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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Die Na'/K'-ATPase

Die Na'/K'-ATPase oder Natriumpumpe ist ein Membranprotein, welches praktisch in
allen eukaryotischen Zellen zu finden ist. Sie ist fiir den aktiven Transport von
Natrium- und Kalium-lonen durch die Zellmembran verantwortlich. Die dafiir
benotigte Energie wird aus der Hydrolyse von ATP bezogen. Durch diesen Transport
wird ein chemischer und ein elektrischer Gradient iiber die Zellmembran hinweg
erzeugt. Der elektrische Gradient ist essentiell fiir die Aufrechterhaltung des
Ruhepotentials der Zellen und die Aktivitit bei der Anregung von Muskel- und
Nervengewebe. Der chemische Gradient ermdglicht zahlreiche Transportprozesse,

dient also der Verteilung wichtiger Nahrstoffe.

Ein breites Spektrum wichtiger Zellfunktionen wird durch die Na'/K'-ATPase
kontrolliert, wie z.B. die Homeostasis von Ionen, Membranpotential, intrazelluldren
pH, Zellvolumen, Konzentration an freien Calcium-lonen u.a. Durch die
Natriumpumpe werden mehrere wichtige physiologische Prozesse reguliert oder
mallgeblich beeinflusst, wie z.B. Muskelkontraktion, Signalleitung der Nerven,
Retention von Natrium-Ionen in der Niere, Blutdruck usw. Die Na'/K-ATPase wird
von kardiotonischen Glykosiden pflanzlicher Herkunft, wie z.B. Ouabain, Digoxin

usw., spezifisch gehemmt.

1.1.1 Die Proteinfamilie der P-Typ ATPasen

Die Na'/K'-ATPase gehort zur Proteinfamilie der P-Typ ATPasen, die fiir den aktiven
Transport geladener Substrate durch biologische Membrane verantwortlich sind. Der
Name leitet sich von einer Gemeinsamkeit dieser Familie ab, ndmlich dass wéahrend
eines Pumpzyklus die Phosphorylierung durch die y-Phosphatgruppe des ATP an der

Asparaginsidure der stark konservierten Sequenz DKTG stattfindet. Wegen dieses
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gemeinsamen Phosphorylierungs-Mechanismus werden alle P-Typ ATPasen von
Vanadat-Ionen gehemmt, welche isoelektronisch zu Phosphat-lIonen sind.

Die insgesamt acht konservierten Regionen sind vermutlich fiir die Basisfunktionen
aller P-type ATPasen verantwortlich: Bindung von ATP, Phosphorylierung,
Konformationsdnderung durch Energiezufuhr aus der ATP-Hydrolyse und Ionen-
transport. Der Vergleich von Hydropathie-Profilen legt den Schluss nahe, dass die
Membrantopologie der P-Typ ATPasen mit dem transportierten lon korreliert. Dies

fiihrte zu einer Einteilung in drei Gruppen:

e PI1-ATPasen — Schwermetalionen-Pumpen
e P2-ATPasen — andere Metalionen-Pumpen und Phospholipid Translokasen

e P3-ATPasen — K'-Pumpen von Bakterien

Die P1- und P2-ATPasen unterscheiden sich stark in ihren Hydropathie-Profilen,
wihrend die P3-ATPasen strukturelle Gegebenheiten der P1- und P2-ATPasen

aufweisen.[1,2]

-
| B Membran

Cytoplasma

P1-ATPase P2-ATPase P3-ATPase

Abbildung 1-1: Membran Topologie der o-Untereinheit der verschiedenen P-Typ
ATPasen. Die sechs Transmembran-Doménen der Kernstruktur sind in Weill und die
zusitzlichen Segmente sind in Schwarz dargestellt. Die Kreise geben die vermutliche

Position der acht konservierten Sequenzen der P-Typ ATPasen an.

Neben diesen transmembranen Helices bestehen die P-Typ ATPasen noch aus drei
weiteren Doménen, die sich alle im Cytosol befinden; den A (actuator), P
(phosphorylation) und N (nucleotide-bindung) Doménen. Die P-Doméne enthilt die
Stelle fiir die Phosphorylierung, die N-Domine die fiir die Bindung von ATP. Die
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A-Domine stellt den beweglichen Teil des Enzyms bei einer E;-E,

Konformationsdnderung dar.[3]

1.1.2 Der Aufbau der Na'/K'-ATPase

Bei der Na'/K'-ATPase handelt es sich um ein oligomeres Enzym, das aus einer o-
und B-Untereinheit im Verhéltnis 1:1 aufgebaut ist. Eine dritte y-Untereinheit scheint
in einigen Geweben die Aktivitit der Na'/K'-ATPase und die Wechselwirkung mit
Na'- und K "-Ionen zu regulieren.

Fiir die Entfaltung der Enzymaktivitit ist die Bildung des af-Komplexes maligeblich.
Das geloste Protein hat aber eine starke Tendenz zur Assoziation und man erhélt es bei
der Aufreinigung meist als (af3),-Komplex. Es ist allerdings noch nicht geklért, ob das

Protein als a3-, (af3),- oder hoherer Komplex in den Zellmembranen vorliegt.[4]

Abbildung 1-2: Riumliche Struktur der Na'/K'-ATPase. Die Darstellung zeigt die

Kristallstruktur des Heterodimers in einer Aufldsung von 11 A (entnommen aus [5]).

Die Kristallisation der Na'/K'-ATPase gelang in ihrer mit Vanadat gechemmten E,

Konformation. Die Abbildung 1-2 zeigt das Heterodimer der a- und B-Untereinheit
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und dessen Lage in der Membran, (A) ergibt bei einer 90° Drehung im Uhrzeigersinn
(C), (B) wurde mit einem hohern Schwellenwert fiir die Dichte gezeichnet. Im
cytoplastischen Kopf sind drei Bereich zu sehen: Die Nase (nose) und die P- und N-
Dominen. Eine Storung der P-Doméne (*) beruht auf einen Kontakt innerhalb des

Kristalls mit der N-Domine benachbarter Molekiile (Pfeil).[5]

1.1.2.1 Die a-Untereinheit der Na' /K -ATPase

Die a-Untereinheit, die auch die katalytische Einheit des Enzyms darstellt, hat ein
Molekulargewicht von 110-113 kDa, abhidngig von der vorliegenden Isoform a1, a2,
a3 oder 4. Sie besteht aus zehn transmembranen Doméanen M1 bis M10, wobei der
N- und der C-Terminus sich im Cytosol befinden. Eine der Stellen fiir die Interaktion
zwischen der o- und [B-Untereinheit ist zwischen M7 und MS8 lokalisiert. Die
a-Untereinheit enthélt aufBlerdem die Stellen fir die ATP-Bindung, die

Phosphorylierung und die Bindung von Kationen und kardiotonischen Glykosiden.

1.1.2.2  Die B-Untereinheit der Na /K -ATPase

Die B-Untereinheit ist mehrfach glykosyliert und besitzt ein Molekulargewicht von
etwa 60 kDa. Der Proteinanteil liegt dabei zwischen 36 und 38 kDa, abhéngig von der
Isoform B1, B2, oder 3. Die B-Untereinheit durchquert die Membran nur einmal und
der N-Terminus befindet sich auf der intrazelluldren Seite der Membran. Die genaue
Funktion dieser Untereinheit ist noch nicht vollstindig geklért. Es konnte aber gezeigt
werden, dass sie bei der Entwