig abgebaut und im rot-

violett gefarbten Mycd sind nur noch die dimeren Verbindungen zu finden.

Durch Verwendung eines Fluoreszenzdetektors ist es mdaglich, die beiden Metabolite (R)-
semi-Vioxanthin (R)-102 und Vioxanthin 103 hochselektiv und hochempfindlich aus dem
Mycdextrakt zu detektieren. Die Selektivitét dieser Detektionsmethode wird in Abbildung
4-14 auf S. 85 anhand der beiden Chromatogramme, der nach 96 h und 168 h gewonnenen
Extrakte, verdeutlicht. Es snd jewells nur zwei Pe&ks bel 9.0 min und 124 min vorhanden,

die den Verbindungen 102 und 103 entsprechen.

" Die Integration erfolgt ohne Beriicksichtigung der Absorptionskoeffizienten der Absorptionsbanden der
jewelli gen Metabdite. Die Detektionswell enlénge betragt fir all e Naturstoffe 270 nm.
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Abhbildung 4-14: Chromatogramme der Mycdextrakte nach 96 h (blau) und 168h (rot) Inkubation; selektive
Detektion der Metabdlit e (R)-semi-Vioxanthin (R)-102 und Vioxanthin 103

Die ehohte Empfindlichkeit kann durch Betrachtung der HPLC-Analyse des Mycdextraktes
nach 96 h Inkubation veranschaulicht werden. Das DAD-Signal weist bel einer Retentionszeit
von 9.0 min keinen Pe&k auf, wahrend das semi-Vioxanthin zugeordnete FLD-Signal deutlich
zu erkenren ist (sehe Abbildung 4-15).
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Abbildung 4-15: Chromatogramm des Mycdextraktes nach 96 h Inkubation; DAD-Signal (blau) und FLD-
Signal (rot).

Diskusson maglicher Medhansmen fur den semi-Vioxanthin-Metabdi smus

Die Untersuchung der Metabolitzusammensetzung im Mycd von Penicilli um citreo-viride in
Abhéngigkeit von der Kultivierungszat erméglicht die Diskusson mehrer potentieller Stoff-
wedselwege (siehe Schema 4-42, S. 86).
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OH OH O O OH O

Oxidation .O o
H3CO "CHs HsCO™ Yy~ > CHs
O
(R)-semi-Vioxanthin 102 (R)-semi-Xanthomegnin 125
lselektive Dimerisierung
Vioxanthin 103
J Oxidation
Q Kreuz- selektive
kupplung Dimerisierung
mit 102
-
Viomellein 104
Cyclisierung ‘ Oxidation

0]
Rubrosulphin 190 Xanthomegnin105

Schema 4-42. Postulierter Stoffwechselweg in P. citreo-viride ausgehend von (R)-semi-Vioxanthin (R)-102 zu
den Biarylnaturstoffen 103 104, 105und 190

» (1) semi-Vioxanthin dseinziger biosynthetischer Vorlaufer
Zunacdhst wird (R)-semi-Vioxanthin (R)-102 durch eine selektive Dimerisierungsrektion
in Vioxanthin 103 umgewandelt. Da dieser Biarylnaturstoff wahrend der gesamten
Kultivierung in nur geringer Konzentration vorhanden ist, stellt 103 ein Intermediat dar,
welches durch Oxidation zu Viomellein 104 schrell metabolisiert wird. An dieser Stelle
verzweigt sch der Stoffwedchselweg. Zum einen erfolgt eine Oxidation zum
Xanthomegnin 105 und zum anderen eine Cycliserung zu Rubrosulphin 190. Chemisch
kann diese letzte Reaktion durch Umsetzung von Viomellein 104 mit einer Base (K,CO3)

nachvoll zogen werden.[*%Y
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» (2) semi-Vioxanthin undsemi-Xanthomegnin a's biosynthetische Vorlaufer

Alternativ kann die Biosynthese der Pigmente Viomellein 104, Xanthomegnin 105 sowie
Rubrosulphin 190 auch Uber den monomeren Vorléufer semi-Xanthomegnin 125 erfolgen.
Dazu wiirde semi-Vioxanthin 102 durch Oxidation” in 125 tberfilhrt. AnschlieRend kann
eine Kreuzkuppung von 102 und 125 zu Viomellein 104 oder eine Dimerisierung von 125
zu Xanthomegnin 105 stattfinden. Da semi-Xanthomegnin 125 nicht in den
Mycdextrakten gefunden werden kann, konnte es wie Vioxanthin 103 und Viomellein
104 ein sehr redktives Intermediat im Stoffwediselweg sein, oder es wird nicht aus der
Zéelle herausgeschleust und tritt deswegen nicht im Mycd des Pil zes auf.

4.3.3 Zusammenfassung

Zur Untersuchung der Biosynthese von Biarylnaturstoffen wurde der filamentbse Pilz P.
citreo-viride ausgewdhlt. Dieser produziert neben den Pigmenten mit Biarylstruktur
Vioxanthin 102, Viomellein 104, Xanthomegnin 105 und Rubrosulphin 190 auch deren
potentiellen hiogenetischen Vorlaufer (R)-semi-Vioxanthin (R)-102

Zur Isolierung der Naturstoffe und fir den Aufbau eines Analytik-Assays wurden zunadst
reproduzierbare Kultivierungsbedingungen durch Medienoptimierung etabliert und dese
durch Wadhstums- und pH-Verlaufskurven charakterisiert. Dabei stellte sich heraus, dal3 sich
Grole und Anzahl der Mycdpellets bei der Kultivierung im Schittelkolben sowohl durch
medanische Zerkleinerung der gebildeten Mycdpellets mit einem Dispergierwerkzeug als
auch durch Inokkulieren mit einer Sporenlésung oder Suppementieren der Nahrldsung mit

einem Polymer bednflussen lassen.

Die Naturstoffe (R)-semi-Vioxanthin (R)-102 Viomellein 104, Xanthomegnin 105 und
Rubrosulphin 190 konnten nach einem einfachen Protokoll aus dem Mycd des Organismus
isoliert werden. Es ist hervorzuheben, dal3 Rubrosulphin 190 zwar als Sekundarmetabolit aus
anderen Pilzen bekanrt ist, bisang aber nicht in P. citreo-viride gefunden wurde.

Die zetabhangige, systematische Untersuchung der Metabolitzusammensetzung im Mycd
des Pilzes durch chromatographische Trennung mit HPLC-Tedhnik und Detektion der Sub-

" Die Oxidationsempfindlichkeit von semi-Vioxanthin 102 wurde durch Umsetzung mit PIFA zum
Naphthochinon semi-Xanthomegnin 125 verdeutli cht (siehe Schema 4-37, S. 67).
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stanzen mit Diodenarray- und Fluoreszenzdetektoren, fihrte aim Postulat eines mdglichen
Stoffwedhselweges. Die fluoreszierenden Eigenschaften von (R)-semi-Vioxanthin (R)-102
und Vioxanthin 103 erlauben eine hochselektive und hochempfindliche Erfasung dieser Me-
tabolite im Mycdextrakt.
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4.4 Biosyntheseuntersuchung en

Der entscheidende Schritt des auf S. 85 postulierten Stoffwedchselweges zur Bildung der
Biarylnaturstoffe ist die regio- und stereoselektive Dimerisierung von (R)-semi-Vioxanthin
(R)-102 zu Vioxanthin 103 Der Nadweis, da3 102 der biogenetische Vorlaufer der von
Penicillium citreo-viride produzierten Biarylverbindungen ist, soll durch Verfltterung des
potentiellen Vorlaufers an den Organismus erbracht werden. Dazu soll (R)-[O**CH3]-semi-
Vioxanthin  (R)-191 verwendet werden. Verimpfungsexperimente mit *C-markierten

Substanzen besitzen folgende Vorteile;

> Selbst geringe Einbauraten koénnen durch *C-NMR und massenspektrometrische Tedr
niken (MS, GC-MS, LC-MYS) detektiert werden.

» Durch das festgelegte Stereozentrum an C-3 der markierten Vorléufersubstanz [(R)- bzw.
(9-191] kann im Fale enes Einbaus auf die @solute Konfiguration der Biarylnaturstoffe
geschlossen werden. Haben die Sekundarmetabolite dieselbe Konfiguration an C-3 und
C-3, sollte nur eines der monomeren Enantiomere angebaut werden. Ist die Konfigura-
tion an C-3 und C-3' spiegelbildlich zueinander, wird bel Einbau eines enantiomeren-
reinen Monomers nur eine der Methoxygruppen eine Intensitétserhéhung im *C-NMR-

Spektrum aufweisen.

4.4.1 Stand der Forschung

Bidang ist nur eine Untersuchung zur Biosynthese der Sekundérmetabolite 104 und 105, die
neben P. citreo-viride auch in anderen Pilzen vorkommen, bekannt. Smpson berichtet Gber
die Verfiitterung von [1-*C]- und [1,2-**C]-Acetat an den Organismus Aspergill us mell eus,
der ein Produzent der Pigmente Viomellein 104, Xanthomegnin 105 und Rubrosulphin 190 ist
(Sehe Schema 4-43 S. 90).'*3 Die Markierungssudien mit [1-*C]-Acetat fihrten bei
Xanthomegnin 105 zu sieben markierten und bel Viomelein 104 zu 14 markierten
Kohlenstoffatomen. Aus der aternierenden Abfolge der markierten C-Atome kann
geschlossen werden, dald die beiden Sekundérmetabolite polyketidischen Ursprungs snd. Das
Markierungsexperiment mit [1,2-°C]-Acetat zedgte, da Viomellein 104 aus 14 intakten
Acdateinheiten abgeleitet werden kann. Demnach erfolgt die Bildung von 104 aus zwei
unterschiedlichen Heptaketideinheiten.
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H,C-CO,Na ——»

7

Me,

Schema 4-43; Einbau von Acetat in Viomellein 104 nach Simpson.*43

Da Smpson von einer falschen Struktur von Xanthomegnin 105 und Viomellein 104 ausgeht,
bei der eine angulare Verkniipfung der Ringe vorliegt,!**? ist die von ihm angenommene
Biosynthese aus zwel unterschiedlich gefalteten Vorlaufersubstanzen falsch. Die Gruppen um
Zeeck®™ und Hoflé™? sowie Himes'®? konnten unabhéngig voneinander zeigen, daR die
Ringsysteme bel Viomellein 104 und Xanthomgenin 105 linea miteinander verknipft sind
(sehe Schema 4-44). So wurde gefolgert, dal3 sich beide Verbindungen vom Vioxanthin 103
ableiten, welches vermutlich aus einer einzigen Vorlaufersubstanz, dem (R)-semi-Vioxanthin
102, gebildet wird.

6 0 O OH OH O
OH e}
HsC=CO,Na — 2 O O O ‘—{HZ} E—— 2
o HsCO
e - semi-Vioxanthin 102

Viomellein 104

Xanthomegnin 105 —<-———

Rubrosulphin 190

Vioxanthin 103

Schema4-44: Revidierte Biosynthese von Vioxanthin 103 Viomdlein 104, Xanthomegnin 105 und Rubro-
sulphin 190 nach Zeeck!®¥ Hofle**? und Himes.**2

Diese Untersuchungen belegen, dal3 sowohl (R)-semi-Vioxanthin (R)-102 als auch die Biaryl-
naturstoffe Vioxanthin 103 Viomellein 104, Xanthomegnin 105 und Rubrosulphin 190 aus
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dem Polyketidbiosyntheseweg stammen. Ungeklart ist jedoch der Biosyntheseschritt der

Dimerisierung des monomeren Vorlaufers.

4.4.2 Synthese von *C-markiertem semi-Vioxanthin

Die Synthese des an der C-7-Methoxygruppe *C-markierten semi-Vioxanthins in nehezu
enantiomerenreiner Form erfolgt analog zur Darstellung der unmarkierten Verbindungen (R)-
und (§-102 durch Tandem-Michael-Retion.

Durch Methylierung des 2,4-Dihydroxy-6-methylbenzoesiuremethylesters (130) mit [**C]-
lodmethan (>99 % °C) wird de Markierung eingefiihrt.*® [O¥CH3]-2-Benzyloxy-4-
methoxy-6-methylbenzoesduremethylester (193 wird ausgehend von Orsellinsdureester 130
in einer zweistufigen Re&ktionsequenz mit einer Gesamtausbeute von 62 % erhalten werden
(sehe Schema 4-45).

P
OH OH 1. NaOCH3, MeOH ©A o o
@COzCHgBCHS" = @COZ% PR A T /@ECOZCHg
HO CHs Aceton, A H,Bco CHs THF.ORT Hs"co CHs
130 76 % 192 82 % 103

Schema 4-45;  Synthese von [O**CH3]-2-Benzyl oxy-4-methoxy-6-methyl benzoesiuremethyl ester (193).

Tandem-Michael-Re&tion des markierten Orselli nséureesters 193 mit den beiden Pyranonen
(R)- und (9-114, gefolgt von Schutzgruppenabspaltung durch Hydrogenolyse, liefert beide
Enantiomere des *C-markierten semi-Vioxanthins in einer Ausbeute von 20 % fiir das R-
Enantiomer (R)-191und 5% fur S-Enantiomer (S)-191 (siehe Schema 4-46).

1. LDA, -78°C BOMO OH O

CE Jﬁ R
H3CO Hs Bco CH

(R)-194: 25 %
(S)-194: 13 %

3

Ho, Pd/Cl EtOAc/MeOH, RT

OH OH O

13 b4
H3"CO CHg3

(R)-191: 78 %
(S)-191: 35 %

Schema 4-46; Synthese beider Enantiomere von **C-markiertem semi-Vioxanthin 191 durch Tandem-Michael-
Reaktion.
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Die NMR-Spektren der markierten Verbindungen unterscheiden sich von den unmarkierten
Verbindungen im *H-NMR-Spektrum durch die direkte *H-**C-Kuppung von 1445 Hz, die
das Signal der **C-markierten Methoxygruppe ds Dublett erscheinen 1R3¢, und duch die im
13C-NMR-Spektrum erhdhte Intensitit des entsprechenden Signals. Aufgrund seiner hohen
Reinheit (>99 % ee =99 % 3C) entspricht das erhaltene (R)-[O*CH3]-semi-Vioxanthin (R)-

191 den Anforderungen fir die Biosyntheseuntersuchungen.

4.4.3 Verimpfungsexperimente

Fur die Verimpfungsexperimente soll folgende Strategie angewendet werden:

» Kultivierung von Penicilli um citreo-viride in einer Nahrlésung, welche *C-markiertes
semi-Vioxanthin (R)-191 enthalt.

Y

Isolierung der Sekundérmetabolite aus dem Mycd des Pilzes nach dem oben vorgestellten
Protokoll (siehe Schema 4-41, S. 79).

» Nadweis der Markierung in den NMR- bzw. Massenspektren der Biarylnaturstoffe.

Verimpfungsexperimente mit Malz-Medium

Zundchst mui? *C-markiertes semi-Vioxanthin (R)-191 in der zur Kultivierung verwendeten
Nahrlosung vollstandig aufgelost werden. Da (R)-191 in Wasser in rnur sehr geringer
Konzentration l6dlich ist, werden zu dem verwendeten Medium Losungen von (R)-191 in
Dimethylsulfoxid (DM SO) gegeben und anschlief3end autoklaviert.

Fur die Experimente wird Malz-Medium verwendet, das pro 100 mL Medium eine Losung
von 3 mg (R)-191 in 2 mL DMSO enthdlt. Die so erhatene Nahrlésung wird mit 1 mL
Sporenlésung angeimpft und fir sieben Tage bei 30 °C und 120 rpm inkubiert. Als
Kontrollexperimente werden eine Kultur, die nur Malz-Medium enthdt, sowie ene Kultur,
die Maz-Medium mit DMSO enthdlt, unter denselben Bedingungen wie das

Markierungsexperiment inkubiert.
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Bel dem Kontrollexperiment mit unbehandeltem Malz-Medium ist ein Wacdhstum des Pilzes
in einer grofRen Anzahl kleiner Mycdpellets zu beobadhten, die sich wahrend der Kultivierung
rot-violett verfarben. Im Mycd des Pilzes kann die fir diese Inkubationsdauer typische
M etabolitzusammensetzung gefunden werden (siehe Abbildung 4-12, S. 83).

Die beiden anderen Kulturen, die DM SO enthalten, weisen ein Wacdhstum in wenigen, groléen
Mycdpellets auf, die sich ncht verfarben. Aus dem Mycd dieser Experimente kann weder
semi-Vioxanthin 102 noch ein Biarylnaturstoff isoliert werden. Aus dem Kulturmedium wird
durch Extraktion mit Chloroform das fur die Verimpfung verwendete (R)-191 unverandert

zurtickerhalten.

Verimpfungsexperimente mit Carbopd-suppdementiertem Malz-Medium

Um die Bildung von grof¥en Mycdpellets bei der Verwendung DMSO zu verhindern, wird
auf die Suppementierung des Malz-Mediums mit dem Polyaaylat Carbopol zurlickgegriffen
(sehe S. 74).

Fur die Experimente wird Carbopol-supdementiertes Maz-Medium verwendet, das pro
100 mL Medium eine Lésung von 3 mg (R)-191in 2 mL DMSO enthdlt. Die so erhaltene
Nahrlosung wird mit 1 mL Sporenlésung angeimpft und fir sieben Tage bei 30 °C und
120 rpm inkubiert. Als Kontrollexperimente werden eine Kultur, die nur Carbopol-
supdementiertes Malz-Medium enthdlt, sowie ene Kultur, die Carbopol-supdementiertes
Maz-Medium mit DMSO enthdlt, unter denselben Bedingungen wie das Markierungs-

experiment inkubiert.

Die beiden Kontrollexperimente weisen ein disperses Wadstum des Pilzes auf, wobel sich
das Mycd wahrend der Kultivierung rot-violett verfarbt (sehe Abbildung 4-7, S. 77).
Wiederum kann im Mycd des Pilzes die fur diese Inkubationsdauer typische Metabolitzu-
sammensetzung gefunden werden (siehe Abbildung 4-12, S. 83).

Bel dem Markierungsexperiment ist ein Wadstum des Pilzes in Form von sehr vielen,
kleinen Pellets zu beobadten. Diese Mycdklgelchen verféarben sich wadhrend der Kulti-
vierung nicht. Aus dem Mycd dieser Experimente kann mittels HPLC sowie im Dinn-
schichtchromatogramm der Biarylnaturstoff Viomellein 104 in sehr geringer Konzentration
nadhgewiesen werden. Durch praparative HPLC wird der korrespondierende Pe&k isoliert und
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massenspektrometrisch untersucht. Die Massenspektren zegen weder einen Pegk, dessen
Mase dem Molekllion entspricht, noch kénnen Fragmente dieses Metaboliten gefunden

werden.

Aus dem Kulturmedium kann durch Extraktion mit Chloroform das fur die Verimpfung ver-

wendete (R)-191 unverandert zurlickerhalten werden.

4.4.4 Zusammenfassung

Firr die Verimpfungsexperimente wurde an der C-7-Methoxygruppe *C-markiertes (R)- und
(9-semi-Vioxanthin 191 synthetisiert. Dazu wurde éne Tandem-Michael-Reektion des **C-
markierten Orselli nsaureesters 193 mit dem chiralen Pyranon 114 verwendet. Die Einflihrung
des markierten Kohlenstoffatoms erfolgt durch Methylierung von 2,4-Dihydroxy-6-
methylbenzoesiuremethylester 130 mit [**C]-1odmethan.

Bel den durchgefiihrten Verimpfungsexperimenten wurde durch die Verwendung von DM SO
als Losungsmittel fur die a1 verimpfende Substanz @n Wadhstum des Pilzes in wenigen,
grofRen Mycdpellets beobadtet, welches sch durch die Supdementierung des Nahrmediums
mit Carbopol verhindern lief3. AulRerdem wurde keine Produktion von Biarylnaturstoffen
beobadtet. Die engesetzte, markierte Verbindung (R)-191 konnte jeweils unverandert aus

dem Kulturmedium zuriickerhaten werden.

Diese Ergebnise lasen keinen eindeutigen Schluss zu, ob die markierte Verbindung in die
Biarylnaturstoffe @ngebaut wurde oder nicht. Dadurch, daR das eingesetzte **C-markierte
semi-Vioxanthin (R)-191 aus dem Kulturmedium unverdndert zurtickerhalten werden konnte,
liegt die Vermutung nahe, dal3 die verimpfte Substanz est gar nicht durch die Zellmembran
des Pilzes gelangt ist und somit nicht metabolisiert wurde.

Ein moglicher Ausweg ist die Verwendung eines Ring-markierten semi-Vioxanthin-Derivates,
welches eine hohere Wassrlddichkeit besitzt. Dazu bietet sich z. B. 126 mit drel freien
Hydroxygruppen an (siehe Schema 4-6, S. 39).'®3 Die Ringmarkierung kénrte bei der
Synthese von 126 duch ene Tandem-Michael-Re&ktion entweder Uber das
Orsdllinséurederivat oder den Michael-Akzeptor eingefihrt werden. Diese Substanz hat
weiterhin den Vorteill, dal3 sie en potentieller biogenetischer Vorlaufer von semi-Vioxanthin
102 aus dem Polyketidweg ist.
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5 Zusammenfassung und Ausblick
5.1 Chemische Synthesen

semi-Vioxanthin

Durch eine Tandem-Michael-Re&ktion der Orsellinséurederivate 113 und 132 mit den
chiralen Pyranonen (R)-114 und (S-114 gefolgt von Schutzgruppenabspaltung konrten beide
Enantiomere von semi-Vioxanthin 102 in Ausbeuten von ks 25 % dargestellt werden (siehe
Schema 5-1).

OR (0] 1.LDA, THF OH OH O
/@COzCH‘g*‘ /ij;?\ 2. H,, Pd/C oder HCL OO o
H3CO CHs H3CO CHs Ausbeuten H3CO CHs

bis zu 25 % - .
132: R = BOM 114 semi-Vioxanthin 102
113: R = MOM

Schema5-1:  Synthese von semi-Vioxanthin 102 durch Tandem-Michael-Reaktion.

Bel der stereoselektiven Synthese der chiralen Michael-Akzeptoren ist die gezelte Ein-
fUhrung des chiralen Zentrums entscheidend. Dies kann durch Verwendung der chiralen,
nicht-racemischen 3-Hydroxybuttersaureghylester (R)-(117) und (S)-(117) oder im Falle des
(R)-Enantiomers dternativ durch eine regio- und enantioselektive, enzymatische Reduktion
des prochiralen Hexanoats 137 geschehen (siehe Schema 5-2).1*19

o}
OH O H3C)kOtBu OH O O

— > PPN
chMOCZHS 87 % HaC * OtBu

117 134
(R)-Enantiomer: 99 % ee \ o
(S)-Enantiomer: 96 % ee
O O O OH O O //

LBADH
B —
chthBu 78 % HsC OtBu
137 134
> 99 % ee

Schema5-2:  Synthese der chiralen, nicht-racemischen Pyranone (R)- und (S)-114

Diese Syntheseroute stellt den hislang einzigen Zugang zu beiden Enantiomeren von semi-

Vioxanthin 102 dar.!™*? Ahnliche Verfahren filhren durch Verwendung von racemischen
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Michael-Akzeptoren entweder zu (rac)-102 oder durch Verwendung der Methylschutzgruppe
zum Methyletherderivat von 10267

Dimere Orsédlli nsaureester

Dimere Orsellinsureester konnten durch zwei verschiedene Methoden dargestellt werden:

» Ausgehend von 2,4-Dihydroxy-6-methylbenzoesduremethylester (130 koénnen nach
Methylierung der OH-Gruppe an C-4 duch eine unselektive, oxidative Phenolkuppung
mit auf Kieselgel adsorbierten Eisen(lll) chlorid ale denkbaren regioisomeren, dimeren
Orsellinsaureester, 144, 145 und 146, erhalten werden.'*® Diese aveistufige Resktions-
sequenz efolgt mit Ausbeuten von 23 % fir den 5,5 -dimeren Orsellinsdureester 146,
12 % fir den 3,3 -dimeren Orsdllinsdureester 144 sowie 21 % fur den 3,5 -dimeren
Orsdllinséureester 145 (siehe Schema 5-3, S. 97). Die Kuppdungsregtion kann im 2 ¢
Mal3stab durchgefiihrt werden und de Trennung der isomeren Biaryle efolgt durch
Saulenchromatographie und Kristalli sation.

» Das klasgsche Verfahren der Ullmann-Kuppung, welches von Karl zur Darstellung von
dimeren Orsdllinsdureestern bereits etabliert wurde,®'?® wurde in dieser Arbeit zur
Synthese des 3,3 -dimeren Orsellinsiureesters 144 verwendet. Die Re&tionsequenz a-
fordert ausgehend von 130 unter Verwendung einer neuartigen, selektiven lodierungs-
methode insgesamt vier Stufen und verlauft mit einer Gesamtausbeute von 30 %. Nad
Karl erfolgt die Synthese der beiden anderen Regioisomeren in jeweils vier Stufen und
einer Ausbeute von 36 % fir das 5,5 -Dimere 146 und 15 % Ausbeute fir 3,5 -Dimere
145 (siehe Schema 5-3, S. 97).

Das neuartige Verfahren zur Darstellung der dimeren Orsellinséureester durch eine bio-
mimetische, unselektive oxidative Phenolkuppdung ist beziglich des Arbeitsaufwandes durch
die geringe Anzahl der Stufen dem klassschen Verfahren der UllmannReégktion Uberlegen.
Weiterhin werden durch die neue Methode dle drel Regioisomere in einer Regtion mit Ge-
samtausbeuten von his zu 70 % gebildet, wahrend beim klassschen Verfahren drei unter-
schiedliche Reektionswege mit insgesamt 12 Stufen motwendig sind. Auf3erdem ist die
Ullmann-Re&ktion atomdkonomisch sehr ineffizient,!™*¥ da die schweren lodatome nicht im
Zielmolekul enthalten sind.
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OH O
oxidative Phenol- OCHs
kupplung
HO CH3
130
2 Stufen
23 % 21 % llZ %
OH O OH O CH3 O
O OCHs O OCHjs O OCH3
_________________________ H3CO CH3 + H3CO CH3 + HsCO oH
H3CO CHg3 H3CO OH H3CO OH
O OCHs O OCH3 O OCHj
OH O CH3 O CH3 O
5,5'-gekuppeltes 3,5'-gekuppeltes 3,3'-gekuppeltes
Biaryl 146 Biaryl 145 Biaryl 144
4 Stufen 4 Stufen 4 Stufen
15%
36 % 30 %
OH O
Ullmann-Reaktion OCHs
HO CH3
130

Schema 5-3:
zahl der Stufen und Ausbeute.

Vergleich der beiden Verfahren zur Darstell ung von dimeren Orselli nsdureestern bezliglich An-

Durch die Verwendung eines anderen Oxidationsmittels (PIFA) ist es mdglich, die Selektivi-
téat der Kuppungsreaktion zu bedanflussen. So bildet sich bei der Umsetzung des Orsellin-
sdureesters 131 auschlief3lich das 5,5-gekuppelte Dimer 146in 21 % Ausbeute (siehe Schema
5-4). Die Ursache fur dieses Re&ktionsverhalten liegt darin, dald bei Oxidationen mit hyper-

valenten lodreagenzien keine Radikale auftreten und de Kupdung ausshlieflich an dem
K ohlenstoffatom stattfindet, welches die htchste Elektronendichte besitzt.[**?

OH

HsCO CHg

131

O CO,CH3
CO2CHs  PIFA, BF3[DEt, H,cO CH3z

B —
CH,Cl,, -40 °C
21 %

OH

HsCO O CH3
CO,CHs

OH
146

Schema 5-4:

Sel ektive oxidative Phenolkuppdung von Orsdlli nsdureester 131

Die unselektive oxidative Phenolkupdung kann in der Totalsynthese von Biarylnaturstoffen

eine grole Bedeutung spielen, da die resultierenden Produkte hochfunktionalisiert sind. So
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konnte Huttel aufbauend auf den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen eine neu-
artige, biomimetische Synthese der Naturstoffamilie der dimeren Cumarine Kotanin (9),
Isokotanin A (10) und Desertorin C (6) etablieren.[*?415% AuRerdem sollten auch andere

Biarylnaturstoffe, wie z B. dimere Dihydroanthracenone, zuganglich sein.

CHz OCH3
N N

\
HsCO \Z/ o o

2
OH / dimere Cumarine
KXCOZCHQ
HsCO \Z/ CHs

2 \
OH OH O

D
OH
/
H3CO l CHj
2

dimere Dihydroanthracenone

Schema5-5:  Zur Verwendung von dimeren Orsdli nsaureestern.

Atropisomerentrennung

Die Trennung der Atropisomeren des 3,3'-dimeren Orselinsdureesters 144 durch die
, Camphanssuremethode**28 ermaglicht durch die sehr guten chemischen und optischen Aus-
beuten (fUr beide Atropisomere 21 % Ausbeute Uber zwei Stufen und >95 % e sowie die
einfache saulenchromatographische Trennung der Diastereomere @nen praparativen Zugang
Zu den beiden Atropisomeren (M)- und (P)-144. Die &solute Konfiguration des (M)-
Enantiomers konnte durch Rontgenstrukturanalyse des Biscamphansaureesters (M)-167 be-
stimmt werden. Damit wurde die von Karl!®*?? vorgenomme Zuordnung der absoluten
Konfiguration durch Verwendung sogenannter Dinitrodiphensaureladone bestétigt. Letzteres
Verfahren hetet ebenfalls einen Zugang zu den atropisomerenreinen dimeren Orsellin-
sdureestern (M)- und (P)-144, ist wegen der geringen Ausbeuten aber prdparativ nicht
nutzbar.

Versuche zur Synthese von Vioxanthin

Die Synthese von Vioxanthin war auch durch Verwendung von insgesamt drei verschiedenen
Synthesestrategien nicht erfolgreich:
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» Die urspringlich angedadite Route Uber die Tandem-Michael-Re&ktion des geschitzten
dimeren Orsellinsdureesters 170 mit dem chiralen Pyranon (R)-114 lieferte aich nach
Optimierung der Konzentrationsverhdtnise von eingesetztem Michael-Akzeptor und
eingesetzter Base nur das Monoanelli erungsprodukt 173

Die biomimetische oxidative Phenolkuppung von (R)-semi-Vioxanthin 102 mit PIFA

Y

fuhrte aim entsprechenden Pyranonaphthochinon und belegt damit die Oxidations
empfindlichkeit dieser Verbindungen, die aich im biologischen System beobaditet wird.
Das dabei entstehende (R)-semi-Xanthomegnin 125 kann as Referenzsubstanz fur den
HPLC-Assy verwendet.

‘7

Auch der Versuch der intramolekularen Phenolkupdung eines verbrickten semi-
Vioxanthin-Derivates verlief ohne Erfolg, da die Einfihrung der Briicke awischen zwel

semi-Vioxanthin-Molekilen aus gerischen Griinden nicht moglich war.

5.2 Biologische Arbeiten

Kultivierungvon Penicilli um citreo-viride

Fur die Kultivierung des filamentosen Pilzes P. citreo-viride in Schittelkolben und auf Agar-
Platten wurde én Malz-Medium verwendet, welches aus der Literatur bekannt war.l®¥ Ein
Vergleich mit drel anderen Nahrldsungen (Czgpek-Dox-, ATCC Qulture Medium 313 Stego-
Medium) basierend auf dem Wadstum auf Agar-Platten zegte, dald der Organismus auf dem
Malz-Medium eine hohe Wadstumsgeschwindigkeit besitzt und sich das Mycd wahrend der
Kultur von farblos zu rot-violett verfarbt. In Kombination mit HPLC-Untersuchungen ist

diese Verfarbung eine Qualtitétskontrolle fir die Produktion der Biarylnaturstoffe.

Bel Flissg-Kulturen von P. citreo-viride in Schittelkolben wurde eén pelletierendes Wads-
tum beobadtet, wenn mit Mycdstiicken von Agar-Platten angeimpft wurde. Diese Art des
Wadhstums ist fur die weiteren Untersuchungen racdteilig, da nur wenig Biomasse gebil det
wird, keine Verfarbung des Mycds und somit keine Produktion von Biarylnaturstoffen
beobadtet werden kann. Durch das Animpfen einer Flissg-Kultur mit einer Sporenlésung
oder die Suppdementierung der verwendeten Nahrlosung mit einem Polymer (Carbopol) kann
eine Bildung von sehr vielen kleinen Mycdpellets bzw. ein vollig dsperses Wadhstum

erreicht werden.
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Aufbau eines Analytik-Assays

Als Referenzsubstanzen fur einen HPLC-Assay wurden chemisch synthetisiertes semi-
Vioxanthin 102 sowie semi-Xanthomegnin 125 und de aus dem Mycd des Pilzes isolierten
Naturstoffe semi-Vioxanthin 102, Viomellein 104, Xanthomegnin 105 und Rubrosulphin 190
verwendet. Die Isolierung basert auf einer Extraktion des Pilzmycds mit einem
Methanol/Chloroform-Gemisch und der sdulen- oder dinnschichtchromatographischen
Reinigung der Rohextraktes. Da die Biarylnaturstoffe Vioxanthin 103 und Viomellein 104 nur
in geringer Konzentration isoliert werden koénenn, wirde sich dafir die Fermentation des
Pilzes im grollen Maldstab anbieten. Weiterhin konnte Rubrosulphin 190 as neuer
Sekundarmetabolit aus P. citreo-viride isoliert werden.

Der eigentliche Assay beruht auf der Trennung der Metabolite an einer RP-18-Phase und
Detektion mit einem UV- sowie Fluoreszenzdetektor. Erstere Detektionsmethode elaubt eine
systematische Analyse der Metabolitzusammensetzung wéhrend der Kultur. Durch die
Fluoreszenzdetektion kann eine hochselektive und hochempfindliche Erfassung von 102 und
103 erreicht werden. Da unter den gewahlten Bedingungen (Anregungswellenlénge =270 nm,
Emissonswellenlange = 600 nm) nur die beiden Verbindungen fluoreszieren, kann dieses

Selektionsprinzip fur ein mogliches Hochdurchsatzscreening verwendet werden.

5.3 Biosyntheseuntersuchung en

Firr die Biosyntheseuntersuchungen wurde **C-markiertes (R)-semi-Vioxanthin (R)-191 ein-
gesetzt, welches analog zu 102 durch Tandem-Michael-Re&tion synthetisiert wurde. Die
Einfihrung der Markierung erfolgte durch Methylierung von  2,4-Dihydroxy-6-
methylbenzoesiuremethylester (130) mit [**C]-lodmethan. Da sich diverse Naturstoffe von
Orsellinséureestern  ableiten, konren *C-markierte Orsellinsiurederivate aur Darstellung
einer Vielzahl von markierten, potentielen Vorlauferverbindungen von Biarylnaturstoffen
verwendet werden. Dies bildet wiederum die Grundlage fur Biosyntheseuntersuchungen einer
Reihe von Sekunddrmetaboliten.
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OH OH O

OH
Hy®co CH,

Dihydroanthracenone

T

OH CH3 OCH3
CO,CH,
—_— =
Hy®co CHs Hsy®co o o
Cumarine

'

HCO O OH

H3l3COCH3

(0]
Biphyscion

Schema5-6:  Zur Verwendung der **C-markierten Orsdlli nsiureester.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Biosyntheseuntersuchungen mit °C-
markiertem  (R)-semi-Vioxanthin  (R)-191 konnte ach rmad Variation  der
Kultivierungsbedingungen keine markierten Biarylverbindungen isoliert werden. Die
eingesetzte markierte Substanz konnte bei den verschiedenen Verfltterungsexperimenten

unverandert zurlckerhalten werden.

Die Beretstelung der markierten Verbindungen kann als snnwlle Vorarbeit zur

Verwendung deser Substanzen mit Zellrohextrakten oder permeébili serten Zellen dienen.
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5.4 Circulardichroismus als Screeningverfahren

Der HPLC-Assay (siehe S. 82) ermdglicht die Analyse der Metabolitzusammensetzung im
Mycd von Penicillium citreo-viride zu jedem beliebigen Zeitpunkt der Kultivierung. Die
Verwendung des Fluoreszenzdetektors erlaubt die hochempfindliche und hochselektive Er-
fasaung der beiden Metabolite (R)-semi-Vioxanthin (R)-102 und Vioxanthin 103 da diese die
einzigen Sekundarmetabolite aus dem Organismus snd, die Fluoreszenz aufweisen. Dadurch,
dal? dieses analytische System auf der chromatographischen Trennung der Metabolite beruht,
werden lange Analysezeten von mehr als 15 Minuten bendtigt, weswegen dieser Assay fir

die Analyse ener grofRen Anzahl von Proben nicht gedgnet ist.

Ein mdglicher Ansatzpunkt, um an die genetische Information zu gelangen, die fur die stereo-
und regioselektive, oxidative Phenolkupdung in P. citreo-viride verantwortlichen Enzyme
codiert, ist der Aufbau einer Cosmid-Bibliothek. Diese Bibliothek kann durch DNA-
Fragmentierung und Expresson dieser Fragmente in einem heterologen Wirt erzeugt werden.
Als Wirte bieten sich zum Beispiel andere filamentdse Pilze oder Hefen an, die beziglich
Wadstum und Genetik gut untersucht sind und auf3erdem as Wildstamm die a1 unter-
suchenden Metabolite selbst nicht biosynthetisieren. Da bei Anwendung deser Methode ene
sehr grole Anzahl von Proben erzeugt wird, ist die Etablierung einer geagneten Screening-
Methode notwendig.

Als wichtigste Eigenschaft muf3 dieser Assay das Screening der Bibliothek nach Aktivitdt und
Selektivitét gleichzeatig ermdglichen, da nach der regio- und stereoselektiven Bildung von
Biarylnaturstoffen gesucht werden soll. Abbildung 5-1 auf S. 103 verdeutlicht dieses Prinzip

am Beispiel der Dimerisierung von (R)-semi-Vioxanthin 102 zu Vioxanthin 103



Zusammenfassung und Ausblick 103

“CH3

Vioxanthin 103
T ‘ selektive |

Dimerisierung

OH OH O
| Penicilium |
HaCO™ % "CHa citreo-viride
5
(R)-102
unselektive
Dimerisierung
OH OH O OH OH O OH OH O
s 2 8
HsCO “CHz H3CO “CHs H3CO “CHs
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(6,6'-Verknupfung) (8,8'-Verknipfung) (5,5'-Verknipfung)

+ unsymmetrisch gekuppelte Biaryle
(5,6, 5,8'-, 6,8'-Verknlpfung)

Abbildung 5-1: Zusammenhang von Aktivitét und Selektivitét zur Untersuchung der selektiven oxidativen
Phenolkuppung.

Hier wird vorausgesetzt, dal3 neben der stereo- und regioselektiven Kuppungsregtion, die au
nicht-racemischem Vioxanthin 103 fuhrt, noch ein unselektiver Medanismus existiert, der zu
regioisomeren kew. raceamischen Kuppungsprodukien fihrt. Bel dem Screening der
Bibliothek aus<chliefflich nach Aktivitdt wirde jeder Stamm bzw. Extrakt einen Treffer
ergeben, der ausgehend von semi-Vioxanthin 102 eine Biarylverbindung produziert. Wird als
zusétzliches Selektionsprinzip die Stereoselektivitét berticksichtigt, fuhren rur die Stamme

bzw. Extrakte au Treffern, die Biarylverbindungen in nicht-racemischer Form erzeugen.

Als weiteres Auswahlkriterium sollen nur fluoreszierende Substanzen detektiert werden. Da
der HPLC-Assay mit Erfassung der Metabolite durch einen Fluoreszenzdetektor zegte, dal3
nur semi-Vioxanthin 102 und Vioxanthin 103 bei der Anregungswellenldnge von 270 nm
fluoreszieren, wirde dadurch eine direkte Analyse der beiden Metabolite aus der Re&tions-
mischung ohne dromatographische Reinigung ermoglicht. Dies fuhrt gleichzeitig zu einer

Verklrzung der Analysezeten.

Es ist mdglich, dai3 die von den Stammen der Bibliothek produzierten Biarylverbindungen in

sehr geringen Konzentration und niedrigen Enantiomereniberschiisseen vorliegen. Daher ist
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die Entwicklung einer Methode notwendig, die Mesaungen mit sehr hoher Empfindlichkeit

erlaubt.

Um diesen Selektionsprinzipien zu genligen, wurde ene Detektionsmethode ausgewdhlt, die

auf der chiroptischen Tedhnik des Circulardichroismus beruht.

5.4.1 Circulardichroimus — Eine Einfihrung

Chiroptische Methoden

Chiroptische Methoden sind spektroskopische Verfahren, die aifgrund der unterschiedlichen
Wedhselwirkung von links und recdts zirkular polarisiertem Licht mit chiralen Molekilen fur
zwel Enantiomere jeweils Messverte entgegengesetzten Vorzechens liefern. Vorausstzung
fur das Auftreten eines chiroptischen Effektes ist das Vorliegen eines chiralen, nicht-race
mischen Molekils. Unter diese Methoden fallen die optischen Rotationsdispersion (ORD), die
Abhéngigkeit der optischen Drehung von der Wellenlange, sowie der Circulardichroismus

(CD), die ungleiche Absorption von links und redhts zirkular polarisertem Licht.

Circulardichroismus und Elli ptizit&t!*>?

Der Circulardichroismus ist definiert as die Differenz awischen den molaren Absorptions-

koeffizienten fur links und redhts zirkular polarisiertes Licht, €. und €g:

Ae=¢ g4

Gleichung 5-1:  Definition des Circulardichroismus Ag; €,: molarer Absorptionskoeffizient des Chromophors
fur links zirkular polarisiertes Licht; eg: molarer Absorptionskoeffizient des Chromophors fiir
rechts zirkular polarisiertes Licht.

Durch den direkten Zusammenhang des molaren Absorptionskoeffzienten mit der Absorption
Uber das Lambert-Bea’ sche Gesetz

I
A:|og|—° =gxCx

Gleichung 5-2: Lambert-Beg’ sches Gesetz; |o: Intensitét des einfallenden Lichts; I: Intensitét des ausfall enden
Lichts; ¢: Konzentration der Probe; I: Lange der Zdlle.

ergibt sich folgende Bezehung zwischen Ag und AA:



Zusammenfassung und Ausblick 105

AA=A -ARZAgxcxl

Gleichung 5-3:  Zusammenhang zwischen AA und Ag.

Ein weiterer Effekt, der durch den Circulardichroismus erzeugt wird, ist die Elli ptizitét. Wenn
der elektrische Feldvektor des linea polarisierten Lichts in eine links zirkular polarisierte und
eine redts zirkular polariserte Komponente zelegt wird, so besitzen diese beiden Kompo-
nenten vor der Wedhselwirkung mit einer chiralen, nicht-racemischen Probe die gleiche
Grole und Phase (Abbildung 5-2a). Bem Durchgang duch die Probe wird nun
beispielsweise die redts zirkular polarisierte Komponente stérker absorbiert als die links
zirkular polariserte Komponente. Da nun die beiden Komponentenvektoren unterschiedliche
Grolen besitzen, beschreibt der resultierende dektrische Feldvektor eine Elli pse (Abbildung
5-2b). Die beiden Habadsen dieser Ellipse formen ein Dreiedk Abbildung 5-2c). Der
Winkel gegentber der kleinen Halbachse, W, wird als Elliptizitdt bezechret und ist

proportional zum Circulardichroimus:

Gleichung 5-4:  Zusammenhang zwischen Elli ptizitét W und Circulardichroismus Ae. Der Proportionalit éts-
faktor resultiert aus der mathematischen Beziehung W = a/b (siehe Abbildung 5-2).

(@) (0 (©

-
=)

|_
e e oy e e

a/2

b/2

Abbildung 5-2:  Zur Wedhsdwirkung von linear polarisiertem Licht mit eéinem optisch aktiven Medium (Ab-
bil dung entnommen aus[155)).

Anwendungen des Circulardichroimus

Circulardichroismus wird hauptsadlich zur Bestimmung der absoluten Konfiguration von
organischen Molekilen und Naturstoffen sowie aur Konformationsanalyse von Proteinen

verwendet. Eines der wichtigsten Verfahren ist die von Nakanishi und Harada entwickelte
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Exciton-Chirdity-Methode.[**®'51  Sje dient zur Bestimmung des absoluten Drehsinns
zwischen zwel benachbarten Substituenten und beruht auf dem Prinzip, dai3 die dektrischen
Ubergangsmomente aweier raumlich benachbarter Chromophore miteinander wedselwirken.
In Abbildung 5-3 ist dieses Phdnomen am Beispiel der para-substituierten Bishenzoate anes

vicinalen Cyclohexandiolsiill ustriert.

Exciton coupling ( Coupled osciliator)

®/‘
® Exciton split CD Cotton eftects
Davydov splitting

Positive chirality in -
o State

L i
co H\(+) 10t CE
\ >ren . o

Splitting of Excited Stales - A
m m P 8
.......... ——-. p Siate :
e iso o——a—1IT] () 2nd CE |/: apparent |
..... g ] /|gpiitting
ol 1 ¥
chromophare | coupled chromophore |

aSial: | 5§, Stablizing Dipoke-Dipole Intoraction
BSuls: , 7 X, Destabiizing Dipole-Dipole Interaction
Ag (em”) « 2 V, Davidov spiiting

wavelength A

Abbildung 5-3:  Zur Erléuterung der Exciton-Chirality-Methode (Abhil dung entnommen aus [156]).

Diese Wedselwirkung verursacht eine Aufspaltung der Energieniveaus des angeregten Zu-
stands in ein rot-verschobenes und ein Hau-verschobenes Energieniveau. Das resultierende
UV-Spektrum setzt sich aus zwei Komponenten mit demselben Vorzechen zusammen. Dies
fuhrt dann zu einem einzigen Absorptionsmaximum mit doppelter Intensitdt. Im CD-
Spektrum erzeugt die Wedselwirkung einen positiven und einen negativen Cotton-Effekt. Da
die Hauptibergangsmomente der bei der Exciton-Chiraity-Methode verwendeten
Chromophore (Benzoesdurederivate) parallel zu den C-O-Bindungen der untersuchten
Chiraitatszentren orientiert sind, kann anhand des CD-Spektrums die relative Konfiguration
der beiden benachbarten Hydroxylgruppen zueinander bestimmt werden. So erzeugen im
Uhrzeigersinn orientierte Ubergangsmomente én CD-Spektrum, welches durch das Auftreten
eines ersten postiven Cotton-Effekts gefolgt von einem zweiten negativen Cotton-Effekt
charakterisiert ist, welches auch as postive Chiralitdt bezechnet wird. Analog erfolgt die
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Definition von nregativer Chiralitét. Dabel wird das CD-Spektrum von hohen zu niedrigen
Wellenlangen (in Richtung steigender Energie) ausgewertet.

Weiterhin wird der Circulardichroismus in Kombination mit UV/Vis-Spektroskopie ds De-
tektionsprinzip in der Flissgkeitschromatographie (HPLC) eingesetzt. Die parallele Mesaung
des Circulardichroismus (Ag) und der Absorption (€) einer Probe bei einer festgelegten Wel-
lenlange emoglicht den Aufbau eines Screening-Systems zur schnellen Bestimmung der
Enantiomerenreinheit. Durch Berechnung des Anisotropiefaktors g ist es moglich ohne Tren-
nung der beiden Enantiomere den Enantiomereniiberschuld zu bestimmen, da das CD-Signal
nur von dem Verhdtnis der Stereoisomere ahéngt und de Absorption die Konzentration
beider Enantiomere beriicksichtigt.**®

Ag
g: -
£

Gleichung 5-5:  Definition des Anisotropiefakors g.

Dieses Prinzip wurde von Mikami et al.'®¥ bei der stereoselektiven Addition von Diethylzink
an Benzadehyd und von Reez et al.[**? bei der Enzym- oder Ubergangsmetall-katalysierten
Reduktion won Acetophenon zu (R)- und (9-Phenylethanol als Screeningmethode

angewendet.

5.4.2 Uberprufung des Prinzips des CD-Screenings

Das Prinzip den Circulardichroismus als algemein anwendbare, direkte Screeningmethode
ohre vorhergehenden Reinigungsschritt (chromatographische Trennung) zu nutzen, soll
zunachst an einer Modellrestion Uberprift werden. Dazu kdnnen zum Beispie enzym-

katalysierte Reaktionen herangezogen werden. Diese sollen folgende Bedingungen erfiillen:

» Die Red&tion muf3 zu chiralen, nicht-racemischen Produkten fuhren, die eéne ciromophore

Gruppe tragen, um eine Detektion mit CD zu ermdglichen.

» Fur eine Erfassung der Produkte ohne dromatographische Aufarbeitung soll das
Re&tionsprodukt die enzig chirale bzw. nicht-racemische Verbindung im Retionsge-

misch sain.
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Hierfir bieten sich Racematspaltungen unter Verwendung des sgenannten ,,Meso-Tricks* an
(siehe Schema 5-7). Diese Methode emoglicht die Uberfihrung einer meso-Verbindung in
ein einziges Stereoisomer mit einer theoretischen Ausbeute von 100 %. Andere Verfahren
diesen Typs verlaufen Uber dynamische kinetische Raceamatspaltungen, cyclische

Deracemisierung oder enantiokonvergente Umsetzungen.[*%”

RY._OH . L
Acylierung R Oj{o
(0]
R OH

R OH

T, 0
o o}

O)\O C02R2 &O

O : chromophore Gruppe

%0 CO,R? OYO CO.H
o I Hydrolyse J\:

CO,R?

Schema5-7:  Acylierung (oben) und Hydrolyse (unten) einer meso-Verbindung, die zu eéinem chiralen, nicht-
racemischen Reaktionsprodukt fihrt. Das Chromophor wird bel der Reaktion engefihrt
(Acylierung) oder ist bereitsim Substrat vorhanden (Hydrolyse).

5.4.3 Lipasen-katalysierte Acylierung von meso-Cyclohexandiolen

Einleitung

Die Gruppe um Kita berichtet von irreversiblen, enzymatischen Deraceamisierungen von
meso-1,2-Diolen.!**? Dazu wird meso-1,2-Cyclohexandiol (197) mit einem aromatischen
Ethoxyvinylester 198 unter Lipasen-Katalyse a1 dem nonoagylierten Cyclohexandiol 199
und flichtigem Esdgsduredhylester (200 umgesetzt (sehe Schema 5-8). Die hier
verwendeten, aktivierten Acylierungsreagenzien besitzen gegenuber den héufig benutzten
Vinylestern und Isopropenylestern den Vortell, dal3 sie keine der fir manche Lipasen
toxischen Nebenprodukte (Acetaldehyd, Aceton) bilden.

O
OH ihei Li O.__Ar O
O: . Ar)ko)to/\ Mucor mihei Lipase R N .\ )k
o] o ™
OH t-BUOCH3 OH
197 198 o 199 200
A=) 97 % ee, 77 %

Schema5-8:  Irreversible, Lipasen-katalysierte Veresterung von meso-1,2-Cyclohexandiol (197) mit
aromatischen Ethoxyvinylestern 198 nach Kita et al.[*%2
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Die Darstellung der Acylierungsreaggenzien erfolgt durch katalytische Veresterung einer
Carbonsaure 201 mit Ethoxyacdylen (202 unter milden Bedingungen (siehe Schema
5-9).1163

o RUCly(p- | o
S T N TN
OH Toluol, RT A O 0O

201 202 o 198
Ar = i\ /7

Schema5-9:  Synthese aromatischer Ethoxyvinylester 198 nach Kita et al.1*®3

Ar

Als Katalysator wird ein Rutheniumkomplex 203 verwendet, der oxidativ an das
unsubgtituierte Kohlenstoffatom der Dreifachbindung von 202 addiert. Anschlief3end erfolgt
der Angriff des Carboxylsauerstoffs der Carbonsdure an das positiv geladene C-Atom von
204. Unter Regeneration des Katalysators wird der Ethoxyvinylester 198 dann freigesetzt
(sehe Schema 5-10).

L\ /CI o
- Ru © )
——0CyH
25 H>:\OC H C| Ar)kOH
202 215 201
204
N
[RuClsL], »={ ar|*+HC
203 H  OCyHs
205
L = p-Cumol
O
AI’ZK\ /7
O
H o
— Ar
H OCyHs
198

Schema 5-10:  Zykl u[s daer katalytischen Veresterung von aromatischen Carbonsduren 201 mit Ethoxyacetylen
(202.1*¢
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Eigene Arbeiten und Diskussion

Darstellung der Acylierungsreagenzien

Die Synthese der aromatischen Ethoxyvinylester 208 und 209 erfolgt analog zu dem oben be-
schriebenen Verfahren von Kita et al.[*®¥ Schema 5-11 auf gibt eine Ubersicht tiber die dabei
erzielten Ausbeuten.

o

o [RuCl,(p-Cumol)], 0 JL
o+ = -
OH - Toluol, RT Ar o

201

206: Ar = 208: Ar = Ausbeute = 55 %
207: Ar = © 209: Ar= ©

Schema5-11: Synthese der Ethoxyvinylester 208 und 209

Ar

Ausbeute = 67 %

Synthese von Vergleichsverbindungen

Die Etablierung einer HPLC-Methode aur Enantiomerentrennung erfolgt mit dem race
mischen Mononaphthoat (rac)-211 als Modellverbindung. Zu dessen Darstellung wird meso-
1,2-Cyclohexandiol (197) mit 2-Naphthoylchlorid (2100 und DMAP as Katalysator in
Pyridin umgesetzt, wobel das Produkt in einer Ausbeite von 48 % isoliert wird (siehe Schema
5-12).

0]
O:OH . DMAP O:
OH Pyr|d|n RT

48 %

(rac)-211

Schema5-12¢  Chemische Acylierung von meso-1,2-Cyclohexandiol (197).

Die Trennung der Enantiomere von (rac)-211 erfolgt durch HPLC an einer chiralen
stationdren Phase (Chiralcd OD-H) mit Isohexan/2-Propanol = 955 als Laufmittel. Die
Retentionszaten betragen 41.9 und 498 min.

Als Referenzsubstanzen fur die CD-Mesaungen werden (1R,2R)-trans-1,2-Cyclohexandiol 1-
(2-naphthoat) (213 und (1R,2R)-trans-1,2-cyclohexandiol 1-(p-methoxybenzoat)-2-(2-
naphthoat) (215 eingesetzt. Fir deren Synthese wird zunacst kommerziell erhdltliches,
enantiomerenreines (1R,2R)-trans-1,2-Cyclohexandiol (212 mit 2-Naphthoylchlorid (210) in
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Analogie air Synthese von (rac)-211 verestert. Das monoacylierte Reaktionsprodukt 213 wird
dabel in einer Ausbeute von 40 % isoliert. Daran schliefdt sich die Umsetzung mit
p-Methoxybenzoylchlorid (214) zu 215an (sehe Schema 5-13).

0 214
O/OH _ DMAP _ DMAP
+
"OH "

Pyrldln RT Pyrldln A

40 % 5% ;\@
OCHj

212 210 213 215

Schema5-13. Synthese von (1R,2R)-trans-1,2-cyclohexandiol 1-(2-naphthoat) (213 und (1R,2R)-trans-1,2-
cyclohexandiol 1-(p-methoxybenzoat)-2-(2-naphthoat) (215).

Das CD-Spektrum des monoacylierten Cyclohexandiols 213 ist durch die geringe Intensitét,
Ag = -2.2, des negativen Cotton-Effekts bei 240 nm gekennzeichnet (siehe Abbildung 5-4).

15
0,5 \
8 :
—_ '0,5 N
@]
=
-1,5
-2,5
220 230 240 250 260
Wellenlange [nm]

Abhil dung 5-4: CD-Spektrum von (1R,2R)-trans-1,2-cyclohexandiol 1-(2-naphthoat) (212 (¢ = 1x10° M
Aceonitril).

Das CD-Spektrum des Systems 215 weist ein typisches Exciton-Coupling auf. Die beiden
Cotton-Effekte zaegen eine sehr viel hohere Intensitét, Ae = -35+40, as das Mononaphthoat
213(siehe Abbildung 5-5, S. 112).
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35
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200 220 240 260 280 300
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Abhbildung 5-5 CD-Spektrum von (1R,2R)-trans-1,2-cyclohexandiol 1-(p-methoxybenzoat)-2-(2-naphthoat)
(215 (c = 5x10° M, Acetonitril).

Ein Vergleich der CD-Spektren von 213 und 215 verdeutlicht die Intensitétsgeigerung, die

durch Verwendung eines bischromophorigen Systems mit Exciton-Coupling erreicht wird
(sehe Abbildung 5-6).

Mol. CD

220 230 240 250 260

Wellenlange [nm]

Abbildung 5-6: Vergleich der CD-Spektren von (1R,2R)-trans-1,2-cyclohexandiol 1-(p-methoxybenzoat)-2-(2-
naphthoat) (215 (durchgezogen, ¢ = 5x10° M, Acetonitril) und (1R,2R)-trans-1,2-cyclohexan-
diol 1-(2-naphthoat) (213 (punktiert, c = 1x10° M, Acetonitril).

Enzymscreening

In dem Enzymscreening werden Lipasen auf ihre Aktivitét bei der Veresterung von meso-1,2-

Cyclohexandiol (197) mit Benzoesduredhoxyvinylester (209 und 2-Naphthoesaure-
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ethoxyvinylester (208) untersucht. Dazu werden Substrat (¢ =30 mM) und Reagenz (c = 60
mM) im Verhaltnis 1:2 in wassrfreiem Methyl-tert-butylether’ mit 50 mg der entsprechenden
Lipase bei 45 °C und 800 rpm im Eppendorf-Thermomixer inkubiert. In dem Screening

werden Lipasen aus insgesamt neun verschiedenen Organismen getestet:
Pseudamonas cepacia, Pseudaomonas fluorescens, Rhizopus niveus, Rhizopus arrhizus,
Candda cylindracae, Candda anarctica, Mucor mihel, Aspergillus niger, Schweine-

parkreas.

1,2-Cydohexandol 1-benzoat (216):

Die Umsetzung von 197 mit Benzoesaureghoxyvinylester (209 wird ausshliefdlich von
Candda artarctica Lipase katalysert. Eine gaschromatographische Analyse des
Re&tionsgemisches nach drei Tagen zdgt, da’ as einziges Produkt das monoagylierte
Cyclohexandiol 216 gebildet wird und der Umsatz 58 % bezogen auf das Substrat 197 betragt
(sehe Abbildung 5-7).

T
S
2500000 | Arm 00
209
Ar =
2000000
1500000
1000000 O:OH OYAr
o}
OH OH
500000 197 216
0!|IV|IVII|llvl[l]lkvlvllllltlwlr&Villvllvlljl%lr
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Abbildung 5-7: Gaschromatogramm des Reaktionsgemisches der Lipasen-katalysierten Veresterung von meso-
Cyclohexandiol (197) (6.6 min) mit Benzoesdureahoxyvinylexter (209 (9.4 min) zu 1,2-
Cyclohexandiol 1-benzoat (216) (11.8 min).

Aus dem Redtionsgemisch wird duch préparative Dinnschichtchromatographie an Kiesel-
gel Ester 216 in Spuren isoliert. Das Circulardichroismusgpektrum zeigt ein Maximum bel
235nm mit geringer Intensitét (sehe Abbildung 5-8, S. 114).

" Die Verwendung von nicht absolutiertem Lésungsmittel fiihrt dazu, dal der eingesetzte Ethoxyvinylester
durch die Lipase zur entsprechenden Carbonsdure hydrolysiert wird, da diese Reaktion sehr vid schneller
verlauft als die Veresterung von meso-1,2-Cyclohexandiol (197).
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Abbildung 5-8: CD-Spektrum des enzymatisch synthetisierten  1,2-Cyclohexandiol  1-benzoat (216
(c=6.5x10° M, Acetonitril).

1,2-Cydohexandol 1-(2-naptthoa) (217):

Eine Lipase aus Candda cylindracae ist das einzige der getesteten Enzyme, welches die Ver-
esterung von meso-1,2-Cyclohexandiol (197) mit 2-Napthoesdureehoxyvinylester (208 zu
dem Produkt 217 katalysiert (siehe Abbildung 5-9). Der Umsatz bleibt nach 17.5 h konstant
und betragt 75 % bezogen auf das Substrat 197 (sehe Abbildung 5-10, S. 115).

O._Ar
wel LS
197 OH

1000000 J
0 — . K__}L;\ A A “IL
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4.00 5. 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 1100 1200 1300 1400 15/

Abhbildung 5-9:  Gaschromatogramm des Reaktionsgemisches der Lipasen-katalysierten Veresterung von meso-
1,2-Cyclohexandiol (197) (6.6 min) mit 2-Naphthoesdureghoxyvinylester (208 (12.7 min) zu
1,2-Cyclohexandiol 1-(2-naphthoat) (217) (14.8 min).
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Abbildung 5-10: Umsatz der Lipase-katalysierten Veresterung von meso-1,2-Cyclohexandiol (197) mit
2-Naphthoesaureghoxyvinylester (208 zu 1,2-Cyclohexandiol 1-(2-naphthoat) (217) in Ab-

héngigkeit von der Zeit.

Unter Verwendung der oben worgestellten HPLC-Methode (siehe S. 1100 wird der
Enantiomereniiberschuld des enzymatisch synthetisierten 1,2-Cyclohexandiol 1-(2-naphthoat)

(217) bestimmt. Dazu wird das Reé&ktionsgemisch ohne vorherige Reinigung anaysiert. Es

ergibt sich ein Enantiomerentiberschul? von 35 %.

Aus dem Redktionsgemisch der enzymatischen Veresterung wird duch préparative DUnn-

schichtchromatographie 217 isoliert. In dem CD-Spektrum dieser Verbindung ist deutlich ein

positiver Cotton-Effekt mit geringer Intensitdt bel 240 nm zu erkennen (siehe Abbildung

5-11).
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Abhbildung 5-11: CD-Spektrum des enzymatisch synthetisierten 1,2-Cyclohexandiol 1-(2-naphthoat) (217)

(c=1x10° M, Aceonitril).
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Durch Anwendung der oben vorgestellten Exciton-Chirality-Methode soll eine Aussage Uber
die asolute Konfiguration der enzymatisch synthetisierten Verbindung 217 getroffen werden.
Dazau wird das monoagylierte Produkt mit Methoxybenzoesauredlorid (214 in das bis-
chromophorige System 218 umgewandelt. In Abbildung 5-12 ist das Circulardichroismus-
Spektrum der so erhaltenen Verbindung dargestellt.

1,5 -
S 05
o ‘
=
03 \\/
-1,5
220 230 240 250 260
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Abbildung 5-12: CD-Spektrum  von  1,2-Cyclohexandiol  1-(p-methoxybenzoat)-2-(2-naphthoat) (218
(c = 5x10° M, Acetonitril), welches aus der Umsetzung des enzymatischen Acylierungs-
produktes 217 mit Methoxybenzoesauredlorid (214) stammt

Die Abfolge anes negativen Cotton-Effektes bei hoherer Wellenldnge und eines positiven
Cotton-Effektes bei niedrigerer Wellenlénge entspricht einer sogenannten negativen Chira
litét.

o/

oo, ©
#’OH ?omg ©
b J OCHj

Abbildung 5-13: Mégliche Konformationen des substituierten Cyclohexandiols 218 die zu einer negativen
Chiralitdt im Sinne der Exciton-Chirality-Methode fuhren. Die schwarzen Balken geben die
Richtung des Hauptlibergangsmomentes an.

Fur das hier betrachtete substituierte cis-Cyclohexandiol 218 gibt es zwei mdgliche Konfor-
mationen, die a1 einer negativen Chiralitét fuhren (siehe Abbildung 5-13). Da nicht bekannt

ist, welche aus energetischen Grinden bevorzugt wird, ist die @ndeutige Bestimmung der
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absoluten Konfiguration der beiden Stereozentren nicht moglich. Mit Hilfe ener computer-
gestiitzten, quantenmedhanischen Konformationsanalyse wéare e moglich, die wahrschein-

lichste Konformation zu ermitteln.

In situ-Bestimmung des Circulardichroismus

Um zu Uberprifen, ob eine Bestimmung des Circulardichroismus direkt aus der Re&ktions-
mischung moglich ist, wird der CD des bei der Veresterung von 197 mit 208 erhaltenen
Gemisches vermessen. Durch die geringe Intensitét des zu erwartenden Cotton-Effektes bel
240 nm (siehe Abbildung 5-11, S. 115 ist in dem CD-Spektrum des Reaktionsgemisches

lediglich ein Basidlinienrauschen zu erkennen.

Deswegen ist zu zegen, dal3 bei einem System, welches <hon in geringen Konzentrationen
einen starken Cotton-Effekt zegt, die Bestimmung in einer Mischung mit anderen Substanzen
madglich ist. Dies kénnen chirale, nicht-racamische Substanzen mit zwei Chromophoren sein,
die Exciton-Coupling aufweisen (siehe Abbildung 5-3, S. 106). Da durch die Wedsal-
wirkung der beiden Chromophore é@ne hohere Intensitdt der Cotton-Effekte a1 erwarten ist
(sehe Abbildung 5-6, S. 112), solite a@ne in situ-Bestimmung redisierbar sein.

Eine CD-Titration, bel der dem Re&ktionsgemisch sukzessve ene steigende Konzentration an
enantiomerenreinem  (1R,2R)-trans-Cyclohexandiol  1-(p-methoxybenzoat)-2-(2-naphthoat)
(215 zudosiert wurde, zegt, dal3 es moglich ist, den CD in einer Mischung anderer Substan-

zen zu bestimmen.

3
2 ]
——0.01 eq
= 1
é 0 —0.02 eq
e ——0.05 eq
o -7 ——0.10 eq
-2
-3
220 230 240 250 260
Wellenlange [nm]

Abhildung 5-14: CD-Titration des enzymatisch dargestellten 217 (¢ = 1.5x10° M, Aceonitril) mit 215
(c=4.5x10* M, Aceonitril).
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In Abbildung 5-14 auf S. 117 sind de CD-Spektren des Titrationsexperiments gezegt. Es
wird des Reaktionsgemisch vorgelegt, welches 217 in einer Konzentration 1.5x10° M
beinhaltet. Dazu werden bestimmte Mengen einer Lésung von 215 in Acetonitril (4.5x10% M)
titriert. Die Spektren verdeutlichen, da3 bereits nach Zugabe von 0.02 Aquivalenten 215

bezogen auf 217 das typische CD-Couplet des zweichromophorigen Systems zu erkennen ist.

5.4.4 Zusammenfassung

Es wurde ene neuartige Anwendung fur die diroptische Technik des Circulardichroismus
(CD) das Screeningmethode dabliert. Als Modellregtion wurde ene von Lipasen aus
Candda anarctica und C. cylindracae katalysierte Veresterung von meso-1,2-Cyclohexan-
diol (197) mit Benzoesdureghoxyvinylester (209 und Naphthoeséureehoxyvinylester (208
zu den monoagylierten Cyclohexandiolen 216 und 217 ausgewahit.

Nacd Isolierung der enzymatisch dargestellten Produkie 216 und 217 aus dem Reé&ktions-
gemisch wurde deren Circuladichroismus-Spektrum bestimmt. Die asolute Konfiguration der
Verbindung 217 kann durch Umsetzung mit p-Methoxybenzoeséuredhlorid (214) und Mes-
sung des CD-Spektrums nicht eindeutig bestimmt werden, da es zwel mdgliche Konfor-
mationen gibt, die jewells zu einer negativen Chiralitdt im Sinne des Exciton-Couplings

fuhren.

Die Bestimmung des CD der nur mit einem Chromophor substituierten Verbindungen 216
und 217 aus der Reaktionsmischung ist nicht moglich, da die Intensitét des Cotton-Effektes zu
gering ist. Durch eine Titration der Reaktionsmischung der enzymatischen Acylierung von
meso-1,2-Cyclohexandiol (197) mit Naphtoesduredhoxyvinylester (208 mit der Modellver-
bindung 215 konnte gezegt werden, da’ die Bestimmung der chiroptischen Eigenschaften
direkt aus der Redktionsmischung moglich ist, wenn Verbindungen mit Exciton-Coupling

verwendet werden.
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5.4.5 Fluoreszenz-detektierter Circulardichroismus

Die Untersuchung der Enzym-katalysierten Monoagylierungen von meso-1,2-Cyclohexandiol
(197 mit aromatischen Ethoxyvinylestern, 208 und 209, haben gezegt, dald zur in situ-Be-
stimmung des Circulardichroismus chirale, nicht-racemische Verbindungen, die awel
Chromophore besitzen und somit Exciton-Coupling aufweisen, notwendig sind. Beim Vor-
handensein lediglich eines Chromophores ist die Intenstitdt des zu erwartenden Cotton-

Effektes zu gering, um eine Analyse aus der Re&ktionsmischung zu ermdgli chen.

Dong et al. berichten Gber eine Selektivitdtss und Empfindlichkeitserhdhung des Exciton-
Couplings bei Verwendung der Tecdhnk des fluoreszenz-detektierten Circulardichroismus
(FDCD).[**% Wenn dies auch auf Systeme ohne Exciton-Coupling, aso mit nur einem
Chromophor, zutrifft, kdnnte durch diese Fluoreszenzdetektion eine Mesaung des CD direkt

aus der Re&ktionsmischung méglich sein.

Grundagen

Beim fluoreszenz-detektierten Circulardichroismus (FDCD) wird de Differenz in der
Fluoreszenzintensitdt gemessen, die durch Anregung eines chiralen, nicht-racemischen
Fluorophors mit links und redhts zirkular polarisiertem Licht entsteht.**¥ Dabei wird vom

Instrument folgendes Signal detektiert:

NLEA
F +F,

Gleichung 5-6:  S:: detektiertes Signal; K: Proportionalit &tskonstante des | nstruments; F,_: Fluoreszenzintensitét
durch Anregung mit links zirkular polarisierten Licht; Fr: Fluoreszenzintensitdt durch An-
regung mit rechts zirkular polarisierten Licht.

Dieses gemessene Signal kann richt direkt mit dem reguldren Circulardichroismus verglichen
werden. Deshalb werden diese Rohdaten durch mathematische Verfahren in die Gro e

Aec=ep €

Gleichung 5-7: & molarer Absorptionskoeffizient des Fluorophors fir links zirkular polarisiertes Licht; gg:
molarer Absorptionskoeffizient des Fluorophors fur rects zirkular polarisiertes Licht.
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umgewandelt. Wenn angenommen wird, dal3 die Quantenausbeute des Fluorophores unab-
hangig von der Wellenlange und Polarisierung des anregenden Lichts ist, kann der CD einer

Losung, die nur eine fluoreszierende Spezes enthalt, mit folgender Formel beredhnet werden:

_ -SF(1-10'A)
F o cxIx10™
Gleichung 5-8: S vom Instrument detektiertes Signal; A: Absorption der Probe; ¢: Konzentration der Probe; I

Lange der Zdle.

Vergleich von Circulardichroismus und fluoresznz-detekierten Circular-

dichroismus

In Abbildung 5-15 sind de instrumentellen Unterschiede von regudrem CD und FDCD
dargestellt.

Monochromator
lamp PEM Sample cell

O i ba

Photomultiplier

Non-polarized LPL CPL

A;l }:0 %0 Mirror *
Monochromator D q
lamp i PEM + Sample cell Light trap *
\4 \ 4 \4
& : -2
H Filter *

Photomultiplier *

Abhbildung 5-15: Instrumentell e Unterschiede zwischen reguldrem CD und FDCD; oben: reguldrer CD; unten:
FDCD.

Bel beiden Methoden wird zunddhst durch einen Monochromator aus nicht-polarisiertem
Licht linea polarisertes erzeugt. Dieses wird anschlie3end duch einen piezoelastischen
Modulator (PEM) in zirkular polarisiertes Licht umgewandelt und durch die Probenkammer
geleitet. Bel reguldrem CD wird de Absorptionsdifferenz in Transmisgon hinter der Probe
gemesen. Im Gegensatz dazu wird de Differenz der Fluoreszenzintensitdt beim FDCD in
einem Winkel von 90° zur Probe detektiert. Aus diesen Unterschieden ergeben sich folgende

Konsequenzen:
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» Die Verwendung des FDCD erlaubt im Vergleich zum reguldren CD eine Detektion mit
hoherer Intensitét, da ene emittierte Lichtmenge gegen einen Nullhintergrund gemessen

wird.

» Der FDCD ermdglicht eine Messung mit héherer Selektivitét, da aus einer Mischung

chiraler, nicht-racemischer Chromophore nur die fluoreszierenden detektiert werden.

Anwendungen des FDCD

Im Vergleich zu konventionellem Circulardichroismus, der zur Bestimmung der absoluten
Konfiguration verwendet wird, gibt es noch keine Anwendung, wo der fluoreszenz-detektierte
Circulardichroismus routinemél3ig eingesetzt wird. Der Grund dafir sind nicht nur die
hoheren Anschaffungskosten, sondern vor alem die Limitierung duch das Phanomen der
Photoselektion.'®® Diese kann immer dann auftreten, wenn die Rotationsbewegung des
Chromophors wahrend der Lebensdauer des angeregten Zustands eingefroren oder gehindert
ist. Als typische Beispiele sind hier Makromolektile (Biopolymere) oder die Verwendung von
viskosen Losungsmitteln (Glykol) zu nennen. Physikalisch kann die Photoselektion folgen-
dermal3en erklart werden:

Vom einfallenden Licht werden rur die Chromophore des untersuchten Systems angeregt,
deren elektrische und magnetische Ubergangsmomente dne bestimmte Orientierung zum
Vektorpotential und Ausbreitungsrichtung der einfallenden Lichtwelle besitzen. Wenn die
Rotationsbewegung des Chromophores nicht schnell genug ist, um die durch die Anregung
entstandene molekulare Orientierung vor der Emisson von Licht wieder aufzuheben, tragen
unterschiedliche, anisotrope Populationen von angeregten Molekilen zur Fluoreszenz bel.
Dadurch hangt die beobadhtete Intensitdt des emittierten Lichts nicht nur von der Anzahl der
angeregten Molekiile, sondern auch von der raumlichen Verteilung ihrer Ubergangsmomente
ab. Aus diesem Grund entspricht die Differenz in der Fluoreszenzintensitdt durch Anregung
mit links und redts zirkular-polarisertem Licht nicht der Differenz, die durch Absorption

von links und rednts zirkular-polarisiertem Licht entsteht.

Einen wichtigen Beitrag zur Etablierung des FDCD als Alternative aum konventionellen CD
leistete die Arbeitsgruppe um Nakanishi und Berova,*®” in dem sie tber die 100-fach
empfindlichere Detektion des Circulardichroismus von Systemen mit Exciton Coupling mit

einem kommerziell erhdltlichen Gerédt berichten. Weiterhin gibt es noch Beispiele in der Be-
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stimmung von Enantiomereniiberschiissen ohre physikalische Trennung der Enantiomere®®

und de Chiralitatsanalyse von retiirlich vorkommenden Pteridinen.[*5?

Empfindli chketsvergleich von CD und FDCD

In eigenen Arbeiten wurde aundchst Uberprift, ob das in dieser Arbeit verwendete Gerét, ein
Jasco J810 Spektralpolarimeter, dhnliche Empfindlichkeitsdeigerungen wie in der Literatur
beschrieben aufweist. Dazu wurde das CD- und FDCD-Spektrum von (1R,2R)-trans-1,2-
Cyclohexandiol 1-(p-methoxybenzoat)-2-(2-naphthoat) (215) bei einer Konentration 5x10° M
gemesen (siehe Abbildung 5-16).

Mol. CD/FDCD

60 L
200 220 240 260 280 300

Wellenlange [nm]

Abbildung 5-16: Vergleich des CD- (durchgezogen) und FDCD-Spektrums (punktiert) von (1R,2R)-trans-1,2-
cyclohexandiol 1-(p-methoxybenzoat)-2-(2-naphthoat) (215 (c = 5x10° M, Acetonitril).

Aus Abbildung 5-16 ist zu erkennen, dal3 das FDCD-Spektrum (punktierte Linie) im
Vergleich zum CD-Spektrum (durchgezogene Linie) bel gleichen Messedingungen ein
schledteres Signal-Rausch-Verhdltnis aufweist. Dieses Ergebnis deht im Widerspruch zu
den publizierten Daten, die ane hthere Empfindlichkeit des FDCD zegen. Die Ursadhe fir
diese gegensétzlichen Beobadhtungen liegt in einer unterschiedlichen Anordnung von Probe
und Detektor (Photomultiplier) in den Probenkammern der verwendeten Gerdte (Siehe
Abbildung 5-17, S. 123).
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Abbildung 5-17: Schematische Zeichnung der Probenkammern des in dieser Arbet (links) und des von
Nakanishi und Beroval*®® (rechts) verwendeten Spektralpolarimeters; 1: Probenkammer, 2:
Probe, 3: Detektor (Photomultiplier), 4: einfallender Lichtstrahl.

Bel dem in dieser Arbeit verwendeten Gerét ist der Photomultiplier auf3erhalb der eigentlichen
Probenkammer angeordnet. Dies hat zur Folge, dal3 das emittierte Licht auf dem Weg von der
Probe aim Detektor streut und einen Grof¥ell seiner Intensitét verliert. Von Nakanishi und
Berova wurde @ne modifizierte Probenkammer verwendet bei der der Detektor in
unmittelbarer Néhe aur Probe angeordnet ist. Dadurch ist das emittierte Licht starker fokus-

siert und besitzt eine hdhere Intensitéat.

Um die ehthte Intensitdt ausnutzen zu konren, ist eine Unmristung des kommerziell
erhdtlichen Gerétes notwendig. Dies kann durch eine neue, kommerziell erhéltliche Proben-
kammer, die den in der Literatur beschriebenen Verhdltnissen entspricht, oder durch einen
Eigenumbau der vorhandenen Probenkammer erreicht werden. Beides ist mit einem

erheblichen Aufwand verbunden.
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6 Experimenteller Teill
6.1 Chemische Synthesen

6.1.1 Verwendete Gerate und Chemikalien

NM R-Spektren werden auf einem NMR-Spektrometer AMX 300 (*H-NMR 300 MHz, 3C-
NMR 755 MHz) der Firma Bruker Analytische Mesdechnk GmbH, Rheinstetten, aufge-
nommen. Die demischen Verschiebungen sind angegeben in &-Werten [ppm], gemessen in
CDCl; (*H-NMR, & = 7.27 (CHCl3); *C-NMR, & = 77.0 (CDCls)). Abkiirzungen der
Multiplizitéten: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), m (Multiplett).

GC-M S-Spektren werden mit einem Gaschromatographen HP 6890 (Saule: HP-5MS, 5 %
Phenylmethylsiloxan, 30 m x 250 um), Tec(Injektor) = 250 °C, Tys(lonenquelle) = 200 °C,
Temperaturprogramm A: Tomin = 60 °C, Tamin = 60 °C, T14min = 280 °C (Aufheizrate: 20 °C
min™), Tiemin = 280 °C, Temperaturprogramm B: Tomin = 60 °C, Tamin = 60 °C, T1amin = 280
°C (Aufheizrate: 20 °C min'l), Taomin = 280 °C, und einem ,mass &l edive detedor* HP 5973
der Firma Hewlett Padkard Company, Palo Alto, USA, aufgenommen.

IR-Spektren werden mit einem Avatar 360 FT-IR der Firma Thermo Nicolet Corporation,
Madison, USA, gemessn. Die Substanzen wurden as KBr-Presdinge vermessen. Angegeben
werden die Wellenzahlen in cm™; die Intensitéten as ss(sehr stark), s (stark), m (mittel), w
(schwad).

Drehwerte werden mit einem Polarimeter 241 der Firma Perkin-EImer Corporate, Welledley,

USA, bestimmt. Alle Werte werden mit der D-Linie ener Na-Lampe gemessen.

CD-Spektren werden mit einem Spektralpolarimeter J810 der Firma Jasco International Co.
Ltd., Tokyo, Japan mit folgenden Parametern gemessen: Lange der Zelle = 0.5 cm,
Empfindlichkeit = Standard, Mesgyeschwindigkeit = 100 nm/min, Data Pitch = 1 nm,
Bandbreite 2 nm, Response = 2 se¢ Akkumulation = 4. Angegeben ist der Molekulare

Circulardichroismus (Mol. CD).
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Einkristall-Rontgenstrukturanalyse wird mit einem Vierkreisdiffraktometer KappaCCD
der Firma Nonius, Delft, Niederlande, am Institut fir Anorganische Chemie der Universitét
Bonn durchgefihrt.

Massenspektren werden mit einem MS-50 (EI-MS) der Firma A.E.l., Manchester, Grof3

britannien aufgenommen.

Elementaranalysen werden mit einem Vario EL der Firma Heraeus, Hanau, in der mikro-
analytischen Abteilung des Instituts fir Organische Chemie und Biochemie der Universitét
Bonn durchgefihrt.

Schmelzpunkte werden mit der Schmelzpunktapparatur B-540 der Firma Biichi Labortechnik
AG, FHawil, Schweiz, bestimmt.

Analytische DUnnschichtchromatographie erfolgt auf DC-Alufolien Kieselgel 60 Fp45 der
Firma Merck, Darmstadt.

Praparative Dunnschichtchromatographie erfolgt auf DC-Glasplatten Kieselgel 60 Fps4 1.0
mm oder 0.5 mmder Firma Merck, Darmstadt.

Flash-Saulenchromatographie erfolgt an Kieselgdd 60 der Firma Merck, Darmstadt,
KorngrofRe 0.04-0.063mm.

Chemikalien und L 6sungsmittel

Chemikalien werden von den Firmen Aldrich, Fluka, Merck und TCI bezogen (Reinheitsgrad
p.a) und ohre wetere Reinigung eingesetzt. Wenn richt anders angegeben, werden L06-
sungsmittel analytischer Qualitét benutzt, die vor Gebrauch nach literaturiiblichen Methoden

getrocknet werden.
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6.1.2 Synthese von semi-Vioxanthin

Synthese der monameren Orselli nsdurederivate

2,4-Dihydroxy-6-methylbenzoesduremethylester (130). Unter Schutzgas (Ar) wird Acetessg-
sduremethylester (129 (10 mL, 92.8 mmol) bei 0 °C zu einer Suspension von Natriumhydrid
(5.56 g 232 mnol) in trockenem THF (200 mL) gegeben. Anschlief3end wird 25 M n-Butyl-
lithium-Ldsung in Hexan (35 mL, 87.5 mmol) bei —78 °C zugetropft. Das Re&tionsgemisch
wird fir 24 h bel Raumtemperatur gertihrt und anschlief3end fir weitere 24 h zum Sieden er-
hitzt. Bei 0 °C wird die Suspension dann mit 2 N Salzsaure auf pH 1-2 angesduert und fir
24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nadh Trennung der Phasen wird de wasgige Phase mit
Essgsauredhylester extrahiert (3 x 200 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden
Uber Magnesiumsulfat getrocknet, und das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt. Nach  sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Iso-
hexan/Essgsauredhylester = 3:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von
136-138°C erhalten. Ausbeute: 4.00 g(22.0 mnmol, 47 %).

Ry 0.31 (Isohexan/Essgsaureeghylester = 3:1).

IH-NMR (CDClg): &= 2.48(s, 3H, CHg), 3.91 (s, 3H, OCHs), 5.39 (s, 1H, OH), 6.22 (d, *J
= 2.7 Hz, 1H, ar-H), 6.24 (d, “J = 2.7 Hz, 1H, ar-H), 1177 (s, 1H, OH).

3C-NMR (CDCl3): & = 243 (CHg), 51.8 (OCHs), 1012, 1055, 1114, 1440, 1604, 1652
(ar-C), 1722 (CO).

GCMS: Rt = 10.3 min (TemperaturprogrammA)
m'z (%) = 182 (47) [M*], 150 (100 [M* — CH,0], 122 (50) [M* —
CH,O-CQ].

CoH1004 18217

2-Hydroxy-4-methoxy-6-methyl benzoeséuremethylester (131). Zu einer Lésung von 2,4-Di-
hydroxy-6-methylbenzoeséuremethylester (131) (5.32 g 29.2 mmol) in Aceton (100 mL)
werden Kaliumcarbonat (8.06 g 584 mmol) und lodmethan (2.7 mL, 43.8 mmol) gegeben
und 20 h zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkihlen wird das Losungsmittel im Vakuum ent-
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fernt, der Rickstand in Wasser (50 mL) aufgenommen und de wasgige Phase wird mit
Essgsauredhylester extrahiert (3 x 100 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Nacdh sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Essgsdureghylester =
8:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 66 °C erhalten. Ausbeute:
4.50 g (23.0 mnol, 79 %).

Ry 0.31 (Isohexan/Essgsaureehylester = 8:1).
'H-NMR (CDCl3): 8 =2.48(s, 3H, CHs), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.91 (s, 3H, OCHs), 6.27 (d,
%) = 2.7 Hz, 1H, ar-H), 6.32 (d, “J = 2.7 Hz, 1H, ar-H), 1178 (s, 1H,

OH).

13C-NMR (CDCl3): & = 24.4 (CH3), 51.8 (OCHs), 55.3 (OCH3), 98.6, 1052, 1112, 1431,
1639, 1660 (ar-C), 1722 (CO).

GCMS: R; = 10.6 min (TemperaturprogrammA)
m/z (%) = 196 (46) [M*], 164 (100 [M* — CH,0], 136 (39) [M* —
CH,O-CQ].

C10H1204 196.20

2-Methoxymethoxy-4-methoxy-6-methyl benzoesauremethylester (113). Unter Schutzgas (Ar)
werden zu einer Losung von 2-Hydroxy-4-methoxy-6-methylbenzoesauremethylester (131)
(1.00 g 5.10 mmoal) in trockenem Dichlormethan (500 mL) N-Ethyl-isopropylamin (4.0 mL,
23.0 mmol) und Chlordimethylether (1.2 mL, 15.3 mmol) gegeben und 20 h zum Sieden
erhitzt. Nadch dem Abkihlen wird das Red&tionsgemisch mit Essgsaureghylester
(100 mL) verdinnt und mit 0.2 M Salzsdure (40 mL) hydrolysiert. Die wasgige Phase wird
mit Essgsauredhylester extrahiert (3 x 100mL). Die vereinigten organischen Phasen werden
mit ges. Natriumchlorid-Ldsung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach
Entfernen des LoOsungsmittels unter vermindertem Druck wird ein farbloses Ol erhalten.
Ausbeute: 1.19 g(4.96 mmol, 97 %).

Ry 0.22 (Isohexan/Essgsaureehylester = 4:1).
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'H-NMR (CDCl3):  &=2.26(s, 3H, CH3), 3.44 (s, 3H, OCHj3), 3.76 (s, 3H, OCH3), 3.86 (s,
3H, OCH3), 5.13 (s, 2H, CH,), 6.37(d, *J = 2.2 Hz, 1H, ar-H), 6.53 (d,
4J=22Hz, 1H, ar-H).

13C-NMR (CDCl3): & = 19.8 (CH3), 519 (OCHs), 55.3 (OCH3), 56.1 (OCH3), 94.7 (CH>),
99.1, 1085, 1172, 1380, 1556, 1611 (ar-C), 1685 (CO).

GCMS: Rt = 10.7 min (Temperaturprogramm A)
m/'z (%) = 240(42) [M*], 209(32) [M* —CH3Q], 179(42) [M* —CH30
—CHQ], 164(100) [M* — CH30 — CH,O — CH3], 136(20) [M* —CH30
—CH,0 - CH3 - CQ].

C12H160s5 24025

2-Benzyl oxymethoxy-4-methoxy-6-methyl benzoeséuremethylester (132). Eine Lésung von 2-
Hydroxy-4-methoxy-6-methylbenzoesduremethylester (131) (900 mg, 4.59 mmol) in
trockenem Methanol (20 mL) wird mit Natriummethylat (868 mg, 16.1 mnwol) versetzt. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand unter Schutzgas
(Ar) in trockenem Tetrahydrofuran (20 mL) suspendiert. Die Suspension wird bel
nacheinander mit Triethylamin (1.3 mL, 9.18 mmol) und Benzylchlormethylether (0.9 mL,
6.89 mnol)” versetzt und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wird das
Red&tionsgemisch mit halbges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung (100 mL) und ges.
Natriumchlorid-Ldsung (100 mL) gewaschen. Die vereinigten wasgigen Phasen werden mit
Essgsaureghylester (3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden
Uber Magnesiumsulfat getrocknet, und das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexar/Essgsaureghylester = 2:1)
wird ein farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 1.38 g(4.37 mnol, 95 %).

Ry 0.29 (Isohexan/Essgsaureeghylester = 2:1).

“ Diese Angaben beziehen sich auf eine 60 %ige Benzylchlormethylether-Lésung.
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'H-NMR (CDCl3):  &=2.30(s, 3H, CH3), 3.76 (s, 3H, OCH3), 3.89 (s, 3H, OCH3), 4.71 (s,
2H, CH,), 5.26 (s, 2H, CHy), 6.40(d, *J = 2.6 Hz, 1H, ar-H), 6.63(d, *J
= 2.6 Hz, 1H, ar-H), 7.31-7.34 (m, 5H, ar-H).

3C-NMR (CDCl3): & = 19.9 (CHsg), 52.0 (OCHs3), 55.3 (OCHs), 69.9 (CH,), 92,5 (CH,),
99.1, 1087, 117.3, 127.8, 1280, 1284, 137.0, 1381, 1557, 1611 (ar-
C), 1686 (CO).

GCMS: Rt = 14.5 min (Temperaturprogramm A)
m/'z (%) = 316(18) [M'], 286(67) [M* — CH3Q], 254 (44) [M* —CH30
—CH30Q], 226(30) [M* — CH30 — CH30 — CQ], 163(39) [M" —CH30 —
CH30 — C7H-], 91 (100 [C;H"], 65 (24) [CsH5'].

C18H200s 31635

Synthese der chiralen Michael-Akzeptoren

Hexanoae:

(rac)-5-Hydroxy-3-oxo-hexansaure-tert-butylester (rac)-(134). Unter Schutzgas (Ar) wird zu
einer aus Diisopropylamin (2.2 mL, 159 mmol) und 16 M n-Butyllithium-Ldsung in Hexan
(8.4 mL, 133 mmol) frisch hergestellten Lithiumdiisopropylamid-Lésung in trockenem
Tetrahydrofuran (12 mL) bei —78 °C eine Ldsung von Essgsdure-tert-butylester (2.0 mL,
13.3 mmol) in trockenem Tetrahydrofuran (3 mL) getropft und fir 15 min gerthrt.
AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch auf —40 °C erwarmt und mit einer Losung von
(rac)-3-Hydroxybuttersauredhylester (rac)-(117) (500 mg, 3.79 mmol) in trockenem
Tetrahydrofuran (3 mL) versetzt. Nach 3 h wird das Re&ktionsgemisch auf —30 °C erwarmt
und mit einer LOsung von Eisessg (2 mL) in Wasser (5 mL) hydrolysiert. Die wassige Phase
wird mit Essgsaureghylester extrahiert (3 x 50 mL). Die vereinigten organischen Phasen
werden nacheinander mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung (50 mL) und ges.
Natriumchlorid-Ldsung (50 mL) gewaschen und tber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem
Entfernen des Lo6sungsmittels unter vermindertem Druck und saulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel (Isohexar/Essgsiureehylester = 2:1) wird ein farbloses Ol erhalten.
Ausbeute: 672mg (3.33 mmol, 88 %).
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Ry 0.19 (Isohexan/Essgsaureeghylester = 2:1).

'H-NMR (CDCl3):  8=1.17(d, 3= 6.3 Hz, 3H, CH3), 1.45(s, 9H, 3 x CH3), 2.60(dd, 33 =
16.4 Hz, 3J = 8.4 Hz, 1H, CH), 2.70(dd, 3J = 16.4 Hz, 3] = 8.4 Hz, 1H,
CH), 2.96 (br, 1H, OH), 3.35 (s, 2H, CH,, Ketoform), 4.23 (m, 1H,
CH).

¥C-NMR (CDCl5): & = 22.3 (CHa3), 27.9 (CHs), 50.9 (CH,), 51.1 (CH,, Ketoform), 63.7
(CH), 82.3 (Cy), 166.1 (CO), 204.2 (CO).

C10H1804 20225

(R)-5-Hydroxy-3-oxo-hexansdure-tert-butylester (R)-(134). Die Synthese efolgt analog zu
der von (rac)-134. (Diisopropylamin (9.5 mL, 68.1 mnol), 1.6 M n-Butyllithium-Lésung in
Hexan (43 mL, 68.1 mmol), Essgsaure-tert-butylester (9.1 mL, 68.1 mmol) und (R)-3-
Hydroxybutterséureahylester (R)-(117) (99 % ee Aldrich-Nr.: 34,7329) (3.00 g
227 mnol)). Nad sdulenchromatographischer Reinigung an  Kieselged  (Iso-
hexan/Esdgsaureghylester = 2:1) wird ein farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 3.88 ¢
(29.2 mmol, 85 %).

[0]?: -39.3 (¢ =1.30, CHCly).

Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-134 angegebenen Daten Uberein.

(9-5-Hydroxy-3-oxo-hexansiure-tert-butylester (S)-(134). Die Synthese efolgt analog zu der
von (rac)-134. (Diisopropylamin (9.5 mL, 68.1 mmol), 1.6 M n-Butyllithium-Lésung in
Hexan (43 mL, 68.1 mmol), Essgsaure-tert-butylester (9.1 mL, 681 mmol) und (9-3-
Hydroxybutterséuredahylester (9-(117) (96 % ee Aldrich-Nr.: 34,4709) (3.00 g
227 mnol)). Nad sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselged  (Iso-
hexan/Esdgsaureghylester = 2:1) wird ein farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 3.88 ¢
(29.2 mmol, 85 %).

[0]?: +39.4 (¢ =1.39, CHCly).
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Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-134 angegebenen Daten Uberein.

Hydroxylactone:

(rac)-5,6-Dihydro-4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (rac)-(135). Unter Schutzgas (Ar) wird
eine Losung von (rac)-5-Hydroxy-3-oxo-hexansaure-tert-butylester (rac)-(134) (672 mg,
3.33 mnmol) in trockenem Dichlormethan (40 mL) bei 0 °C mit Trifluoressgsaure (0.3 mL,
3.33 mmol) versetzt. Anschlief3end wird das Re&ktionsgemisch auf Raumtemperatur erwarmt
und 24 h gerihrt. Nadch dem Entfernen des Losungsmittels im Vakuum und
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Aceton/Essgsaure = 1:1:0.01)
wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 135 °C erhalten. Ausbeute: 341 mg
(2.66 mmol, 80 %).

Ry 0.50 (Isohexan/Aceton/Essgsaure =1:1:0.01).

'H-NMR (CDCl3):  8=1.50(d, ®J=6.3 Hz, 3H, CH3), 2.35(dd, 2J = 184 Hz, 3= 114 Hz,
1H, CH), 2.69 (dd, %J = 18.4 Hz, 3J = 2.6 Hz, 1H, CH), 3.40(d, 2J =
18.9 Hz, 1H, CH, Ketoform), 3.56 (d, 2J = 18.9 Hz, 1H, CH, Ketoform),
4.79 (m, 1H, CH).

13C-NMR (CDCl3): & = 20.4 (CHs), 44.92 (CH,), 46.8 (CH,, Ketoform), 71.9 (CH), 167.3
(CO), 2001 (CO, Ketoform).

GCMS: Rt = 7.7 min (Temperaturprogranm A)
m/'z (%) = 128(37) [M'], 69 (100 [M* — CoH30;].

CeHsO3 12813

(R)-5,6-Dihydro-4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (R)-(135). Die Synthese efolgt analog
zu der von (rac)-135 ((R)-5-Hydoxy-3-oxo-hexansaure-tert-butylester (R)-(134) (3.00 g
14.9 mmol) und Trifluoressgsaure (1.1 mL, 14.9 mmol)). Nadh saulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Acetorn/Essgsaure = 1:1:0.01) wird ein farbloser Feststoff
mit einem Schmelzpunkt von 135 °C erhalten. Ausbeute: 1.38 g(10.8 mmol, 72 %).
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[a]2: -1250 (c =2.02, Ethanol).

Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-135angegebenen Daten Uberein.

(9)-5,6-Dihydro-4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (S)-(135). Die Synthese efolgt analog zu
der von (rac)-135 ((9-5-Hydoxy-3-oxo-hexansdure-tert-butylester (9-(134 (1.50 g
7.43 mmol) und Trifluoressgsaure (0.6 mL, 7.43 mmol)). Nadc sdulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Acetorn/Essgsaure = 1:1:0.01) wird ein farbloser Feststoff
mit einem Schmelzpunkt von 135 °C erhalten. Ausbeute: 556 mg (4.34 mmol, 58 %).

[a]2: +145.4 (c =2.06, Ethanal).

Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-135angegebenen Daten Uberein.

Methoxylactone:

(rac)-5,6-Dihydro-4-methoxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (rac)-(114). Unter Schutzgas (Ar)
wird eine Loésung von (rac)-5,6-Dihydro-4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (rac)-(135
(640 mg, 5.00 mmol) in trockenem Aceton (50 mL) bei Raumtemperatur mit Kaliumcarbonat
(1.38 g 10.0 mmol) und Dimethylsulfat (0.7 mL, 7.50 mmol) versetzt. Anschlief3end wird das
Re&tionsgemisch fur 8 h zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkihlen wir das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in Wasser (50 mL) aufgenommen und mit
Essgsauredhylester extrahiert (3 x 100 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden
Uber Magnesiumsulfat getrocknet, und das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt. Nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexar/Aeton = 1:1)
wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 61 °C erhalten. Ausbeute: 525 mg
(3.70 mmol, 74 %).

Ry 0.43 (Isohexan/Aceton = 1:1).
'H-NMR (CDCl3): 8 =1.41(d, 3J=6.3 Hz, 3H, CH3), 2.32(dd, 2J = 17.0 Hz, 3J = 4.2 Hz,

1H, CH), 2.43 (ddd, 2J = 17.0 Hz, %J = 11.4 Hz, 3 = 1.5 Hz, 1H, CH),
3.71(s, 3H, OCHs), 4.50 (m, 1H, CH), 5.11(d, % = 1.5 Hz, 1H, CH).
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¥C-NMR (CDCl3): & =205 (CH3), 345 (CH,), 56.0 (OCH3), 72.3 (CH), 90.1 (CH), 1675
(Cy), 1728 (CO).

GCMS: R; = 8.3 min (Temperaturprogranm A)
m/'z (%) = 142 (100) [M™], 127 (69) [M* — CH3], 98 (81) [M* — CH3 —
CHOQ], 68 (95) [M* — CH; — CHO — CHQ].

C/H1003 14215

(R)-5,6-Dihydro-4-methoxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (R)-(114). Die Synthese efolgt analog
zu der von (rac)-114. ((R)-5,6-Dihydro-4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (R)-(135
(230 mg, 1.80 mmol), Kaiumcarbonat (496 mg, 3.60 mmol) und Dimethylsulfat (0.3 mL,
2.70 mmol)). Nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Aceton =
1:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 61 °C erhalten. Ausbeute:
175mg (1.23 mmol, 68 %).

[a]2: -1681 (c =1.15, CHCl3).

Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-114 angegebenen Daten Uberein.
(9)-5,6-Dihydro-4-methoxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (§-(114). Die Synthese efolgt analog
Zzu der von (rac)-114. ((9-5,6-Dihydro-4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (9-(135
(450 mg, 3.52 mmol), Kaliumcarbonat (970 mg, 7.03 mmol) und Dimethylsulfat (0.5 mL,
5.28 mmol)). Nadh sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Aceton =

1:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 61 °C erhalten. Ausbeute:
370mg (2.61 mmol, 74 %).

[0]?: +1639 (c =1.04, CHCly).

Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-114 angegebenen Daten Uberein.
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Tandem-Michagl-Reaktionen

(rac)-3,4-Dihydro-9-benzyl oxymethoxy-10-hydroxy-7-methoxy-3-methyl- 1H-naphthq| 2,3-c] -
pyran-1-on (rac)-(140. Unter Schutzgas (Ar) wird zu einer aus Diisopropylamin (1.8 mL,
125 mnol) und 25 M n-Butyllithium-Lésung in Hexan (5.0 mL, 125 mnwol) frisch
hergestellten Lithiumdiisopropylamid-Ldsung in trockenem Tetrahydrofuran (60 mL) bel
—78 °C eine Losung von 2-Benzyloxymethoxy-4-methoxy-6-methylbenzoesduremethylester
(132 (1.65 g 5.22 mmol) in trockenem Tetrahydrofuran (5 mL) getropft und 30 min bei
—78 °C gerlhrt. Anschlief3end wird de tiefrote Regtionddsung mit einer Lésung von (rac)-
5,6-Dihydro-4-methoxy-6-methyl-2H-pyran-2-on  (rac)-(114 (1.11 g 7.82 mnwol) in
trockenem Tetrahydrofuran (5 mL) versetzt und 15 min bei —78 °C gertihrt. ES wird mit
Ethanol (5 mL) hydrolysiert und auf Raumtemperatur erwarmt. Nach dem Ansduern mit 2 N
Salzsdure wird de Loésung auf ges. Ammoniumchlorid-Ldsung (200 mL) gegeben, und de
wasgige Phase wird mit Essgsiuredhylester extrahiert (3 x 200 mL). Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, und das Losungsmittel wird
unter vermindertem Druck entfernt. Nadh saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Isohexan/Essgsaureghylester = 2:1) wird ein gelbes Ol erhalten. Ausbeute: 782 mg
(2.98 mmol, 38 %).

Ry 0.20 (Isohexan/Essgsaureeghylester = 2:1).

'H-NMR (CDCl3): & = 1.52 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H, CHs), 2.96 (m, 2H, CH,), 3.87 (s, 3H,
OCHa), 4.71(m, 1H, CH), 4.84(s, 2H, CHy), 5.44 (s, 2H, CH,), 6.64 (d,
4J = 2.3 Hz, 1H, ar-H), 6.65 (d, “J = 2.3 Hz, 1H, ar-H), 6.85(s, 1H, ar-
H), 7.29-7.36 (m, 5H, ar-H), 13.10 (s, 1H, OH).

13C-NMR (CDCl3): & = 20.7 (CHs), 35.0 (CH,), 55.4 (OCHs), 70.0 (CH,), 75.7 (CH), 93.2
(CH,), 1006, 1007, 1031, 1113, 1152, 127.8, 1281, 1284, 1341,
1370, 1413, 157.6, 1615, 1640 (ar-C), 1712 (CO).

IR: KBr, v = 3445(w), 3060(w), 2935(w), 1649(s9, 1608(s9, 1578(S).

C23H2206 39442
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(R)-3,4-Dihydro-9-benzyl oxymethoxy- 10-hydr oxy- 7-methoxy- 3-methyl- 1H-naphtho[ 2,3-c] -
pyran-1-on (R)-(140). Die Synthese efolgt analog zu der von (rac)-140. (Diisopropylamin
(0.4 mL, 2.88 mmol), 1.6 M n-Butyllithium-Lésung in Hexan (1.5 mL, 2.40 mmol), 2-
Benzyloxymethoxy-4-methoxy-6-methylbenzoesduremethylester (132 (379 mg, 1.20 mnol)
und (R)-5,6-Dihydro-4-methoxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (R)-(114) (170 mg, 1.20 mmol)).
Nacdh sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Essgsdureehylester =
2:1) wird ein oranger Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 103 °C erhalten. Ausbeute:
182mg (0.46 mmol, 38 %).

[0]?: -3.2 (c =1.01, CHCl).

CD (Trifluorethanol): A (Mol. CD) [nm] = 214(-4.8), 237(1.1), 265(-4.1).

MS: m/z (%) = 394 (3) [M*], 363(28) [M* — CH30], 346(5) [M* — CH,O —
H,0], 271(7) [M* = CH40 — C;H7], 91 (100) [C/H-'].

C23H2206 39442
ber. (%): C 70.04 H 5.62
gef. (%): C 7001 H 5.63

Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-140angegebenen Daten Uberein.

(9)-3,4-Dihydro-9-benzyl oxymethoxy-10-hydroxy-7-methoxy-3-methyl- 1H-naphthd| 2,3-c] -
pyran-1-on (§-(140. Die Synthese efolgt analog zu der von (rac)-140. (Diisopropylamin
(0.3 mL, 2.28 mmol), 1.6 M n-Butyllithium-Lésung in Hexan (1.2 mL, 1.90 mmol), 2-
Benzyloxymethoxy-4-methoxy-6-methylbenzoesduremethylester (132 (300 mg, 0.95 mnol)
und (9-5,6-Dihydro-4-methoxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (§-(114) (135 mg, 0.95 mmol)).
Nacdh sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Essgsdureehylester =
2:1) wird ein oranger Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 103 °C erhalten. Ausbeute:
100mg (0.25 mmol, 27 %).

[0]?: +3.1 (¢ =1.03, CHCly).

CD (Trifluorethanol): A (Mol. CD) [nm] = 215(5.7), 238(-0.7), 264(4.1).
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C23H2206 39442

Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-140angegebenen Daten Uberein.

(rac)-3,4-Dihydro-9-methoxmethoxy-10-hydr oxy-7-methoxy-3-methyl-1H-naphth 2,3-c] -
pyran-1-on (rac)- (115. Die Synthese efolgt analog zu der von (rac)-140. (Diisopropylamin
(0.3 mL,2.43 mmol), 25 M n-Butyllithium-Lésung in Hexan (0.8 mL, 2.00 mnol),
2-M ethoxymethoxy-4-methoxy-6-methylbenzoesauremethylester (113 (240 mg, 1.00 mnol)
und  (rac)-5,6-Dihydro-4-methoxy-6-methyl-2H-pyran-2-on  (rac)-(114) (142 mg,
1.00 mmol)). Nadh saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Iso-
hexan/Essgsauredhylester = 2:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von
137°C erhalten. Ausbeute: 78 mg (0.25 mmol, 25 %).

Ry 0.22 (Isohexan/Essgsaureeghylester = 2:1).

'H-NMR (CDCl3): & = 1.50 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H, CHs), 2.93 (m, 2H, CH,), 3.56 (s, 3H,
OCHs), 3.87 (s, 3H, OCHs), 4.68 (m, 1H, CH), 5.32 (s, 2H, CH,), 6.62
(d, 2J = 2.4 Hz, 1H, ar-H), 6.71(d, *J = 2.4 Hz, 1H, ar-H), 6.82 (s, 1H,
ar-H), 13.05 (s, 1H, OH).

3C-NMR (CDCl3): &= 20.7 (CH3), 35.0 (CH,), 55.4 (OCH3), 56.5 (OCH3), 75.7 (CH), 95.5
(CH,), 1005, 1007, 1032, 1113, 1152, 1340, 1353, 1412, 1614,
1639 (ar-C), 1712 (CO).

C17H1806 31832

(R)-3,4-Dihydro-9-methoxymethoxy-10-hydr oxy-7-methoxy-3-methyl-1H-naphth| 2,3-c] -

pyran-1-on (R)-(115. Die Synthese efolgt analog zu der von (rac)-140. (Diisopropylamin
(0.3 mL, 243 mmol), 1.6 M n-Butyllithium-Lésung in Hexan (1.3 mL, 2.00 mmol), 2-
M ethoxymethoxy-4-methoxy-6-methylbenzoeséuremethylester (113 (240 mg, 1.00 mnwol)
und (R)-5,6-Dihydro-4-methoxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (R)-(114) (142 mg, 1.00 mmol)).
Nacdh sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Essgsdureghylester =



Experimenteller Teil 137

2:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 137 °C erhalten. Ausbeute:
112mg (0.35 mmol, 35 %).

Die analytischen Daten stimmen mit den bei (rac)-115 angegebenen Daten tiberein.

Schutzgruppenabspaltungen

Abspaltung cer Benzyloxymethylgruppe:

(rac)-3,4-Dihydro-9,10-dihydroxy-7-methoxy-3-methyl-1H-naphhq| 2,3-c] -pyran-1-on (rac)-
(102. Eine Losung von (rac)-3,4-Dihydro-9-benzyloxymethoxy-10-hydroxy-7-methoxy-3-
methyl-1H-naphtho[ 2,3-c]-pyran-1-on (rac)-(140) (116 mg, 0.29 mmol) in einem Gemisch
von Essgsdauredhylester und Methanol (10 mL, 2:3, v/v) wird mit 10 % Pd/C (20 mg)
versetzt und far 20 h bel Raumtemperatur unter Wasserstoffatmosphére bei Normaldruck
gerdhrt. Es wird (ber Celite filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Nadh Reinigung duch prdparative Dunnschichtchromatographie an Kieselgel
(Toluol/Essgsaureehylester/Essgsaure = 50:49:1) wird ein griner Feststoff mit einem
Schmelzpunkt von 166 °C erhalten. Ausbeute: 50 mg (0.18 mnol, 63%).

Ry 0.62 (Toluol/Essgsaureghylester/Essgsaure =50:49:1).

'H-NMR (CDCl3): & = 1.55 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H, CHs), 2.96 (m, 2H, CH,), 3.87 (s, 3H,
OCHj3), 4.73(m, 1H, CH), 6.51 (d, *J = 2.2 Hz, 1H, ar-H), 6.55(d, *J =
2.2 Hz, 1H, ar-H), 6.87 (s, 1H, ar-H), 9.46 (s, 1H, OH), 13.75 (s, 1H,
OH).

3C-NMR (CDCl3): & = 20.8 (CHg), 347 (CH,), 554 (OCHs), 765 (CH), 99.4, 1015,
1081, 1160, 1331, 1405, 1585, 1629 (ar-C), 1715 (CO).

GCMS: Rt = 14.7 min (TemperaturprogrammA)
m'z (%) = 274 (100 [M™], 256 (67) [M* — H,0], 228 (33) [M" —
C:HeQ].

C15H140s 27427
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(R)-3,4-Dihydro-9,10-dihydroxy-7-methoxy-3-methyl- 1H-napfthao[ 2,3-c] -pyran-1-on (R)-
(102. Die Synthese @afolgt andog zu der von (rac)-102 ((R)-3,4-Dihydro-9-
benzyloxymethoxy-10-hydroxy- 7-methoxy-3-methyl-1H-naphtho[ 2,3-c] -pyran-1-on (R)-
(140 (73 mg, 0.19 mmol), und Pd/C (15 mg)). Nadh Reinigung duch praparative
Dunnschichtchromatographie an Kieselgel (Toluol/Essgsaureehylester/Essgsaure = 50:49:1)
wird ein griner Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 176 °C erhalten. Ausbeute: 23 mg
(0.08 mmol, 44 %).

CD (Trifluorethanol): A (Mol. CD) [nm] = 213(-7.2), 240(1.6), 266 (-4.4).

Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-102 angegebenen Daten Uberein.

(9-3,4-Dihydro-9,10-dihydroxy-7-methoxy-3-methyl-1H-naphhq| 2,3-c] -pyran-1-on (9-
(102. Die Synthese afolgt analog zu der von (rac)-102 ((S-3,4-Dihydro-9-
benzyloxymethoxy-10-hydroxy- 7-methoxy-3-methyl-1H-naphtho[ 2,3-c]-pyran-1-on  (S)-(140
(65 mg, 0.16 mmol), und Pd/C (13 mg)). Nach Renigung duch praparative
Dunnschichtchromatographie an Kieselgel (Toluol/Essgsauredhylester/Essgsaure = 50:49:1)
wird ein griner Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 176 °C erhalten. Ausbeute: 17 mg
(0.06 mmol, 39 %).

CD (Trifluorethanol): A (Mol. CD) [nm] = 216(6.0), 239(-0.8), 267(3.0).

Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-102 angegebenen Daten Uberein.

Abspaltung dr Methoxymethylgruppe:

(R)-3,4-Dihydro-9,10-dihydroxy-7-methoxy-3-methyl- 1H-napthao[ 2,3-c] -pyran-1-on (R)-
(102. Eine Losung von (R)-3,4-Dihydro-9-methoxymethoxy-10-hydroxy-7-methoxy-3-
methyl-1H-naphtho[ 2,3-c]-pyran-1-on (R)-(115 (534 mg, 1.68 mmol) in Tetrahydrofuran
(25 mL) wird mit 32 %iger Salzsaure (10 Tropfen) versetzt und 4 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Der entstandene Niederschlag wird abgetrennt und das Filtrat mit ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung (50 mL) versetzt. Die wasgsige Phase wird mit
Dichlormethan extrahiert (3 x 100 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges.

Natriumchlorid-Losung (100 mL) gewaschen und (ber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach
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Entfernen des Losungsmittels im Vakuum und sdulenchromatographischer Reinigung an
Kieselgel (Toluol/Essgsaureahylester/Essgsaure = 50:49:1) wird ein griner Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 176 °C erhalten. Ausbeute 255mg (0.93 mmol, 55 %).

CD (Trifluorethanol): A (Mol. CD) [nm] = 213(-7.2), 240(1.6), 266 (-4.4).

Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-102 angegebenen Daten Uberein.

6.1.3 Synthese dimerer Orsellinsdureester

Oxidative Phendkuppungmit Eisen(lll) chlorid

2,2’ -Dihydroxy-6,6-dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1 -bi phenyl-3,3’ -di car borsaur edimethyl ester
(1449, 4,4 -Dihydroxy-6,6' -dimethoxy-2,2" -dimethyl-1,1’ -biphenyl-3,3 -dicarbonsiuredi-
methylester (146) und 24 -Dihydroxy-6,6' -dimethoxy-2’,4-dimethyl-1,1’ -biphenyl-3,3 -di-
carborsduredimethylester (145. Das Kieselgel-gebundene Eisen(lIl) chlorid wird folgender-
mal3en prépariert: zu einer Losung von FeClzx6H,0 (3.52 g 13.0 mmol) in einem Gemisch
aus Diethylether (190 mL) und Methanol (10 mL) wird Kieselgel (7.24 g gegeben. Nach dem
Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck wird ein gelbes Pulver erhalten,
welches fir 8 h bal 70 °C und 0.4 mbar getrocknet wird. Fir die oxidative Phenolkuppung
wird Kieselgel-gebundenes Eisen(lil) chlorid (1.40 ¢ zu einer Losung von 2-Hydroxy-4-
methoxy-6-methylbenzoesduremethylester (131) (146 mg, 0.74 mmol) in Dichlormethan
(30 mL) gegeben. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt, wodurch ein schwarzer
Feststoff erhalten wird, der fir 24 h auf 60 °C erhitzt wird. Anschlief3end wird der Riickstand
in Methanol (50 mL) aufgenommen und Uber Cdlite filtriert. Nach dem Entfernen des
Losungsmittels wird der schwarze Rickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel (Iso-
hexan/Essgsauredhylester = 5:1 - 2:1) gereinigt. Es werden drei farblose Feststoffe ehalten.

2,2’ -Dihydroxy-6,6-dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1 -bi phenyl-3,3’ -di car borsaur edimethyl ester
(144):

Ausbeute: 22 mg (0.06 mmol, 15%)

Schmelzpunkt: 246°C
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Rs:

'H-NMR (CDCly):

13C-NMR (CDCly):

MS

HRMS (M*)

Co0H220s:

0.22 (Isohexan/Essgsaureeghylester = 2:1).

5 =259 (s, 6H, 2 x CHg), 3.77 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.91 (s, 6H, 2 x
OCHa), 6.41 (s, 2H, 2 x ar-H), 11.81 (s, 2H, 2 x OH).

& = 250 (2 x CH3), 519 (2 x OCH3), 55.8 (2 x OCHs), 1060, 1067,
107.8, 1431, 1615, 1619 (ar-C), 1724 (2 x CO).

m/z (%) = 390(67) [M"], 358(70) [M* — CH,O], 327 (65) [M* — CH.O
— CH40], 295(100) [M* — CH40 — CH30 — CH,Q].

ber.: 3901315
gef.: 3901311

39038

4,4 -Dihydroxy-6,6"-dimethoxy-2,2’ -dimethyl-1,1’ -biphenyl-3,3’ -dicarbonsur edimethyl ester

(146):

Ausbeute:

Schmelzpunkt:

Rs:

'H-NMR (CDCly):

13C-NMR (CDCly):

MS

42 mg (0.11 mmol, 29%)

183°C

0.33 (Isohexan/Essgsaureeghylester = 2:1).

5 =210 (s 6H, 2 x CHg), 3.67 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.91 (s, 6H, 2 x
OCHg), 6.41 (s, 2H, 2 x ar-H), 1177 (s, 2H, 2 x OH).

5 =194 (2 x CHg), 51.8 (2 x OCHs), 55.7 (2 x OCH3), 97.3, 1056,
1192, 1414, 1623, 1645 (ar-C), 1725 (2 x CO).

m/z (%) = 390 (47) [M*], 358 (31) [M* — CH,O], 327 (100 [M* —
CH40 — CH40], 295(100) [M* — CH40 — CH30 — CH,OQ].
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HRMS (M*) ber.: 3901315
gef.: 3901314
Co0H220s: 39038

2,4’ -Dihydroxy-6,6-dimethoxy-2' ,4-dimethyl-1,1 -bi phenyl-3,3’ -di car borsaur edimethyl ester
(145:

Ausbeute: 38 mg (0.120 mmol, 26%)
Schmelzpunkt: 190°C
Ry 0.24 (Isohexan/Esggsaureghylester = 2:1).

IH-NMR (CDClg): & = 2.22 (s, 3H, CH3), 2.60 (s, 3H, CH3), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.75 (s,
3H, OCHs), 3.90 (s, 3H, OCHs), 3.92 (s, 3H, OCHs), 6.38 (s, 1H, ar-H),
6.44 (s, 1H, ar-H), 11.74 (s, 1H, OH), 11.79 (s, 1H, OH).

3C-NMR (CDCl3): & = 19.7 (CH3), 24.9 (CHs), 51.8 (OCH3), 51.9 (OCH3), 55.7 (OCHs),
558 (OCHs), 97.5, 1057, 1059, 1065, 1112, 1157, 1416, 1428,
1614, 1619, 1623, 1647 (ar-C), 1724 (CO), 1725 (CO).

HRMS (M*) ber.: 3901315
gef.: 3901323
Co0H220s: 39038

Oxidative Phendkupdungmit Bis(trifl uoracetoxy)iodprenad (PIFA)

4,4 -Dihydroxy-6,6’ -dimethoxy-2,2 -dimethyl-1,1’ -biphenyl-3.3’ -dicarbonsduredimethyl ester
(146). Bel —40 °C wird unter Schutzgas (Ar) zu einer Losung von 2-Hydroxy-4-methoxy-6-
methylbenzoesduremethylester (131) (40 mg, 0.20 mnwol) in trockenem Dichlormethan
(2 mL) eine Lésung von Big(trifluoraceoxy)iodphenol (86 mg, 0.20 mmol) und BF3;xOEt,
(0.5 mL, 4.00 mmol) in trockenem Dichlormethan (5 mL) getropft. Nach 30 min wird de

Re&tionsmischung auf Raumtemperatur erwarmt und fur 30 min bei dieser Temperatur
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gerdhrt. Anschlief3end wird mit ges. Natriumhydrogencarbonat-L6sung (10 mL) verdinnt und
die wasgige Phase mit Dichlormethan extrahiert (3 x 50 mL). Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, und das Ldsungsmittel wird unter vermin-
dertem Druck entfernt. Nad sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (lso-
hexan/Essgsauredhylester = 3:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von
183°C erhalten. Ausbeute: 8 mg (0.02 mmol, 21 %).

Die analytischen Daten stimmen mit den bei 146 angegebenen Daten Uberein.

Ullmann-Reaktion

Synthese der iodierten Orselli nsiurederivate:

2-Hydroxy-3-iod-4-methoxy-6-methyl benzoesduremethylester (164) und 2Hydroxy-5-iod-4-
methoxy-6-methyl benzoesduremethylester (165). Zu einer Lésung von 2-Hydroxy-4-methoxy-
6-methylbenzoesauremethylester (131) (570 mg, 2.91 mmol) in Ethanol (5 mL) werden
nadheinander eine Losung von lod (886 mg, 3.49 mmol) in Ethanol (15 mL) und Uber einen
Zeitraum von 30 min eine 30 %ige Wassrstoffperoxid-Losung (200 mL) gegeben. Die
Produkte werden durch Versetzen der Suspension mit Wasser (200 mL) vollstandig ausgefallt
und anschlief3end abfiltriert. Nadch Waschen des Rickstandes mit Ethanol (10 mL) wird ein
farbloser Feststoff erhalten, der die beiden regioisomeren lodderivate im Verhdltnis von 4:1
(164:165) enthélt.” Ausbeute: 454 mg (1.41 mmol, 48 %).

2-Hydroxy-3-iod-4-methoxy-6-methyl benzoesauremethylester (164):

IH-NMR (CDClg): &= 2.56(s, 3H, CHs), 3.94 (s, 3H, OCHs), 3.97 (s, 3H, OCHs3), 6.30 (s,
1H, ar-H), 12.64 (s, 1H, OH).

GCMS: Rt = 12.9 min (Temperaturprogramm A)
m'z (%) = 322 (32) [M™], 290 (100 [M* — CH,0], 247 (11) [M" —
CH4O — C;H30], 163(12) [M* —CH,O —1].

" DieUnterschiedung der beiden Derivate efolgt anhand der Verschiebung des Signal der Methylgruppean C-6
(2.56 ppm fur 164 und 278 ppn fur 165). Die Trennung erfolgt auf der Stufe der Dimethoxyderivate 141 und
143
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C10H11104 32210

2-Hydroxy-5-i0d-4-methoxy-6-methyl benzoesauremethylester (165):

IH-NMR (CDClg):  &=2.78(s, 3H, CH3), 3.90 (s, 3H, OCHs), 3.96 (s, 3H, OCH3), 6.37 (s,
1H, ar-H), 1153 (s, 1H, OH).

GCMS: Rt = 12.6 min (TemperaturprogrammA)
m/z (%) = 322 (38) [M*], 290 (100 [M* — CH,0], 247 (13) [M" —
CH40O — C;H30], 163(13) [M* —CH,O —1].

C10H11104 32210

3-1od-2,4-dimethoxy-6-methylbenzoesduremethylester  (141) und 5lod-2,4-dimethoxy-6-
methylbenzoesduremethylester  (143). Eine Losung von 2-Hydroxy-3-iod-4-methoxy-6-
methylbenzoesduremethylester (164) und 2-Hydroxy-5-iod-4-methoxy-6-methylbenzoesdure-
methylester (165 (454 mg, 1.41 mmol) in Aceton (15 mL) wird mit Kaliumcarbonat (584 mg,
4.23 mmol) und Dimethylsulfat (0.3 mL, 2.82 mmol) versetzt und 24 h zum Sieden erhitzt.
Nadch dem Abkihlen wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand in
Wassr (30 mL) aufgenommen. Nadh Extraktion mit Essgsaureehylester (3 x 100 mL)
werden die vereinigten organischen Phasen Uber Magnesumsulfat getrocknet, und das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Nad saulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Essgsauredhylester = 4:1) werden zwel farblose Feststoffe
erhalten.

3-10d-2,4-dimethoxy-6-methyl benzoesauremethylester (141):

Ausbeute: 287mg (0.85 mmol, 61%)

Schmelzpunkt: 72°C

Ry 0.31 (Isohexan/Essgsaureehylester = 4:1).
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IH-NMR (CDClg):  &=2.28(s, 3H, CH3), 3.82 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 3H, OCHs), 3.89 (s,
3H, OCHs), 6.44 (s, 1H, ar-H).

3C-NMR (CDCl3): & = 19.7 (CHg), 52.1 (OCH3), 56.5 (OCH3), 62.1 (OCH3), 80.2, 1084,
1217, 1385, 1583, 1598 (ar-C), 167.5 (CO).

GCMS R; = 12.3 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 336 (85) [M*], 305 (100 [M* — CH30], 289 (28) [M" —
CH40 — CHjg].

C11H131 Oy 33612

5-1o0d-2,4-dimethoxy-6-methyl benzoesauremethylester (143):

Ausbeute: 77 mg (0.23 mmol, 16%)
Schmelzpunkt: 133°C
Ry 0.16 (Isohexan/Essgsaureehylester = 4:1).

'H-NMR (CDCl3):  8=2.40(s, 3H, CHs), 3.84 (s, 3H, OCHa), 3.90(s, 6H, 2 x OCH3), 6.31
(s, 1H, ar-H).

3C-NMR (CDCl3): & = 26.0 (CH3), 52.3 (OCH3), 56.0 (OCH3), 56.4 (OCHs), 82.8, 92.8,
117.4, 1400, 157.7, 1595 (ar-C), 1683 (CO).

GCMS R; = 12.8 min (TemperaturprogrammA)
m/'z (%) = 336 (100 [M], 305(70) [M* — CH3Q].

C11H131 Oy 33612
2,4-Dihydroxy-3-iod-6-methylbenzoesduremethylester (166). Zu einer Lésung von 2,4-Di-

hydroxy-6-methylbenzoeséuremethylester (130) (100 mg, 0.55 mmol) in Dichlormethan
(10 mL) werden Benzyltrimethylammoniumdichloriodat (191 mg, 0.55 mnwol) und
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Kaliumhydrogencarbonat (330 mg, 3.30 mmol) gegeben. Das Re&ktionsgemisch wird 24 h bei
Raumtemperatur gertihrt und anschliefend mit ges. Natriumhydrogencarbonat-L6sung
(20 mL) hydrolysiert. Die wasgige Phase wird mit Dichlormethan extrahiert (3 x 50 mL). Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungs-
mittel unter vermindertem Druck entfernt. Nadh sdulenchromatographischer Reinigung an
Kieselgel (Toluol/Aceton = 60:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von
143°C erhalten. Ausbeute: 75 mg (0.24 mmol, 44 %).

Ry 0.23 (Toluol:Aceton = 60/1).

IH-NMR (CDClg): & = 2.47 (s, 3H, CHs), 3.93 (s, 3H, OCHs), 5.82 (s, 1H, OH), 6.45 (s,
1H, ar-H), 12.77 (s, 1H, OH).

3C-NMR (CDCl3): & = 24.1 (CH3), 52.4 (OCH3), 74.1, 1056, 1103, 1434, 1595, 1634
(ar-C), 1718 (CO).

IR: KBr, v = 3406(s), 2953 (w), 1630(s9, 1408(s9, 1316(s9, 1267(s),
798(s9.
GCMS R; = 12.0 min (TemperaturprogrammA)

m/z (%) = 308(33) [M"], 276 (100) [M* — CH,O], 248(9) [M* — CH.O
—COJ, 149(16) [M* = CH,O —1].

HRMS (M*) ber.: 307.9546
gef.: 307.9541
CoHol Oy 30807

ber. (%): C 35.09 H 2.94
gef. (%): C 3538 H 2.88

Ullmann-Reaktion:

2,2' 6,6’ -Tetramethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1' -biphenyl-3,3' -dicarborsduredimethylester  (148).
Kupferbronze wird auf folgende Weise &tiviert: zu einer 2 %igen Losung von lod in Aceon
(50 mL) wird Cu-Bronze (5.00 g gegeben und 10 min bei Raumtemperatur gertihrt. Der
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Niederschlag wird abgetrennt und in einer Mischung von konzentrierter Salzsdure und Aceton
(25 mL, 1:1, v/v) aufgenommen. Nach Filtration wird der Rickstand mit Aceton gewaschen
und anschlieRend getrocknet. Die UllmannReé&ktion erfolgt durch inniges Vermischen von
Cu-Bronze (2.16 g mit 3-1od-2,4-dimethoxy-6-methylbenzoesauremethylester (141) (1.08 g
3.21 mmol) und Erhitzen dieses Gemisches im Metallbad bei 230 °C fur 6 h. Anschlief3end
wird der Rickstand in Essgsdureghylester (100 mL) aufgenommen und fir 1 h zum Sieden
erhitzt. Es wird filtriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Nad saulenchromato-
graphischer Reinigung (Isohexan/Essgsaureahylester = 2:1) wird ein farbloser Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 185 °C erhaten. Ausbeute 519mg (1.24 mnol, 77%).

Ry 0.24 (Isohexan/Essgsaureeghylester = 2:1).

IH-NMR (CDClg): & = 2.39 (s, 6H, 2 x CHa), 3.46 (S, 6H, 2 x OCHs), 3.74 (s, 6H, 2 x
OCHs), 3.88 (s, 6H, 2 x OCH3), 6.57 (s, 2H, 2 x ar-H).

3C-NMR (CDCl3): & = 20.2 (2 x CHg), 520 (2 x OCHj3), 55.8 (2 x OCHg), 615 (2 x
OCHs), 1082, 114.3, 1210, 137.7, 157.0, 1590 (ar-C), 1687 (2 x CO).

GCMS Rt = 15.8 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 418 (81) [M*], 386 (100 [M* — CH,0], 355 (24) [M" —
CH40 - CH3Q].

C22H2608: 41844

Reqiosel ekive Demethyli erung

2,2' -Dihydroxy-6,6-dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1 -bi phenyl-3,3’ -di car borsaur edimethyl ester

(144. Eine Losung von 2,2',6,6-Tetramethoxy-4,4'-dimethyl-1,1 -biphenyl-3,3 -di-
carbonsauredimethylester (148 (386 mg, 0.92 mnol) in trockenem Dichlormethan (10 mL)
werden auf 0 °C abgekihlt und mit einer 1 M L6sung von Bortribromid in Dichlormethan
(1.8 mL, 1.84 mmol) versetzt. Die Re&ktionsmischung wird 8 h bei —10 °C geriihrt und an-
schliefend mit Wasser (20 mL) hydrolysiert. Die wasgige Phase wird mit Essgsaureehyl-
ester extrahiert (3 x 100 mL), und de vereinigten organischen Extrakte werden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen des Ldsungsmittels unter vermindertem

Druck und sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Essgsaureehylester
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= 2:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 246 °C erhalten. Ausbeute:
343 mg (0.88 mmol, 95 %).

Die analytischen Daten stimmen mit den bei 144 (sehe S. 139) angegebenen Daten Uberein.

Atropisomerentrennung

(M)-2,2' -Bis(Camphand)-6,6’ -dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1" -bi phenyl-3,3' -dicarbonsiuredi-
methylester (M)-(167) und (P)-2,2’-Bis(Camphana)-6,6’ -dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1’ -bi-
phenyl-3,3 -dicarborsduredimethylester (P)-(168). Unter Schutzgas (Ar) wird zu einer
Losung von (rac)-2,2 -Dihydroxy-6,6’-dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1’ -biphenyldicarbonséure-
dimethylester (rac)-(144) (93 mg, 0.24 mmol) in trockenem Pyridin (6 mL) (1S, 4R)-(-)-
Camphansauredlorid (157) (430 mg, 1.98 mmol) und 4-Dimethylaminopyridin (10 mg,
0.08 mmol) gegeben. Das Redationsgemisch wird fir 4 h zum Sieden erhitzt und
anschlief3end mit Dichlormethan (80 mL) verdinnt. Das Reektionsgemisch wird nacheinander
mit 2 N Salzsaure (2 x 45 mL), ges. Natriumhydrogencarbonat-L6sung (45 mL) und Wasser
(45 mL) gewaschen. Es wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet, und das Ldsungsmittel wird
unter vermindertem Druck entfernt. Nadh saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel

(Isohexan/Essgsaureehylester = 1:1) werden zwei farblose Feststoffe ehalten.

(M)-2,2’ -Bis(Camphand)-6,6’ -dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1’ -bi phenyl-3-3' -dicarbonsiuredi-
methylester (M)-(167):

Ausbeute: 70 mg (0.09 mmol, 3%%)
Schmelzpunkt: 127°C
Ry 0.38 (Isohexan/Esdsgsaureeghylester = 1:1).

'H-NMR (CDCl3): 8= 0.47 (s, 6H, 2 x CHs), 0.81(s, 6H, 2 x CH3), 0.99 (s, 6H, 2 x CH3),
1.60 (ddd, 2J = 136 Hz, 3J = 9.3 Hz, 3 = 45 Hz, 2H, 2 x CH), 1.81
(ddd, 2J = 13.6 Hz, 33 = 10.9 Hz, 3] = 4.5 Hz, 2H, 2 x CH), 1.97 (ddd,
2J=136Hz 3=9.3Hz 3=4.5Hz 2H, 2 x CH), 2.19(ddd, 2J =136
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13C-NMR (CDCly):

[a]3:

MS

HRMS (M*)

CaoH16014:

Hz, 3J = 10.9 Hz, 3J = 4.5 Hz, 2H, 2 x CH), 2.41 (s, 6H, 2 x CHy), 3.76
(s, 6H, 2 x OCHg), 3.77 (s, 6H, 2 x OCH3), 6.67 (s, 2H, 2 x ar-H).

5= 9.6 (2 x CHa), 15.1 (2 x CH3), 16.0 (2 x CHg), 215 (2 x CH3), 28.8
(2 x CHy), 31.0 (2 x CHy,), 52.1 (2 x OCH3), 54.1 (2 x C), 54.8 (2 x
Cy) 56.3 (2 x OCH3), 90.8 (2 x C), 1113, 1134, 1184, 1407, 1477,
1596 (ar-C), 1648 (2 x CO), 1663 (2 x CO), 1782 (2 x CO).

-16.2 (c =1.1, CHCly).

Mz (%) = 750 (7) [M"], 718(100) [M* — CH,O], 341 (14) [M* — CH,O
— C1H290¢).

ber.: 7502888
gef.: 7502940

75078

(P)-2,2 -Bis(Camphand)-6,6’ -dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1’ -biphenyl-3,3 -dicarbornsiuredi-
methylester (P)-(168):

Ausbeute:

Schmelzpunkt:

R

'H-NMR (CDCly):

70 mg (0.09 mmol, 39%)

223°C

0.31 (Isohexan/Essgsaureehylester = 1:1).

5=10.82(s, 6H, 2 x CHs), 0.88 (s, 6H, 2 x CH3), 1.03(s, 6H, 2 x CH3),
1.50 (m, 4H, 2 x CH5), 1.80 (ddd, 2J = 136 Hz, 3J= 9.3 Hz, 3J =45
Hz, 2H, 2 x CH), 2.15 (ddd, 2J = 13.6 Hz, 3J = 10.9 Hz, 3] = 4.5 Hz,
2H, 2 x CH), 2.44 (s, 6H, 2 x CHa3), 3.74 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.80 (5,
6H, 2 x OCHa), 6.70 (s, 2H, 2 x ar-H).
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13C-NMR (CDCl): &= 9.6 (2 x CHg), 16.0 (2 x CHs), 16.0 (2 x CH3), 21.3 (2 x CHs), 28.8
(2 x CHy), 304 (2 x CHj,), 52.2 (2 x OCH3), 54.1 (2 x C), 54.9 (2 x
Cy), 56.2 (2 x OCHa), 91.0 (2 x Cy), 1112, 1133, 1192, 1400, 147.3,
1594 (ar-C), 1646 (2 x CO), 1665 (2 x CO), 1782 (2 x CO).

[0]?: 150 (c = 1.3, CHCly).

MS m/z (%) = 750(5) [M*], 718(100) [M* — CH,0], 341 (19) [M* — CH,O
— C21H290¢].

HRMS (M) ber.: 7502888
gef.: 7502871

C40H46014: 75078

(M)-2,2’ -Dihydroxy-6,6-dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1’ -bi phenyl-3,3’ -di car borsaur edimethyl -
ester (M)-(144). Unter Schutzgas (Ar) wird eine Ldsung von (M)-2,2 -Bis(Camphanat)-6,6’ -
dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1’ -biphenyldicarbonsauredimethylester ~ (M)-(167) (28 mg,
0.04 mmol) und Natriummethylat (20 mg, 0.37 mmol) in trockenem Methanol (5 mL) fir 1 h
zum Sieden erhitzt. Die Re&ktionsmischung wird mit 1 N Schwefelsdure hydrolysiert und mit
Dichlormethan (3 x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber
Magnesumsulfat getrocknet, und das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexar/Essgsaureghylester = 2:1)
wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 229 °C erhalten. Ausbeute: 11 mg
(0.03 mmol, 71 %).

[0]?: -53.3 (¢ =0.15, CHCly).

CD (Trifluorethanol): A (Mol. CD) [nm] = 205 (96.6), 224 (-56.1), 260 (37.9), 278 (-17.1),
311(-5.0).

Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-144 angegebenen Daten Uberein.
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(P)-2,2' -Dihydroxy-6,6’ -dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1’ -biphenyl-3,3’ -dicarbonsuredimethyl -
ester (P)-(144). Die Synthese afolgt analog zu der von (M)-144. ((P)-2,2 -Bis(Camphanat)-
6,6’ -dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1 -biphenyldicarbonsduredimethylester  (P)-(168 (28 mg,
0.04 mnol) und Natriummethylat (20 mg, 0.37 mmol)). Nad sdulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Essgsauredhylester = 2:1) wird ein farbloser Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 229 °C erhaten. Ausbeute: 11 mg (0.03 mmol, 71 %).

[0]?: +36.4 (¢ =0.11, CHCly).

CD (Trifluorethanol): A (Mol. CD) [nm] = 206 (-51.0), 222 (35.3), 260 (-18.5), 279 (12.6),
312(6.3).

Die tbrigen analytischen Daten stimmen mit den bel (rac)-144 angegebenen Daten Uberein.

6.1.4 Versuche zur Synthese von Vioxanthin

Tandem-Michagl-Reaktion

2,2’ -Methoxymethoxy-6,6’ -dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1’ -biphenyl-3,3’ -di carborsaur edi-
methylester (170). Unter Schutzgas (Ar) wird eine Ldsung von (rac)-2,2'-Dihydroxy-6,6’-
dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1’ -biphenyl-3,3’ -dicarbonsduredimethylester (rac)-(144) (253 mg,
0.65 mnmol) in trockenem Dichlormethan (20 mL) bel Raumtemperatur mit
N-Ethyl-isopropylamin (2.0 mL, 11.68 mnol) und Chlordimethylether (0.6 mL, 7.78 mnol)
versetzt. Anschlie3end wird das Reéektionsgemisch fir 48 h zum Sieden erhitzt. Die
Re&tionddsung wird mit Essgsdureghylester (30 mL) verdinnt und mit 0.2 N Salzsdure
(10 mL) hydrolysiert. Die wasgige Phase wird mit Essgsduredhylester extrahiert (3 x
75 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, und
das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel (Isohexar/Essgsiuredhylester = 2:1) wird ein farbloses Ol erhalten.
Ausbeute 228 mg (0.48 mmol, 73 %).

Ry 0.19 (Isohexan/Essgsaureeghylester = 2:1).
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IH-NMR (CDClg): & = 2.34 (s, 6H, 2 x CHa), 3.06 (s, 6H, 2 x OCHs), 3.70 (s, 6H, 2 x
OCHs), 3.84 (s, 6H, 2 x OCH3), 4.62 (d, 2J = 5.7 Hz, 2H, 2 x CH), 4.70
(d, 2J=5.7 Hz, 2H, 2 x CH), 6.56 (s, 2H, 2 x ar-H).

3C-NMR (CDCl3): & = 203 (2 x CHg), 520 (2 x OCHj3), 55.9 (2 x OCHs), 56.6 (2 x
OCHs), 99.7 (2 x CH,), 1087, 1151, 1218, 1377, 1539, 1592 (ar-C),
1685 (2 x CO).

GCMS: R; = 28.6 min (Temperaturprogramm B)
m/'z (%) = 478(55) [M'], 447 (38) [M" — CH3Q], 402(54) [M* —CH30
— CoHs0], 371 (13) [M* — CH30 — C,Hs0 — CH3Q], 343 (18) [M* —
CH30 — C,HsO — CH30 — COJ, 326 (100 [M* — CH30 — C,Hs0 —
CH30 — C;H50].

C24H30010 47849

3-(2,3,4-Trihydro-9-hydroxy-6,8-dimethoxy-1-oxo-anthracen-7-yl)-2,4-dimethoxy-6-methyl -
benzoesduremethylester (175. Unter Schutzgas (Ar) wird zu einer aus Diisopropylamin
(0.3 mL, 2.41 mmol) und 25 M n-Butyllithium-L6sung in Hexan (0.8 mL, 2.01 mmol) frisch
hergestellten LithiumdiisopropylamidLésung in trockenem Tetrahydrofuran (30 mL) bel
—-78 °C ene Losung von 22,66 -Tetramethoxy-4,4 -dimethyl-1,1'-biphenyl-3,3'-
dicarbonsauredimethylester (148 (1.65 g 5.22 mmol) in trockenem Tetrahydrofuran (5 mL)
getropft und 30 min bei —78 °C gertihrt. Anschlief3end wird de tiefrote Lésung mit einer
Losung von 3-Ethoxycyclohexenon (174) (0.2 mL, 1.51 mmol) in trockenem Tetrahydrofuran
(5 mL) versetzt und 15min bei —78 °C geruhrt. Es wird mit Ethanol (5 mL) hydrolysiert und
auf Raumtemperatur erwarmt. Nach dem Ansduern mit 2 N Salzséure wird die Lésung auf
ges. Ammoniumchlorid-Losung (200 mL) gegeben, und de wasgige Phase wird mit
Essgsauredhylester extrahiert (3 x 100 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden
Uber Magnesiumsulfat getrocknet, und das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt. Nach  Reinigung duch  Saulenchromatographie  und praparative
Dunnschichtchromatographie an Kieselgel (Isohexan/Essgsduredhylester = 1:2) wird ein
gelber Feststoff erhalten. Ausbeute: 11 mg (0.02 mmol, 9 %).

Ry 0.33 (Isohexan/Essgsaureehylester = 1:2).
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IH-NMR (CDClg): &= 2.12(m, 2H, CH,), 2.42 (s, 3H, CHs), 2.75 (m, 2H, CHy), 2.99 (m,
2H, CH,), 3.50 (s, 3H, OCHs), 3.66 (s, 3H, OCHs), 3.72 (s, 3H, OCH3),
3.83(s, 3H, OCHs), 3.90 (s, 3H, OCHs), 6.61 (s, 1H, ar-H), 6.84 (s, 1H,
ar-H), 6.96 (s, 1H, ar-H), 15.05 (s, 1H, OH).

Co7H260s 48051

3-[ (3R)-3,4-Dihydro-9-hydroxy-6-methoxy-8-methoxymethoxy-3-methyl-1H-naphtho[ 2,3-c] -
pyran-1-on-7-yl)] -2-methoxymethoxy-4-methoxy-6-methyl benzoesduremethylester (173). Die
Synthese efolgt analog zu der von 175 ((Diisopropylamin (0.2 mL, 1.11 mmol), 2.5 M
n-Butyllithium-Lésung in Hexan (0.4 mL, 0.93 mnol), 2,2'-Methoxymethoxy-6,6’-
dimethoxy-4,4’ -dimethyl-1,1’ -biphenyl-3,3’ -dicarbonsauredimethylester (1700 (74 mg, 0.15
mmol) und (R)-5,6-Dihydro-4-methoxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (R)-(114) (66 mg, 0.46
mmol)). Nad sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Essgsaureehyl-
ester/Esggsaure = 1:2:0.1) und Reinigung durch prdparative Dinnschichtchromatographie an
Kieselgel (Isohexan/Essgsauredhylester = 3:1) wird ein griines Ol erhalten. Ausbeute: 17 mg
(0.03 mmol, 20 %).

Ry 0.54 (Isohexan/Essgsaureehylester/Essgsaure =1:2:0.1).

IH-NMR (CDClg): &= 157(d, 3J=6.3 Hz, 3H, CHs), 2.41 (s, 3H, CH3), 2.91 (s, 2H, CH,),
3.00 (s, 3H, OCHg), 3.75 (s, 3H, OCHs), 3.83 (s, 3H, OCHs), 3.88 (s
3H, OCHs), 3.90 (s, 3H, OCH3), 4.71-4.73 (m, 3H), 4.92 (d, 2J = 5.7
Hz, 1H, CH), 5.10 (d, 2J = 5.7 Hz, 1H, CH), 6.63 (s, 1H, ar-H), 6.88 (s,
1H, ar-H), 6.96 (s, 1H, ar-H), 13.04 (s, 1H, OH).

13C-NMR (CDCl3): & = 20.3 (CHsg), 20.8 (CH3), 35.1 (CH,), 52.0 (OCHs3), 55.9 (OCHs),
56.1 (OCHs3), 56.4 (OCH3), 56.5 (OCH3), 75.8 (CH), 99.7 (CH,), 100.7
(CH,), 1009, 1023, 1087, 1153, 1154, 1189, 1216, 1337, 1338,
1375, 1407, 1544, 1596, 1603, 1631 (ar-C), 1686 (CO), 1713
(CO).
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MS m/z (%) = 556 (4) [M], 512(38) [M* — C,H40], 480(13) [M* - C;H.O
— CH,0], 450 (18) [M* — C,H40 — CH4O — CH,0], 434 (100) [M* —
CaH1dO4], 402(31) [M* — CsH1404], 371(55) [M* — CsH170¢], 327(76)
[M* — CgH2:.05], 295(75) [M* — CoH2504].

HRMS (M*) ber.: 5561945
gef.: 556.1940
CaoH32011 55656

Oxidative Phenakupdungvon semi-Vioxanthin

3,4,5,9- Tetrahydro-10-hydroxy-7-methoxy-3-methyl-1,6,9-trioxo-1H-naphthq 2,3-c] pyran
(125. Unter Schutzgas (Ar) wird eine Losung von (rac)-3,4-Dihydro-9,10-dihydroxy-7-
methoxy-3-methyl-1H-naphtho[ 2,3-c] -pyran-1-on (rac)-(102 (43 mg, 0.16 mmol) in
trockenem Dichlormethan (5 mL) bei 0 °C tropfenweise mit BF;: OEt, (40 ul, 0.32 mmol)
versetzt. Anschlief3end wird bei 0 °C eine Losung von Big(trifluoraceoxy)iodphenol (86 mg,
0.20 mnol) in Dichlormethan (2 mL) zugegeben und bei gleicher Temperatur 2 h gertihrt. Es
wird mit Wasser (5 mL) verdinnt, und de organische Phase wird mit einem Gemisch aus
Wassr und Methanol (8:2, v/v) gewaschen (3 x 20 mL). Die organische Phase wird Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, und das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.
Nach Reinigung duch praparative Dunnschichtchromatographie a  Kieselgel
(Chloroform:Aceton = 9:1) und Saulenchromatographie an RP-18 Phase (Methanol:Wasser =
5:1) wird ein gelber Feststoff erhalten. Ausbeute: 1 mg (3.47 pumol, 2 %).

Ry 0.45 (Chloroform)

IH-NMR (CDClg): & = 1.57 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H, CHs), 3.02 (m, 2H, CH5), 3.95 (s, 3H,
OCHg), 4.66 (m, 1H, CH), 6.15 (s, 1H, ar-H), 7.50 (s, 1H, ar-H), 13.37
(s, 1H, OH).

3H-NMR (CDClg): & = 20,6 (CHg), 36.1 (CH,), 56.8 (OCH3), 74.3 (CH), 1104, 1146,
1180, 1340, 1482, 1603, 1618 (ar-C), 1620 (CO), 179.1 (CO), 1891
(CO).
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MS Mz (%) = 288(100) [M"], 244(99) [M* — CO,].
HRMS (M*) ber.. 2880634

gef.: 2880628
C15H1206 28825

Oxidative Phendkupdungeines verbrickten semi-Vioxanthin-Derivates

Modell system:

Bis(3,4-dimethoxyphenoxy)dii sopropylsilan (184). Unter Schutzgas (Ar) wird eine Losung
von 3,4-Dimethoxyphenol (182) (500 mg, 3.25 mmol) und Triethylamin (0.5 mL, 3.25 mmol)
in trockenem Dimethylformamid (13 mL) mit Diisopropylsilyl bis(trifluoromethansulfonat)
(183 (0.2 mL, 0.81 mmol) versetzt. Das Re&ktionsgemisch wird fur 16 h zum Sieden erhitzt
und nach dem AbkiUhlen mit Diethylether (20 mL) und Wasser (10 mL) verdinnt. Die
wasgige Phase wird mit Diethylether extrahiert (3 x 100 mL). Die vereinigten organischen
Phasen werden mit ges. Natriumchlorid-Lésung (100 mL) gewaschen, Uber Magnesiumsulfat
getrocknet, und das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Nad saulen-
chromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Essgsdureghylester = 2:1) wird ein
farbloses Ol erhalten. Ausbeute 204 mg (0.49 mnol, 60 %).

Ry 0.44 (Isohexan/Essgsaureghylester = 2:1).

'H-NMR (CDCl3):  &=1.10(d, 3J = 5.8 Hz, 12H, 4 x CH3), 1.26 (m, 2H, 2 x CH), 3.76 (s,
6H, 2 x OCH3), 3.82 (s, 6H, 2 x OCH3), 6.50-6.54 (m, 4H, ar-H), 6.71
(d, “J=8.4 Hz, 2H, 2 x ar-H).

3C-NMR (CDCl3): &=124 (2 x CH), 17.1 (4 x CHs), 55.6 (2 x OCHs), 56.2 (2 x OCHs),
1044, 1102, 1117, 1439, 1488, 1494 (ar-C).

GCMS Rt = 16.1 min (TemperaturprogrammA)
m/'z (%) = 420(100 [M™].
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CyoH3206Si: 42057

6,6-Dii sopropyl-2,3,9,10-tetramethoxy-6, 7-dihydr o-5H-6-sil adibenzo[ a,c] cyd ohepten (185).

Methode A: Bel —40 °C wird unter Schutzgas (Ar) zu einer Losung von Bis(3,4-dimethoxy-
phenoxy)diisopropylsilan (184 (54 mg, 0.13 mmol) in trockenem Dichlormethan (2 mL) eine
Losung von Big(trifluoracegoxy)iodphenol (55 mg, 0.13 mnol) und BFsxOEt, (0.3 mL,
2.00 mnol) in trockenem Dichlormethan (2 mL) getropft. Nach 5 min wird de
Re&tionsmischung mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung (10 mL) hydrolysiert und de
wasgige Phase mit Dichlormethan extrahiert (3 x 20 mL). Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Nadh dinnschichtchromatographischer Reinigung an  Kieselgel
(Isohexan/Essgsaureghylester = 2:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt
von 133°C erhalten. Ausbeute: 25 mg (0.06 mmol, 46 %).

Methode B: Bei —20 °C wird eine Ldsung von Bis(3,4-dimethoxyphenoxy)diisopropylsilan
(184 (42 mg, 0.10 mmol) in Acetonitril (4 mL) mit Bis(trifluoraceoxy)iodphenol (43 mg,
0.10 mmol) und der Heteropolysaure H4SiO,x10M00O35xH,0 (20 mg) versetzt. Das Re&tions-
gemisch wird auf Raumtemperatur erwarmt und 17 h gerthrt. Anschlief3end wird Uber ba-
sischem Al,Os filtriert, mit Acetonitril gewaschen und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Nach Reinigung durch praparative Dunnschichtchromatographie an Kieselgel
(Isohexan/Essgsaureghylester = 2:1) und Sadulenchromatographie aan RP-18 Material
(Methanol:Wassr = 5:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 133 °C
erhalten. Ausbeute: 2 mg (4.78 umol, 5 %).

Ry 0.42 (Isohexan/Essgsaureeghylester = 2:1).

IH-NMR (CDClg):  &=1.10(d, 3 = 5.4 Hz, 12H, 4 x CHs), 1.20 (m, 2H, 2 x CH), 3.91 s,
12H, 4 x OCHs), 6.63 (S, 2H, 2 x ar-H), 6.82 (s, 2H, 2 x ar-H).

3C-NMR (CDCl3): &=124 (2 x CH), 17.0 (4 x CHs), 56.0 (2 x OCHs), 56.5 (2 x OCHs),
1050, 1133, 1203, 1447, 1464, 1493 (ar-C).

GCMS Rt = 17.5 min (Temperaturprogramm A)
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m/z (%) = 418(100) [M"].

CyoH3006Si: 41856

4.4 5,5 -Tetramethoxybiphenyl-2,2'-diol (186). Unter Schutzgas (Ar) wird eine Lésung von
6,6-Diisopropyl-2,3,9,10-tetramethoxy-6, 7-dihydro-5H-6-sil adibenzo[ a,c] cyclohepten (185
(25 mg, 0.06 mmoal) in trockenem Tetrahydrofuran (1 mL) tropfenweise mit einer 1 M Tetra
butylammoniumfluorid-Lésung versetzt (60 pL, 0.06 mmol) und 2 h bel Raumtemperatur
gerdhrt. Anschlief3end wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nadh Reinigung durch
préparative Dunnschichtchromatographie an Kieselgel (Isohexan/Esdgsdureehylester = 2:1)
wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 183 °C erhaten. Ausbeute: 4 mg
(0.01 mmol, 22 %).

Ry 0.10 (Isohexan/Essgsaureeghylester = 2:1).

'H-NMR (CDCl3): &= 3.86(s, 6H, 2 x OCH3), 3.91 (s, 6 H, 2 x OCHg), 6.65 (s, 2H, 2 x
ar-H), 6.74 (s, 2H, 2 x ar-H).

C16H180e: 30631

Synthese des 10-O-Methylethers von semi-Vioxanthin:

(rac)-3,4-Dihydro-9-benzyl oxymethoxy-7,10-dimethoxy-3-methyl- 1H-naphthd| 2,3-c] -pyran-
1-on(rac)-(187).

Methode A: Eine Loésung von (rac)-3,4-Dihydro-9-benzyloxymethoxy-10-hydroxy-7-
methoxy-3-methyl-1H-naphtho[ 2,3-c]-pyran-1-on (rac)-(140) (782 mg, 1.98 mnwol) in 1,2-
Dimethoxyethan (7 mL) wird bel Raumtemperatur nacheinander mit Kalium-tert-butylat
(333 mg, 2.97 mmol) und Fluorsulfonsduremethylester (0.2 mL, 2.08 mmol) versetzt. Das Re-
aktionsgemisch wird bei Raumtemperatur 4 h gerthrt, anschlief3end mit Dichlormethan
(50 mL) verdinnt und nacheinander mit 5 %iger Natriumhydroxid-Ldsung (50 mL) sowie
ges. Natriumchlorid-Losung (50 mL) gewaschen. Die organische Phase wird Uber
Magnesumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im  Vakuum entfernt. Nadh
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexar/Essgsaureghylester = 2:1)
wird ein farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 565mg (1.39 mnol, 70 %).
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Methode B: Unter Schutzgas (Ar) wird ene Loésung von (rac)-3,4-Dihydro-9-
benzyloxymethoxy-10-hydroxy- 7-methoxy-3-methyl-1H-naphtho[ 2,3-c] -pyran-1-on (rac)-
(140 (118 mg, 0.30 mnwol) in trockenem Aceton (10 mL) bel Raumtemperatur mit
Kaiumcarbonat (83 g 0.60 mmol) und Dimethylsulfat (85 pL, 0.90 mnol) versetzt.
AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch fir 20 h zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkihlen
wir das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in Wasser (50 mL)
aufgenommen und de wasgige Phase mit Essgsaureeghylester extrahiert (3 x 100mL). Nadc
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexar/Essgsaureghylester = 2:1)
wird ein farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 86 mg (0.21 mnol, 70 %).

Ry 0.51 (Isohexan/Essgsaureghylester = 2:1)

'H-NMR (CDCl3): & = 1.49 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H, CHs), 2.96 (m, 2H, CH,), 3.89 (s, 3H,
OCHs), 4.02 (s, 3H, OCHs), 4.57 (m, 1H, CH), 4.85 (s, 2H, CH.), 5.43
(s, 2H, CH,), 6.73(d, “J = 2.3 Hz, 1H, ar-H), 6.87 (d, *J = 2.3 Hz, 1H,
ar-H), 7.22 (s, 1H, ar-H), 7.31-7.40 (m, 5H, ar-H).

C24H2406 40844

(rac)-3,4-Dihydro-9-hydroxy-7,10-dimethoxy-3-methyl-1H-naphhq| 2,3-c] -pyran-1-on (rac)-
(188). Die Synthese efolgt analog zu der von (rac)-102 (sehe S. 137). ((rac)-3,4-Dihydro-9-
benzyloxymethoxy-7,10-dimethoxy-3-methyl-1H-naphtho[ 2,3-c]-pyran-1-on (rac)-(187) (92
mg, 0.23 mmol), und Pd/C (20 mg)). Nach Reinigung durch praparative Dinnschichtchroma-
tographie an Kieselgel (Isohexar/Essgsaureehylester = 2:1) wird ein farbloser Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 161 °C erhaten. Ausbeute: 60 mg (0.21 mmol, 90 %).

Ry 0.23 (Isohexan/Essgsaureghylester = 2:1)
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IH-NMR (CDClg): & = 1.53 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H, CHs), 2.99 (m, 2H, CH5), 3.90 (s, 3H,
OCHs), 4.15 (s, 3H, OCH3), 4.66 (m, 1H, CH), 6.58(d, *J = 2.3 Hz, 1H,
ar-H), 6.62 (d, *J = 2.3 Hz, 1H, ar-H), 7.22 (s, 1H, ar-H), 9.88 (s, 1H,
OH).

3C-NMR (CDCl3): & = 20.7 (CHs), 36.2 (CH,), 55.4 (OCHs), 64.4 (OCHs), 745 (CH),
984, 1025, 1096, 1125, 1207, 1360, 1396, 157.2, 1616, 1619 (ar-
C), 1628 (CO).

GCMS: Rt = 16.3 min (Temperaturprogramm A)
m/'z (%) = 288 (100) [M*], 270(10) [M* —H>Q], 242(13) [M* —H,0 -
CO], 229(24) [M* —H,O — CO — CHj].

HRMS (M*) ber.: 2880998
gef.: 2881000
Ci16H160s5 28830

Umsetzungvon 188 mit Diisopropylsilyl bis(trifluormethansulfonét):

(rac)-3,4-Dihydro-9-(1,1-dii sopropyl- 1-trifluormethansul fonyl -sil yloxy)-7,10-dimethoxy-3-
methyl-1H-naphhq 2,3-c] -pyran-1-on (rac)-(189. Unter Schutzgas (Ar) wird eine Losung
von  (rac)-3,4-Dihydro-9-hydroxy-7,10-dimethoxy-3-methyl-1H-naphtho[ 2,3-c]-pyran-1-on
(rac)-(188 (158 mg, 0,55 mnol) und Triethylamin (80 pL, 0.55 mmol) in trockenem
Dimethylformamid (2 mL) mit Diisopropylsilyl bis(trifluoromethansulfonat) (183 (40 pL,
0.14 mmol) versetzt. Das Re&ktionsgemisch wird fir 48 h zum Sieden erhitzt und nach dem
Abkuhlen mit Diethylether (20 mL) und Wasser (10 mL) verdinnt. Die wasgige Phase wird
mit Diethylether extrahiert (3 x 100mL). Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges.
Natriumchlorid-Losung (100 mL) gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet, und das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Nadh saulenchromatographischer Reinigung an
Kieselgel (Isohexan : Esdgsiureahylester = 2:1) wird ein farbloses Ol erhalten. Ausbeute:
32mg (0.06 mmol, 10 %).

Ry 0.29 (Isohexan/Essgsaureghylester = 2:1)
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'H-NMR (CDCl3): 8= 0.89-1.16 (m, 15 H, 2 x CH, 4 x CHs), 1.49 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H,
CHs), 2.95 (m, 2H, CH,), 3.89 (s, 3H, OCH3), 3.95(s, 3H, OCHs), 4.57
(m, 1H, CH), 6.71 (d, “J = 2.3 Hz, 1H, ar-H), 6.73(d, *J = 2.3 Hz, 1H,
ar-H), 7.20(s, 1H, ar-H).

3C-NMR (CDCl3): & = 132 (2 x CH), 17.1 (4 x CHa), 20.7 (CH3), 36.3 (CH,), 55.4
(OCHs), 63.8 (OCH5), 74.1 (CH), 1009, 1085, 1124, 117.3, 1203,

1361, 1403, 1541, 1604, 1623 (ar-C), 1631 (CO).

MS: m/z (%) = 550(9) [M"], 505 (100) [M* — CHO;], 447 (23) [M* — CHO,
—F4).

Co3H29F308Si 55062
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6.2 Biologische Arbeiten
6.2.1 Verwendete Organismen und Medien

Organsmus

Alle Experimente afolgen mit dem Stamm Penicilli um citreo-viride ATCC 42743

Nahrmedien

Die fur die Stammhaltung und Kultivierung des Organismus verwendeten Nahrlésungen sind
in Tabelle 6-1 zusammengefasd. Sie werden je 30 min bei 121 °C autoklaviert. Zur Kultur
auf Agar-Platten werden die Medien jeweils vor dem Autoklavieren mit Agar (20 dL)

versetzt.

Substanz Malz- Czgpek-Dox- ATCC Qulture Stegp-Medium
Medium Medium Medium 313

Malzextrakt  (g/L) 10.0 - - -
Hefeextrakt  (g/L) 4.00 - - -
Glucose (g/L) 4.00 - - -

NaNO; (g/L) - 3.00 3.00 3.00
KClI (g/L) - 0.50 0.50 0.50
MgSO,x7H,O (g/L) - 0.50 0.50 0.50
FeSO,x7H,O (g/L) - 0.01 0.01 0.01
K:HPO, (/L) - 1.00 1.00 1.00
Sucrose (g/L) - 30.0 200 30.0
CornSteep (g/L) - - - 10.0
Liquor

Tabelle6-1:  Ubersicht iiber die Zusammensetzung der verwendeten Nahrmedien.

6.2.2 Stammhaltung und Kultivierung

Sammhaltung

Die Stammhaltung erfolgt auf Agar-Platten mit Medium 1. Der Organismus wird alle vier
Wochen auf eine neue Agar-Platte Uberimpft und 10d bei 30 °C inkubiert. Die Lagerung der
dicht bewadsenen Platte efolgt bel Raumtemperatur.
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Spaenisolierung

Eine mit dem Organismus bewadsene Agar-Platte wird mit einer 0.9 %igen Salineldsung
(8 mL) versetzt, und de Sporen werden mit einem Glasgatel abgeschabt. Die so erhatene
Sporenlésung wird mit Glycerin (30 %, v/v) versetzt und bei —20 °C gelagert.

Bestimnung cer Lebendkeimzahl

Zur Bestimmung der Lebendkeimzahl wird de Sporenlésung verdinnt und jeweils 100 pL
der LOosung auf eine Agar-Platte ausgestrichen. Nadh Inkubation fur 5 d bei 30 °C werden die
gebildeten Kolonien ausgezdlt. Die Lebenkeimzahl beredhnet sich dann folgendermalen:

Lebendkeimzahl = KolonienzahlxVerdinnurgx10

Gleichung 6-1: Bestimmung der Lebendkeimzahl in einer Sporenl dsung.

In einem représentativen Experiment werden Lebendkeimzahlen in der Gré3enordnung von

1-4 x 10" pro mL Sporenlésung gefunden.

Agar-Kultur

Eine Agar-Platte aus Malz-Medium wird mit Sporenlésung (100 pL) angeimpft und far 10 d
bei 30 °C inkubiert. Es bildet sich farbloses Mycd, welches sch innerhalb des Kultivierungs-

zdtraums auf der Unterseite rot-violett verfarbt.

FlUssgkultur

Malzmedium (100 mL) in einem Erlenmeyerkolben mit 2 Schikanen wird mit Sporenldsung
(1 mL) angeimpft und fir 10 dbei 30 °C und 120rpm inkubiert. Es bildet sich ein grofe An-

zahl kleiner Mycdpellets, die sich innerhalb des Kultivierungszatraums rot-violett verfarben.
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6.2.3 Medienoptimierung

Medienvergleich

Zum Vergleich der vier oben aufgefihrten Nahrlosungen werden Agar-Platten aus den je-
weiligen Medien mit Sporenldsung (10 pL) angeimpft und bei 30 °C fir 14 dinkubiert. Zur
Bestimmung der Wadhstumsgeschwindigkeit wird der Durchmesser des Mycds zu verschie-
denen Kultivierungszatpunkten vermesen. In Tabelle 6-2 sind de Ergebnise aisammenge-
fasd.

Medium Wadstumsrate [mm/d]  Verfarbung
Malz-Medium 8.13 rot-violett
Czgpek-Dox-Medium 6.95 -
ATCC Qulture Medium 313 6.68 -
Stegp-Medium 8.72 -

Tabelle6-2:  Medienvergleich.

Versuche zur Beanflusaung der Groélie der Mycd-Pell ets

Methode A: Ein von einer Agar-Kultur entnommenes, 2 cm? grofRes Mycdstiick wird in einem
Zentrifugenréhrchen mit Malz-Medium (10 mL) sowie Glasperlen versetzt und anschlief3end
1 min in der Hand geschittelt. Ein 500 mL Erlenmeyerkolben mit Malz-Medium (100 mL)
wird mit 1 mL der so behandelten Nahrlésung angeimpft und fir 10 dbei 30 °C und 120rpm

inkubiert. Es bilden sich wenige farblose Mycdpellets von his zu 25mm Durchmesser aus.

Methode B: Ein 500 mL Erlenmeyerkolben mit Malz-Medium (100 mL) wird mit einem aus
einer Agar-Kultur entnommenen, 2 cm? groRen Mycdstiick angeimpft und fir 10 d bei 30 °C
und 120rpm inkubiert. Nach 3, 4 und 5 d werden die gebildeten Mycdpellets mit Hilfe enes
Dispergierwerkzeuges (IKA-Ultra-Turrax) fir 1 min bel 28000 rpm zerkleinert. Das © be-
handelte Mycd verfarbt sich wahrend der Kultur rot-violett.

Methode C: Ein 500 mL Erlenmeyerkolben mit Maz-Medium (100 mL) wird mit Sporen-
l[6sung (1 mL) angeimpft und fir 10 d bei 30 °C und 120rpm inkubiert. Es bildet sich eine
grof3e Zahl kleiner Mycdpellets, die sich wahrend der Kultur rot-violett verfarben.
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Methode D: Ein 500 mL Erlenmeyerkolben mit Maz-Medium (100 mL), welches mit
Carbopol 974 PNF” (2 g/L) supdementiert ist, wird mit Sporenlésung (1 mL) angeimpft und
fur 10 dbei 30 °C und 120rpm inkubiert. Es wird ein disperses Wadstum beobadtet, bei
dem sich das Mycd wahrend der Kultur braun verfarbt.

6.2.4 Wachstumscharakterisierung

Bestimmung einer Wachstumskurve tber die Biotrockenmasse

Erlenmeyerkolben (500 mL) mit Malz-Medium (100 mL) werden mit Sporenlésung (je 1 mL)
angeimpft und far 14 dbe 30 °C und 120 rpm inkubiert. Zur gravimetrischen Biotrocken-
massenbestimmung werden zu bestimmten Zeitpunkten die Mycdpellets vom Kulturmedium
getrennt und bis zur Gewichtskonstanz bei 110 °C getrocknet.

Bestimnmungeiner pH-Kurve
Erlenmeyerkolben (500 mL) mit Malz-Medium (100 mL) werden mit Sporenlésung (je 1 mL)

angeimpft und for 14 dbei 30 °C und 120rpm inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten wird
Kulturmedium (3 mL) enthommen und der pH-Wert bestimmit.

6.2.5 Aufbau eines Analytik-Assays

Verwendete Ger ate

Reversed-Phase HPL C erfolgt auf einem HP Serie 1100 System der Firma Hewlett Padkard
Company, Palo Alto, USA, mit einer LiChrospher® 100 RP-18-EC Saule (250 x 3 mm; 5 pm
PartikelgroRe) der Firma CS Chromatographie Service GmbH verwendet. Als Vorsaule wird
eine LiChrospher® 100 RP-18-EC Saule (20 x 3 mm; 5 pm Partikelgrée) der Firma CS
Chromatographie Service GmbH eingesetzt Die Saulentemperatur betragt 20 °C. Die Meta
bolite werden Uber einen Photodiodenarraydetektor (DAD) bel einer Wellenldnge von A =
270 nm und Uber einen Fluoreszenzdetektor (FLD) mit einer Anregungswellenlénge von Ag =
270 nm und einer Emissonswellenlange Aoy = 600 nm detektiert. Das Injektionsvolumen
betragt 5 L. Als mobile Phase wird ein Acetronitril/Wasser-Gemisch (65 % : 35 %) bei einer

Flusgate von 0.5 mL/min verwendet.

" Carbopol wurde freundlicherweise von der Noveon Pharma GmbH & Co. KG, Raubling zur Verfiigung
gestellt.
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I soli erung von Naturstoffen

10 Erlenmeyerkolben (500 mL) mit Malz-Medium (100 mL) werden mit Sporenlésung (je
1 mL) angeimpft und fir 14 dbei 30 °C und 120rpm inkubiert. Anschlief3end wird das Mycd
vom Kulturmedium getrennt und mit Wasser gewaschen (1000mL). Der Rickstand wird mit
einem Gemisch aus Chloroform und Methanol (1:1, v/v) extrahiert (1000mL). Das L6sungs-
mittel wird unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in Chloroform (250 mL) auf-
genommen und mit Wasser (100 mL) versetzt. Die wasgige Phase wird mit Chloroform
extrahiert (3 x 100 mL), die vereinigten organischen Phasen Uber Magnesumsulfat ge-
trocknet, und das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Nach Reinigung
9:1)

durch préparative Dunnschichtchromatographie an Kieselgel (Chloroform:Aceton
werden folgende Metabolite isoliert:

(R)-semi-Vioxanthin (R)-102

Kulturdauer: 2d
Konzentration: 22 mg/L
Ry 0.56 (Chloroform:Aceton = 9:1).

'H-NMR (CDCl3): & = 1.55 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H, CHs), 2.96 (m, 2H, CH,), 3.87 (s, 3H,
OCHj3), 4.73 (m, 1H, CH), 6.51 (d, *J = 2.2 Hz, 1H, ar-H), 6.56 (d, *J =
2.2 Hz, 1H, ar-H), 6.87 (s, 1H, ar-H), 9.47 (s, 1H, OH), 13.76 (s, 1H,
OH).

HPLC: R: =8.9 min
UV (Aceonitril) [nm] (rel. Abs.) = 220(0.3), 260(1.0), 310(0.1), 370

(0.2).

CD (Acdonitril): A (Mol. CD) [nm] = 363 (+2.9), 322(+2.6), 264(-11.0), 218(-8.1).
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Xanthomegnin 105

Kulturdauer:

Konzentration:

R

'H-NMR (CDCly):

HPLC:

Rubrosulphin 190

Kulturdauer:

Konzentration:

R

'H-NMR (CDCly):

HPLC:

2d

10 mg/L

0.26 (Chloroform:Aceton = 9:1).

& =1.55(d, 3 = 6.3 Hz, 6H, 2 x CH3), 3.03 (m, 4H, 2 x CH,), 4.14 (s
6H, 2 x OCHs), 4.66 (M, 2H, 2 x CH), 7.49 (s, 2H, 2 x ar-H), 1317 (s,
2H, 2 x OH).

Ri=5.2min
UV (Acetonitril) [nm] (rel. Abs.) =230(1.0), 290(0.3), 406(0.2).

7d

6 mg/L

0.23 (Chloroform:Aceton = 9:1).

d=155(d, 3 = 6.3 Hz, 6H, 2 x CH3), 3.06 (m, 4H, 2 x CH,), 4.17 (s,
3H, OCHj3), 4.68-4.81 (m, 2H, 2 x CH), 6.93 (s, 1H, ar-H), 7.06 (s, 1H,
ar-H), 7.68 (s, 1H, ar-H), 1279 (s, 1H, OH), 1341 (s, 1H, OH).

R: =9.9 min

UV (Aceonitril) [nm] (rel. Abs) = 226 (0.4), 280 (1.0), 360 (0.1),

420(0.2).

KBr, v = 3423(s), 2924(s), 1729(s9, 1640(s9, 1255(s9, 1123(9).
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CD (Aceonitril):

Viomellein 104

Kulturdauer:

Konzentration:

R

HPLC:

HPLC-Assay

A (Mol. CD) [nm] = 469 (-0.6), 425 (-0.5), 364 (+0.7), 282 (-3.4), 259
(+2.0), 209(-3.9).

7d

<1 mg/L

0.10 (Chloroform:Aceton = 9:1).

R:=3.5min
UV (Acetonitril) [nm] (rel. Abs.) =225(0.8), 264(1.0), 395(0.4).

Erlenmeyerkolben (500 mL) mit Malz-Medium (100 mL) werden mit Sporenlésung (je 1 mL)
angeimpft und for 7 d bei 30 °C und 120rpm inkubiert. Nach verschiedenen Kultivierungs-

zaten wird das Mycd vom Kulturmedium getrennt und mit Wasser gewaschen (2 x 50 mL).
AnschlieRend wird der Rickstand mit einem Gemisch aus Chloroform und Methanol (1:1,

v/v) extrahiert (100 mL), und das Loésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

Nacd sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Chloroform/Essgsaure =98:2) und

Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird der Rickstand in Chloroform (1 mL) auf-

genommen und auf der HPL C untersucht.
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6.3 Biosyntheseuntersuchung en
6.3.1 Synthese von *C-markiertem semi-Vioxanthin

Synthese der *C-markierten Orselli nsaurederivate

[ O**CH3] - 2-Hydr oxy-4-methoxy-6-methyl benzoesiuremethylester (192). Die Synthese afolgt
analog zu der von 131 (siehe S. 126). (2,4-Dihydroxy-6-methylbenzoesduremethylester (130)
(1.00 g 5.50 mmol), Kaiumcarbonat (1.52 g 11.0 mmol) und [**C]-lodmethan (>99 % **C)
(0.3 mL, 550 mnol)). Nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Iso-
hexan/Essgsauredhylester = 8:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von
53 °C erhalten. Ausbeute: 827 mg (4.20 mmol, 76 %).

Ry 0.16 (Isohexan/Essgsaureehylester = 8:1).
'H-NMR (CDCl3): &= 2.51 (s, 3H, CHs), 3.81 (d, *2Jcy = 1446 Hz, 3H, O'3CHs), 3.94 (s,
3H, OCHs), 6.29 (d, *J = 2.6 Hz, 1H, ar-H), 6.34(d, *J= 2.6 Hz, 1H, ar-

H), 11.80 (s, 1H, OH).

3C-NMR (CDCl3): & = 243 (CHs), 51.8 (OCH3), 55.3° (OCHs), 986, 1052, 1112, 1431,
163.9, 1652 (ar-C), 1722 (CO).

GCMS: Rt = 10.6 min (TemperaturprogrammA)
m'z (%) = 197 (44) [M*], 165 (100 [M* — CH,0], 137 (39) [M* —
CH,O-CQ].

Co"*CH 1,0, 197.19

[ O*CH3] -2-Benzyl oxymethoxy-4-methoxy-6-methylbenzoesauremethylester  (193.  Die
Synthese efolgt analog zu der von 132 (siehe S. 126). ([O"*CHs]-2-Hydroxy-4-methoxy-6-
methylbenzoesduremethylester (192 (700 mg, 3.55 mmol), Natriummethylat (675 mg, 12.5
mmol), Triethylamin (1.0 mL, 7.14 mmol) und Benzylchlormethylether (0.7 mL, 5.36
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mmol)-). Nadc siulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Essgsiure-
ethylester = 2:1) wird ein farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 918 mg (2.90 mmol, 82 %).

Ry 0.29 (Isohexan/Essgsaureeghylester = 2:1).

'H-NMR (CDCl3): & = 2.32 (s, 3H, CHs), 3.79 (d, ey = 1442 Hz, 3H, O'3CHs), 3.92 (s,
3H, OCH3), 4.74 (s, 2H, CH>), 5.29 (s, 2H, CH,), 6.43(d, “J = 2.2 Hz,
1H, ar-H), 6.50 (d, “J = 2.2 Hz, 1H, ar-H), 7.32-7.39 (m, 5H, ar-H).

13C-.NMR (CDCl3): & = 19.9 (CH3), 52.0 (OCHs), 55.3° (OCHs), 69.9 (CH,), 92.5 (CH,),
99.1, 1087, 117.3, 1278, 1280, 1284, 1370, 1381, 1557, 1611 (ar-
C), 1686 (CO).

GCMS: R; = 14.5 min (TemperaturprogrammA)
m'z (%) = m/z (%) = 317 (18) [M"], 287 (67) [M" — CH30], 255 (44)
[M* — CH30 — CH30], 227 (30) [M* — CH30 — CH30 — CO], 164 (39)
[M* — CH30 — CH30 — C;H4], 91 (100 [C/H;™], 65(24) [CsH5'].

C173CH 005 31734

Tandcem-Michael -Reaktionen

(R)-[ O**CH3] -3,4-Dihydro-9-benzyl oxymethoxy-10-hydr oxy-7-methoxy-3-methyl - 1H-
naphhq| 2,3-c] -pyran-1-on (R)-(194). Die Synthese efolgt analog zu der von (rac)-140(siehe
S. 134). (Diisopropylamin (0.7 mL, 4.80 mmol), 1.6 M n-Butyllithium-Ldsung in Hexan (3.0
mL, 4.80 mnol), [OCHs]-2-Benzyloxymethoxy-4-methoxy-6-methylbenzoesiuremethyl-
ester (193 (632 mg, 1.99 mmol) und (R)-5,6-Dihydro-4-methoxy-6-methyl-2H-pyran-2-on
(R)-(144) (426 mg, 3.00 mnmol)). Nadch sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Isohexarn/Essgsaureahylester = 2:1) wird ein farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 197 mg (0.50
mmol, 25 %).

Ry 0.20 (Isohexan/Essgsaureehylester = 2:1).

" Diese Angabe beziehen sich auf eine 60 %ige Benzyl chlormethylether-L ésung.
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'H-NMR (CDCl3): & =1.53(d, %J = 6.3 Hz, 3H, CHs), 2.96 (m, 2H, CH,), 3.88(d, *Jcy =
144.2 Hz, 3H, OCHs), 4.70 (m, 1H, CH), 4.86 (s, 2H, CH,), 5.46 (s, 2H,
CH,), 6.65 (d, *J = 2.3 Hz, 1H, ar-H), 6.66 (d, “J = 2.3 Hz, 1H, ar-H),
6.85 (s, 1H, ar-H), 7.30-7.38 (m, 5H, ar-H), 13.12 (s, 1H, OH).

13C-NMR (CDCl3): & =20.8 (CHs), 35.0 (CH,), 55.4° (OCHs), 70.3 (CH,), 75.7 (CH), 93.2
(CH,), 1006, 1007, 1031, 1113, 1152, 127.8, 1281, 1284, 1341,
1371, 1413, 157.6, 1615, 1640 (ar-C), 1713 (CO).

[0]?: -3.2 (¢ =1.00, CHCly).

Cu23CH 056 39541

(S)-[ O**CH3] -3,4-Dihydro-9-benzyl oxymethoxy-10-hydr oxy- 7-methoxy-3-methyl-1H-napttho-
[2,3-c]-pyran-1-on (S)-(194). Die Synthese efolgt analog zu der von (rac)-140(siehe S. 134).
(Diisopropylamin (0.8 mL, 6.00 mnol), 1.6 M n-Butyllithium-L6sung in Hexan (3.1 mL, 5.00
mmol), [O*CHj]-2-Benzyloxymethoxy-4-methoxy-6-methylbenzoesiuremethylester (193
(632 mg, 1.99 mmol) und (S-5,6-Dihydro-4-methoxy-6-methyl-2H-pyran-2-on (S)-(114)
(426 mg, 3.00 mmol)). Nad sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Iso-
hexan/Essgsaureghylester = 2:1) wird ein farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 103 mg (0.26

mmol, 13 %).

Die analytischen Daten stimmen mit den bei (R)-218 angegebenen Daten Uberein.

Schutzgruppenabspaltungen

(R)-[ O**CH3] -3,4-Dihydro-9,10-dihydroxy-7-methoxy-3-methyl-1H-naptthd 2,3-c] -pyran-1-
on (R)-(192). Die Synthese afolgt analog zu der von (rac)-102 (siehe S. 137). ((R)-[O**CH3]-
3,4-Dihydro-9-benzyloxymethoxy-10-hydroxy-7-methoxy-3-methyl-1H-naphtho[ 2,3-c]-pyran
-1-on (R)-(194) (128 mg, 0.32 mmol), und Pd/C (30 mg)). Nach Reinigung duch praparative
Dunnschichtchromatographie an Kieselgel (Toluol/Essgsaureehylester/Essgsaure = 50:49:1)
wird ein griner Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 163 °C erhalten. Ausbeute: 69 mg
(0.25 mmol, 78 %).
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Ry 0.62 (Toluol/Essgsaureghylester/Essgsaure =50:49:1).

'H-NMR (CDCl3): &= 1.54(d, %J = 6.3 Hz, 3H, CHs), 2.95 (m, 2H, CH,), 3.88(d, *Jcy =
1442 Hz, 3H, OCHg), 4.73 (m, 1H, CH), 6.50 (d, “J = 2.2 Hz, 1H, ar-
H), 6.54 (d, “J = 2.2 Hz, 1H, ar-H), 6.85(s, 1H, ar-H), 9.44 (s, 1H, OH),
13.75(s, 1H, OH).

13C-NMR (CDCl3): &=20.7 (CH3), 36.6 (CH,), 55.4 (OCH3), 70.0 (CH,), 76.5 (CH), 99.2,
1014, 1081, 1159, 1330, 1404, 1584, 1627 (ar-C), 1714 (CO).

GCMS: R: = 14.7 min (TemperaturprogrammA)
m'z (%) = 275 (100 [M™], 257 (67) [M* — HxQ], 229 (33) [M* —
C:HeQ].

C14%CH140s5 27526

(9)-[ O**CH3] -3,4-Dihydro-9,10-dihydroxy-7-methoxy-3-methyl-1H-naptthd 2,3-c] -pyran-1-
on (S)-(192). Die Synthese afolgt analog zu der von (rac)-102 (siehe S. 137). ((S)-[O**CH3)-
3,4-Dihydro-9-benzyloxymethoxy-10-hydroxy-7-methoxy-3-methyl-1H-naphtho[ 2,3-c]-pyran
-1-on (9-(194) (103 mg, 0.26 mmol), und Pd/C (20 mg)). Nach Reinigung duch praparative
Dunnschichtchromatographie an Kieselgel (Toluol/Essgsaureahylester/Essgsaure = 50:49:1)
wird ein griner Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 163 °C erhalten. Ausbeute: 25 mg
(0.09 mmol, 35 %).

Die analytischen Daten stimmen mit den bei (R)-191 angegebenen Daten Uberein.

6.3.2 Verimpfungsexperimente

Verwendete Nahrmedien

Die fur die Verimpfungsexperimente verwendeten Nahrlésungen sind in Tabelle 6-3 zusam-
mengefass. Pro 100 mL des verwendeten Mediums wird eine Lésung von **C-markiertem
semi-Vioxanthin (R)-191 (3 mg) in DMSO (2 mL) zugesetzt und 30 min bel 121 °C

autoklaviert.
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Substanz Maz-Medium Carbopol-supdementiertes
Malz-Medium
Malzextrakt (g/L) 100 100
Hefeextrakt (g/L) 4.00 4.00
Glucose  (g/L) 4.00 4.00
Carbopol  (g/L) - 2.00

Tabelle6-3:  Ubersicht der fiir die Verimpfungsexperimente verwendeten Nahrlésungen.

Kultivierung ad Malz-Medium

5 Erlenmeyerkolben (500 mL) mit Malz-Medium (100 mL), welche jeweils eine Lésung von
(R)-191 (3 mg) in DMSO (2 mL) enthalten, werden mit Sporenlésung (1 mL) angeimpft und
fur 10 d be 30 °C und 120 rpm inkubiert. Es bildet sich eine geringe Zahl groler
Mycdpellets, die sich wahrend der Kultur nicht verfarben.

Durch Extraktion des Kulturmediums mit Chloroform konrte das eingesetzte **C-markierte

semi-Vioxanthin zurtickerhalten werden.

Kultivierung ad Carbopd-suppementiertem Malz-Medium

5 Erlenmeyerkolben (500 mL) mit Carbopol-suppgementiertem Malz-Medium (100 mL),
welche jeweils eine Losung von (R)-191 (3 mg) in DMSO (2 mL) enthalten, werden mit
Sporenlésung (1 mL) angeimpft und fir 10 dbei 30 °C und 120rpm inkubiert. Es bildet sich
eine grol¥e Zahl kleiner Mycdpellets, die sich wahrend der Kultur nicht verfarben.

Durch Extraktion des Kulturmediums mit Chloroform konnte das eingesetzte **C-markierte

semi-Vioxanthin zurtickerhalten werden.
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6.4 Circulardichroismus als Screeningverfahren

6.4.1 Verwendete Gerate und Chemikalien

CD-Spektren werden mit einem Spedrapolarimeter J810 d&r Firma Jasco International Co.
Ltd., Tokyo, Japan mit folgenden Parametern gemessen: Lange der Zelle = 0.5 cm,
Empfindlichkeit = Standard, Mesgyeschwindigkeit = 100 nm/min, Data Pitch = 1 nm,
Bandbreite 2 nm, Response = 2 se¢ Akkumulation = 4. Angegeben ist der Molekulare

Circulardichroismus (Moal. CD).

FDCD-Spektren werden mit einem Spedralpolarimeter J-810 der Firma Jasco International
Co. Ltd., Tokyo, Japan mit folgenden Parametern gemessen: Lange der Zelle = 1 cm
(spezelle Zele fur die Fluoreszenzmesaungen), Empfindlichkeit = Standard, Mess
geschwindigkeit = 100 nmymin, Data Pitch = 1 nm, Bandbreite 4 nm, Response = 2 sec
Akkumulation = 4. Angegeben ist der Molekulare Circulardichroismus (Mol. CD).

Die verwendeten Enzyme werden von der Firma Fluka aus dem , Lipasen Basic Kit* (Fluka-
Nr.: 62327 bezogen.

6.4.2 Lipasen-katalysierte Acylierung von meso-Cyclohexandiol

Darstellung der Acylierungsreagenzien

2-Naphthoesaureghoxyvinylester (208). Unter Schutzgas (Ar) wird eine Lésung von 2-
Naphthoesdure (206) (861 mg, 5.00 mmol) und [RuCl,(p-Cumol)], (15 mg, 0.02 mmol) in
trockenem Toluol (8 mL) bei 0 °C tropfenweise mit einer Ldsung von Ethoxyaceylen
(1.2 mL, 5.00 mmol) in trockenem Toluol (2 mL) versetzt. Anschlief3end wird das Re&tions
gemisch auf Raumtemperatur erwarmt und 20 h gertihrt. Das Ldsungsmittel wird unter ver-
mindertem Druck entfernt. Nadh saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Iso-
hexan/Essgsauredhylester = 4:1) wird ein gelber Feststoff mit einem Schmelzpunkt von
50 °C erhalten. Ausbeute: 664 mg (2.74 mmol, 55 %).

Ry 0.57 (Isohexan/Essgsaureghylester = 4:1)



Experimenteller Teil

173

'H-NMR (CDCly):

13C-NMR (CDCly):

GCMS:

C15H1403

5=1.41(t, 3 =7.1Hz 3H, CHs), 3.93(d, 2J = 3.4 Hz, 1H, CH), 4.00
(q, )= 7.1 Hz, 2H, CH,), 4.03(d, 2J = 3.4 Hz, 1H, CH), 7.54-7.66 (m,
2H, ar-H), 7.91 (dd, 3J = 8.2 Hz, *J = 2.9 Hz, 2H, ar-H), 7.98 (d, 3J =
8.2 Hz, 1H, ar-H), 8.11(dd, 3= 8.2 Hz, “J= 1.9 Hz, 1H, ar-H), 8.70 (s,
1H, ar-H).

& = 14.2 (CHg), 65.1 (CH,), 722 (CH,), 1254, 1261, 1268, 1278,
1283, 1287, 1295, 1321, 1324, 1359 (ar-C), 1575 (Cy), 1639 (CO).

Rt = 12.7 min (Temperaturprogramm A)

m/'z (%) = 242 (6) [M*], 200(3) [M* — C;H,Q], 172(9) [M* — C;H,0 —
CzHg], 155(100) [M* — C,H,0 — CoHgs — OH], 127(92) [M* — C,H,0 —
CoHs—OH - CQl, 77 (30) [CeH5'].

24227

Benzoesdureghoxyvnylester (209. Die Synthese efolgt analog zu der von 208. (Benzoe-
saure (207) (610 mg, 5.00 mmol), [RuCl,(p-Cumol)], (15 mg, 0.02 mmol) und Ethoxy-
acdylen (1.2 mL, 5.00 mmol)). Nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Isohexarn/Essgsaureghylester = 10:1) wird ein gelbes Ol erhalten. Ausbeute: 646 mg

(3.36 mmol, 67 %).

R

'H-NMR (CDCly):

13C-NMR (CDCly):

GCMS:

0.41 (Isohexan/Esdggsaureehylester = 10:1)

5=1.38(t, )= 7.1 Hz, 3H, CH3), 3.89 (d, 2J = 3.7 Hz, 1H, CH), 3.96
(q, 33 = 7.1 Hz, 2H, CH,), 3.97 (d, 23 = 3.7 Hz, 1H, CH), 7.48(t, 3 =
7.8 Hz, 2H, ar-H), 7.62 (m, 1H, ar-H), 8.12 (dd, 3J = 6.8 Hz, ) = 1.2
Hz, 2H, ar-H).

5 =14.1 (CHs), 65.0 (CH,), 72.1 (CH,), 1285, 1289, 1302, 1337 (ar-
C), 1574 (Cy), 1639 (CO).

Rt = 9.5 min (Temperaturprogranm A)
m/'z (%) = 192(2) [M*], 105(100) [C;H50"], 77 (61) [CeHs'].
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C11H1203 19221

Synthese von Vergleichsverbindungen

(rac)-1,2-Cydohexandol 1-(2-naptthoat) (211). Unter Schutzgas (Ar) wird eine Lésung von
meso-1,2-Cyclohexandiol (197) (58 mg, 0.50 mmol), 2-Naphthoylchlorid (210) (96 mg,
0.50 mmol) und N,N-Dimethylaminopyridin (30 mg, 0.25 mmol) in trockenem Pyridin (5 mL)
bei Raumtemperatur 6 h gerihrt. AnschlieRend wird das Reéktionsgemisch mit
Dichlormethan (50 mL) verdinnt und nacheinander mit 2 N Salzsaure (2 x 100 mL) sowie
ges. Natriumhydrogencarbonat-L6sung (100 mL) gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Magnesumsulfat getrocknet, und das Lodsungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt. Nadh sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Iso-
hexan/Essgsauredhylester = 3:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von
96 °C erhalten. Ausbeute: 65 mg (0.24 mmol, 48 %).

Ry 0.27 (Isohexan/Essgsaureghylester = 3:1)

'H-NMR (CDCl3): &= 1.44-1.50 (m, 2H, CH,), 1.69-1.78 (m, 4H, 2 x CH,), 1.98-1.99 (m,
1H, CH), 2.01-2.06 (m, 1H, CH), 2.40 (br, 1H, OH), 4.02 (dt, *J= 7.6
Hz, 3 = 2.7 Hz, 1H, CH), 5.28 (dt, 3J = 7.6 Hz, 3J = 2.7 Hz, 1H, CH),
7.53-7.59 (m, 2H, ar-H), 7.86 (d, 3J = 8.2 Hz, 2H, ar-H), 7.93(d, 3J =
8.2 Hz, 1H, ar-H), 8.06 (dd, 3J = 8.2 Hz, J = 1.8 Hz, 1H, ar-H), 8.61 (s,
1H, ar-H).

3C-NMR (CDCl3): & = 215 (CH,), 21.8 (CH,), 27.3 (CH,), 30.4 (CH,), 69.5 (CH), 74.7
(CH), 1251, 1266, 1275, 127.7, 1281, 1282, 1293, 131.0, 1324,
1355 (ar-C), 1664 (CO).

GCMS: Rt = 14.8 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 270 (23) [M™], 172 (27) [C11HgO,"], 155 (100) [Cy1H,O'],

127(47) [CioH7'], 98 (31) [CeH100].

Ci17H1803 27032
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Die Trennung der Enantiomere efolgte mittels HPLC auf einer Chiralcd OD-H Saule
(Isohexan/2-Propanol = 95:5), R; = 41.9 min und 498 min.

(1R,2R)-trans-1,2-Cydohexandol 1-(2-naphthoa) (213). Die Umsetzung erfolgt analog zu
der von (rac)-211 ((1R,2R)-trans-Cyclohexandiol (212 (58 mg, 0.50 mmol),
2-Naphthoylchlorid (210 (96 mg, 0.50 mmol) und N,N-Dimethylaminopyridin (30 mg,
0.25 mmol)). Nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Isohexan/Essgsaure-
ethylester = 3:1) wird ein farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 135 °C erhalten.
Ausbeute: 53 mg (0.20 mmol, 40 %).

Ry 0.19 (Isohexan/Essgsaureghylester = 3:1)

'H-NMR (CDCl3): & =1.36-1.49 (m, 4H, 2 x CH,), 1.75-1.80 (m, 2H, CH,), 2.12-2.19 (m,
2H, CH,), 2.54 (br, 1H, OH), 3.88 (ddd, 33 = 9.6 Hz, 3= 9.6 Hz, 3 =
4.7 Hz, 1H, CH), 4.93 (ddd, 33 = 9.6 Hz, 33 = 9.6 Hz, 3J = 4.7 Hz, 1H,
CH), 7.53-7.59 (m, 2H, ar-H), 7.86 (d, J = 8.2 Hz, 2H, ar-H), 7.92 (d,
3) = 8.2 Hz, 1H, ar-H), 8.06 (dd, °J = 8.2 Hz, 3] = 1.8 Hz, 1H, ar-H),
8.61(s, 1H, ar-H).

3C-NMR (CDCl3): & = 23.7 (CH,), 23.8 (CH,), 30.0 (CH,), 33.0 (CH,), 72.7 (CH), 78.8
(CH), 1252, 1266, 1275, 127.7, 1280, 1282, 1293, 1311, 1324,
1355 (ar-C), 1668 (CO).

CD (Aceonitril): A (Mol. CD) [nm] =240(-2.2).
C17H1603 27032

(1R,2R)-trans-1,2-Cydohexandol  1-(p-methoxybenzoat)-2-(2-naphthoa) (215. Die
Umsetzung erfolgt analog zu der von (rac)-211 ((1R,2R)-trans-1,2-Cyclohexandiol 1-(2-
naphthoat) (213 (27 mg, 0.10 mmol), p-Methoxybenzoylchlorid (214) (34 mg, 0.20 mnol)
und N,N-Dimethylaminopyridin (12 mg, 0.10 mmol)). Nadch Reinigung duch praparative
Dunnschichtchromatographie an Kieselgel (Isohexan/Essgsduredhylester = 3:1) wird ein
gelbliches Ol erhalten. Ausbeute: 2 mg (5 pmol, 5 %).



176 Experimenteller Tell

Ry 0.19 (Isohexan/Essgsaureghylester = 3:1)

IH-NMR (CDCl3): &= 152-1.66 (m, 4H, 2 x CHy), 1.87 (m, 2H, CH,), 2.29 (m, 2H, CH,),
3.79 (s, 3H, OCHs), 5.28 (m, 2H, 2 x CH), 6.83(d, 3J = 9.0 Hz, 2H, ar-
H), 7.54-7.57 (m, 2H, ar-H), 7.84 (m, 2H, ar-H), 7.92-7.98 (m, 4H, ar-
H), 8.54 (s, 1H, ar-H).

CD (Aceonitril): A (Mol. CD) [nm] =247(-35.1), 235(+39.8).
FDCD (Acetonitril): A (Mol. CD) [nm] = 251(-56.9), 232(+23.1).

C25H2405 40446

Enzymscreening

Lipasen aus folgenden Organismen wurden untersucht: Pseudomonas cepacia, Pseudamonas
fluorescens, Rhizopus niveus, Rhizopus arrhizus, Candda cylindracae, Candda artarctica,

Mucor mihel, Aspergill us niger, Schweineparkreas

Allgemeine Arbeitsvorschrift. Unter Schutzgas (Ar) wird eine Losung von meso-1,2-
Cyclohexandiol (197) (3 mg, 0.03 mmol) und Carbonsaureghoxyvinylester 208 und 209
(0.06 mmol) in trockenem Methyl-tert-butylether (1 mL) mit einer Lipase (50 mg) versetzt
und fir 3 d bei 45 °C und 800 rpm inkubiert. Fir den Aktivitétstest werden 50 uL Probe

entnommen, auf 1 mL mit Dichlormethan verdiinnt und gaschromatographisch untersucht:
1,2-Cydohexandol 1-(benzoat) (216):

'H-NMR (CDCl3): 8= 1.67-1.85(m, 8H, 4 x CH,), 3.99 (dt, 3J = 7.7 Hz, 3 = 3.0 Hz, 1H,
CH), 5.24 (dt, 33 = 7.7 Hz, 3J = 3.0 Hz, 1H, CH), 7.48 (t, °J = 7.8 Hz,
2H, ar-H), 7.58 (m, 1H, ar-H), 8.07 (dd, 3J = 6.8 Hz, “J = 1.2 Hz, 2H,
ar-H).

GCMS: R; = 11.8 min (TemperaturprogrammA)
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M/z (%) = 115(8) [CeH110-], 105(100) [C/H50'], 98 (86) [CsH1dO'],
77 (57) [CeHs].

CD (Aceonitril): A (Mol. CD) [nm] = 235(+0.3).
C13H1603 22026
1,2-Cydohexandol 1-(2-naptthoat) (217):

'H-NMR (CDCl3): &= 1.47-1.52 (m, 2H, CH,), 1.74-1.80 (m, 4H, 2 x CH,), 2.05-2.18 (m,
2H, CH,), 4.05 (m, 1H, CH), 5.29 (m, 1H, CH), 7.57-7.62 (m, 2H, ar-
H), 7.90(d, 33 =8.2 Hz, 2H, ar-H), 7.98(d, *J = 8.2 Hz, 1H, ar-H), 8.07
(dd, 33 =82 Hz, 3= 1.8 Hz, 1H, ar-H), 8.63(s, 1H, ar-H).

GCMS: Rt = 14.8 min (TemperaturprogrammA)
m/z (%) = 270 (23) [M™], 172 (27) [C11HgO,"], 155 (100) [Cy1H,O'],
127 (47) [C1oH7'], 98 (31) [CeH100"].

CD (Aceonitril): A (Mol. CD) [nm] = 238 (+0.6).

Ci17H1803 27032

Umsetzung von enzymatisch-synthetisiertem  1,2-Cydohexandol  1-(2-
naptthoa) (217) mit p-Methoxybenzoesauredlorid

Die Umsetzung erfolgt analog zu der von (R,R)-215 ((1,2-Cyclohexandiol 1-(2-naphthoat)
(217 (3 mg, 0.01 mnwol), p-Methoxybenzoylchlorid (214) (7 mg, 0.04 mnol) und N,N-
Dimethylaminopyridin (1.2 mg, 0.01 mnol)). Nad Reinigung duch préparative
Dunnschichtchromatographie an Kieselgel (Isohexan/Essgsduredhylester = 3:1) wird ein
gelbliches Ol erhalten. Ausbeute: 2 mg (5 pmol, 50 %).

Ry 0.19 (Isohexan/Essgsaureghylester = 3:1)
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'H-NMR (CDCl3): &= 1.56-1.63 (m, 4H, 2 x CH,), 1.87-1.91 (m, 4H, 2 x CH,), 2.13 (m,
2H, CH5), 3.85 (s, 3H, OCHs), 5.44 (m,2H, 2 x CH), 6.89 (d, 31 = 9.0
Hz, 2H, ar-H), 7.56-7.60 (m, 2H, ar-H), 7.88 (m, 2H, ar-H), 7.98-8.05
(m, 4H, ar-H), 8.56 (s, 1H, ar-H).

CD (Aceonitril): A (Mol. CD) [nm] = 256(-1.1), 231(+1.9).

C25H2405 40446

CD-Titrationsexperiment

Eine Losung des Reé&ktionsgemisches der enzymatischen Acylierung von meso-1,2-
Cyclohexandiol (197) mit 2-Naphthoesiureghoxyvinylester (208 (c = 1.5x10° M bezogen
auf das Acylierungsprodukt in der Mischung) in Aceonitril (3 mL) wird mit 1 pL, 2 pL,
5 uL und 10 uL einer Losung von (1R,2R)-trans-1,2-Cyclohexandiol 1-(p-methoxybenzoat)-
2-(2-naphthoat) (215 (c =4.5x10* M) in Acetonitril versetzt und de jeweili gen CD-Spektren

gemessen.
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7 Rontgenstrukturanalyse

Kristallographische Daten der Verbindung (M)-(-)-167

H3CO

H3CO O OR* HaC

CH3

Hac, ¢Hs

O CO,CH3
OR* S

CO,CH3
CHg3

(M)-(-)-167

Abbildung 7-1:  Kristall struktur von (M)-(-)-167.

CHs

CO,CH;
HyCO ‘ OR*
R*O O OCH,

HyCO,C

CHs

struktur in Keilstrichformel

1. Uberfiihrung der Réntgen-

2. Drehung der Keilstrichformel
um 90° im Uhrzeigersinn

2
OCH,

2" 1
®\ico —or"

OR* )M
1)

3. Blickrichtung entlang
der Biarylachse

Abbildung 7-2:  Bestimmung der absoluten Konfiguration von Verbindung (M)-(-)-167.
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Crystal data and structure refinement:

Empirical formula CaoHisOra

Formula weight 750.77

Temperature 123(2) K

Wavelength 0.71073 A (MoK a)

Crystal system, space group Monoclinic, P2 1 (No.4)

Unit cell dimensions a=10.5732(2) A a =90 deg.
b =16.5829(3) A B =105.317(1) deg.
¢ =11.0339(2) A y =90 deg.

Volume 1865.906) A 3

Z, Calculated density 2, 1.336 Mg/m  *®

Absorpt ion coefficient 0.101 mm !

F(000) 796

Crystal size 0.40 x 0.35 x 0.30 mm

Diffractometer Nonius KappaCCD

Theta range for data collection 2.67 to 25.35°

Limiting indices -12 <h <12, -19 £k £19, -10 < < 13

Reflections collected / unique 20007 /6614 [R(int) = 0.0353]

Completeness to © =25.35 99.1 %

Absorption correction None

Refinement method Full - matrix least -squareson F 2

Data / restraints / parameters 6614 /165 /483

Goodness - of -fiton F 2 1.061

Final R indices [I>2 o(D] R1 =0.0428, wR2 = 0.1092

R indices (all data) R1 = 0.0486, wR2 = 0.1132

Absolute structure parameter 0.2(8); cannot be determined reliabl.

Largest diff. peak and hole 0.390and -0.432e. A3
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Atomic coordinates (x 10 ) and equivalent isotropic displacement parameters

(A? x 10 3). U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized
Uij tensor.
y z U(eq)
o) 549(2) 4419(1) 2609(2) 38(1)
C(1) 1808(2) 4820(2) 3126(2) 31(1)
C(2) 2738(3) 4187(2) 3886(3) 39(1)
C(3) 2898(3) 3612(2) 2821(2) 39(1)
C(4) 21 08(2) 4029(1) 1594(2) 30(1)
C(5) 687(3) 3959(2) 1616(3) 33(1)
0(5) -227(2) 3607(1) 954(2) 43(1)
C(6) 2299(2) 4943(1) 1929(2) 27(1)
C(7) 1416(3) 5493(2) 958(3) 37(1)
C(8) 3706(3) 5235(2) 2152(3) 40(1)
C(9) 2401(3) 3739(2) 395(3) 35(1)
C(10) 1496(2) 5572(2) 3761(2) 33(1)
0(10) 527(2) 5969 1) 3383(2) 54(1)
0(11) 2464(2) 5752(1) 4802(2) 24(1)
C(11) 2223(2) 6406(1) 5523(2) 22(1)
C(12) 1669(2) 6238(1) 6520(2) 24(1)
C(13) 1525(2) 6877(2) 7300(2) 28(1)
C(14) 1921(2) 7653(2) 7066(2) 27(1)
C(15) 2489(2) 7794(1) 6088(2) 23(1)
C(16) 2662(2) 7160(1) 5304(2) 20(1)
0o(17) 2911(2) 8530(1) 5808(2 ) 28(1)
C(17) 2825(3) 9191(2) 6621(3) 33(1)
C(18) 942(3) 6767(2) 8395(3) 48(1)
C(19) 1327(2) 5399(2) 6796(2) 28(1)
0(19) 1630(2) 5105(1) 7849(2) 46(1)
0(20) 646(2) 5003(1) 5794(2) 38(1)
C(20) 337(3) 4172(2) 6003(3) 47(1)
o) 7381(2) 6554(1) 7585(2) 25(1)
C(1) 6554(2) 5901(1) 6925(2) 22(1)
c(2) 7501(2) 5203(2) 6886(2) 31(1)
C(3) 7930(3) 4935(2) 8281(2) 35(1)
C(4) 7157(2) 5509(1) 8930(2) 28(1)
C(5) 7754(2) 6327(1) 8828(2) 25(1)
o(5) 8457(2) 6737(1) 9619(2) 36(1)
C(6") 5830(2) 5624(1) 7911(2) 25(1)
C(7) 4996(2) 6290(2) 8273(2) 32(1)
C(8) 5011(3) 4869(2) 7529(3) 37(1)
C(9) 7128 3 5276(2) 10255(3) 42(1)
C(10) 5730(2) 6154(1) 5661(2) 25(1)
0(10") 5384(2) 5677(1) 4822(2) 54(1)
0o(11) 5361(1) 6933(1) 5561(1) 20(1)
C(11) 4587(2) 7187(1) 4369(2) 19(2)
C(12) 5166(2) 7332(1) 3382(2) 25(1)
C(13) 4354(2) 7578(1) 2215(2) 25(1)
C(14") 3022(2) 7687(2) 2084(2) 26(1)
C(15) 2485(2) 7576(2 ) 3090(2) 27(1)
C(16") 3273(2) 7309(1) 4250(2) 20(1)
o@ar) 1211(2) 7706(1) 3056(2) 42(1)
C@7) 284(2) 7761(2) 1841(3) 43(1)
C(18) 4871(3) 7723(2) 1086(2) 37(1)
C(19) 6589(3) 7261(3) 3544(3) 71(1)
0(19) 7136(4) 7933(2) 3223(4) 47(1)
0(20") 7215(3) 6769(2) 4252(4) 35(1)
C(20) 8623(5) 6822(4) 4524(6) 39(1)
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Bond lengths [A]

O(1) -C(G)  1.374(3) o) -C(G) 1.376(3)
O(1) -C(1)  1.463(3) O(1) -C(1) 1.460(3)
C(1) -C(10)  1.508(3) C(1) -C(10) 1.496(3)
C@) -C(2) 1.528(3) C(1) -C(2) 1.539(3)
C(1) -C(6)  1.554(3) C(1) -C(6) 1.556(3)
C(2) -C(3)  1.558(4) c(@) -c(3) 15 51(4)
C@3) -C(4)  1.552(4) C(3) -C(4) 1.548(3)
C@) -C(5)  1.513(3) C(4) -C(5) 1.513(3)
C(4) -C(9)  1.515(3) C(4) -C(9) 1.520(3)
C() -C(6)  1.561(3) C(4) -C(6) 1.560(3)
C(5) -0(5)  1.198(3) C(5) -0O() 1.198(3)
C(6) -C(8)  1.522(3) C(6) -C(8) 1.518(3)
C(6) -C(7)  1.525(3) C(6) -C(7) 1.530(3)
C(10) - O(10) 1.197(3) C(10) -O(10") 1.198(3)
C(10) - O(11) 1.354(3) C(10) -O(11) 1.346(3)
O(11) - C(11) 1.408(3) 0O(11) -C(11) 1.417(3)
C(11) - C(16) 1.377(3) C(11) -C(16) 1.376(3)
C(11) - C(12) 1.404(3) C(11) -C(12) 1.404(3)
C(12) - C(13) 1.399(3) C(12) -C(13) 1.405(3)
C(12) - C(19) 1.488(3) C(12) -C(19) 1.472(3)
C(13) - C(14) 1.398(3) C(13) -C(14) 1.389(3)
C(13) - C(18) 1.505(3) C(13) -C(18) 1.505(3)
C(14) - C(15) 1.387(3) C(14) -C(15) 1.386(3)
C(15) - O(17) 1.361(3) C(15) -O(17) 1.355(3)
C(15) - C(16) 1.404(3) C(15) -C(16) 1.402(3)
C(16) - C(16") 1.493(3 ) O(17) -C(17") 1.439(3)
O(17) - C(17) 1.434(3) C(19) -0(20") 1.200(4)
C(19) - O(19) 1.222(3) C(19) -0O(19) 1.345(5)
C(19) - 0(20) 1.323(3) 0(20) -C(20) 1.442(6)

0(20) - C(20)  1.450(3)
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Bond angles [°]

C(5) -O(1) -C(1)  106.60(19) C(5) -O(1) -C(1) 105.68(17)
O(1) - C(1) - C(10)  105.56(19) o(1) -c() -c(10) 11 2.47(18)
O(1) -C(1) -C(2) 106.80(02) O(1) -C(1) -C(2) 105.26(18)
C(10) -C(1) -C(2)  120.00(02) C(10) -C(1) -C(2) 114.00(02)
O(1) -C(1) -C(6)  101.67(18) O(1) -C() -C(6) 102.17(17)
C(10) - C(1) -C(6)  116.80(02) C(10) -C(1) -C(6) 117.53(19)
C(2) -C(1) -C(6)  104.20(02) C(2) -C(1) -C(6) 103.96(18)
C(1) -C(2) -C(3)  100.90(02) C(1) -C(2) -C(3) 102.13(19)
C() -C(3) -C(2)  104.20(02) C@) -C(3) -C(2) 103.33(19)
C(5) -C(4) -C(9)  115.00(02) C5) -C@) -C(9) 114.40(02)
C(5) -C(4) -C(3)  105.10(02) C(5) -C(@) -C(3) 103.62(19)
C(9) -C(4) -C(3)  115.70(02) C(9) -C(@) -C(3) 115.90(02)
C5) -C(4) -C(6)  97.91(19) C(5) -C(@) -C(6) 98.63(18)
C(9) -C(4) -C(6)  118.10(02) C(9) -C(@4) -C(6) 118.80(02)
C(3) -C(4) -C(6)  102.68(19) C(3) -C(@) -C(6) 103.09(19)
O(5) -C(5) -O(1)  121.20(02) 0() -C(5) -0O(1) 122.00(02)
O(5) -C(5) - C(4)  132.20(02) 0O(5) -C(5) -C(4) 130.30(02)
O(1) -C(5) -C(4)  106.60(02) O(1) -C(5) -C(4) 107.71(19)
C(8) -C(6) -C(7)  108.30(02) C(8) -C(6) -C(7) 109.99(19)
C(8) -C(6) -C(1)  115.9 0(02) C(8) -C(6) -C(1) 113.50(02)
C(7) -C(6) -C(1)  113.30(02) C(7) -C(6) -C(1) 113.12(19)
C(8) -C(6) -C(4)  114.10(02) C(8) -C(6) -C(4) 115.90(02)
C(7) -C(6) -C(4)  113.50(02) C(7) -C(6) -C(@4) 111.79(19)
C(1) -C(6) -C(4)  91.30(18) C(1) -C(6) -C(4) 91.45(17)
0(10) - C(10) - O(11) 124.00(02) 0(10) -C(10) -0O(11) 123.20(02)
0(10) - C(10) - C(1)  124.40(02) O(10) -C(10) -C(1') 121.30(02)
O(11) - C(10) - C(1) 111.54(19) O(11) -C(10) -C(1) 115.45(19)
C(10) - O(11) - C(11) 116.13(17) C(10) -0O(11) -C(11) 116.42(16)
C(16) - C(11) - C(12) 123.20(02) C(16) -C(11) -C(12) 122.40(02)
C(16) - C(11) - O(11) 118.74(19) C(16) -C(11) -O(11) 116.96(18)
C(12) - C(11) - O(11) 117.70(02) C(12) -C(11) -0O(11) 120.56(18)
C(13) - C(12) - C(11) 117.80(02) C(11) -C(12) -C(13) 118.40(02)
C(13) - C(12) - C(19) 120.70(02) C(11) -C(12) -C(19) 122.20(02)
C(11) - C(12) - C(19) 121.30(02) C(13) -C(12) -C(19) 119.50(02)
C(14) - C(13) - C(12) 119.80(02) C(14) -C(13) -C(12) 119.30(02)
C(14) - C(13)-C(18) 117.80(02) C(14) -C(13) -C(18) 118.20(02)
C(12) - C(13) - C(18) 122.40(02) C(12) -C(13) -C(18) 122.50(02)
C(15) - C(14) - C(13) 120.80(02) C(15) -C(14) -C(13) 121.20(02)
O(17) - C(15) - C(14) 124.20(02) O(17) -C(15) -C(14) 124.90(02)
O(17) - C(15) - C(16) 115.36(19) O(17") -C(15) -C(16) 114.90(02)
C(14) - C(15) - C(16) 120.40(02) C(14) -C(15) -C(16) 120.20(02)
C(11) - C(16) - C(15) 117.90(02) C(11) -C(16) -C(15) 118.40(02)
C(11) - C(16) - C(16)) 121.50(02) C(11) -C(16) -C(16) 122.34(19)
C(15) - C(16) - C(16)) 120.60(02) C(15) -C(16) -C(16) 119.30(19)
C(15) - O(17) - C(17) 117.67(18) C(15) -0O(17) -C(17) 117.53(19)
0(19) - C(19) - O(20) 123.00(02) 0(20) -C(19) -0O(19) 122.20(03)
0(19) - C(19) - C(12) 123.40(02) 0(20") -C(19) -C(12) 120.30(03)
0(20) - C(19) - C(12) 113.60(02) 0(19) -C(19) -C(12) 113.50(03)

C(19) - O(20) - C(20) 115.80(02) C(19) -0(20) -C(20) 117.10(04)
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Anisotropic displacement parameters (A x 10 3). The anisotropic displacement

factor exponent takes the form: -21¢[(ha*) Uy + ...+ 2hk a*b*U 1]

ull u22 u33 u23 ul13 ul12
O(1) 40(1) 46(1) 29(1) -10(1)  13(1) -1(1)
C(1) 331) 35(1) 21(1) -8(1) S11) 6(L)
c(2 57(2) 31(1) 26(2) S5(1)  5(1)  12(1)
C(3) 52(2) 33(1) 26(2) S7(1) 31 1001
C(4) 34(1) 29(1) 25(1) S9(1)  5(1) 1)
C(5) 402 33(1) 27(2) 23(1)  9(1) -3(1)
0BG) 42(1) 49(1) 38(1) Jo(1)  12(1) 14(1)
c(6) 27(1) 31(1) 20(1) -8(1)  0(1) 2(1)
C(7) 46(2) 36(1) 25(2) 7). A1) 5D
c(8) 35(1) 42(2) 38(2) S15(1)  4(1) -3(1)
C(9 38(1) 37(1) 30(2) S17(1)  9(1) - 4(1)
C(10) 38(2) 30(2)  18(1) 2301 2(1) 140
0(10) 50(1) 66(1) 32(1) - 19(1) S14(1)  34(1)
o(11) 25(1) 29(1) 19(1) S1(1) e(1) 81
c(11) 18(1) 31(1) 15(1) S1(1) 3(1) 6(1)
C(12) 20(1) 33(1) 19(1) S2(1)  6(1) -2(1)
C(13) 26(1) 37(1) 24(1) 5(1)  11(1) -2(1)
C(14) 23(1) 36(1) 22(1) 6(1)  9() 31
c(15) 16(1) 30(1) 2 2(1) S201) 201 3()
c(16) 14(1) 32(1) 14(1) 31 1(1) 6(1)
0(17) 32(1) 29(1) 26(1) 23(1)  12(1) O
C(17) 37(1) 33(1) 34(2) -8(1)  15(1) -3(1)
C(18) 68(2) 43(2) 47(2) -8(1)  42(2) -8(2)
C(19) 28(1) 35(1) 26(2) 2301 13(1) 1)
0(19) 69(1) 38(1) 36(1) S2(1)  24(1) -9(1)
0(20) 34(1) 37(1) 40(1) -8(1) 7(1) -6(1)
C(20) 45(2) 35(2) 62(2) -8(1)  17(2) -9(1)
o) 23(1) 29(1) 20(1) 2(1) -2(1) - 4(1)
C(1) 19(1) 23(1) 22(1) 0(1) O -1(1)
c2) 28(1) 33(1)  29(2) S21) 31 9
C(3) 32(1) 36(1) 322) 4(1) 11 12(1)
c(@) 26(1) 32(1) 23(1) 5(1) 11) 3(1)
C(5) 18(1) 34(1) 22(1) 1(1) 2(1) 5(1)
05) 29(1) 46(1) 28(1) - 7(2) -2(1) - 4(1)
c(6) 23(1) 30(1) 22(1) 6(1) 41 1(1)
C(7) 24(1) 46(2) 25(1) 3(1) 41) 8(1)
C(8) 34(1) 35(1) 41( 2)  7(1) 8 -8(1)
C(9) 40(2) 52(2) 30(2) 14(1) 51 1(1)
c(10y 27(1) 20(1) 26(1) 1(1) 3(1) -1(1)
0(10) 80(2) 24(1) 35(1) - 6(1) 25(1)  8(1)
o(11)  18(1) 23(1) 17(1) S1(1) 201 3D
C(1l) 23(1) 17(1) 15(0) S1(1) 1Y) 1)
c(12) 27(1) 27(1) 22(1) S2(1) 91 -3(1)
C(13) 34(1) 20(1) 21(1) -1(1) 10(1) -2(1)
c(14) 32(1) 30(1) 14(1) 3(1) 41  8(1)
c(15) 27(1) 33(1) 20(1) 0(1) 2(1) 12(1)
C(16) 24(1) 22(1) 14(1) S11) A1) 6
0(17) 28(1) 7 7)) 18(1)  7(1) 31 27(1)
C17) 28(1) 71(2) 24(2)  4(1) S1(1)  16(1)
C(18) 48(2) 44(2) 25(2) 4(1) 18(1)  1(1)
C(19) 31(2) 160(4) 25(2) 26(2) 16(1) -9(2)
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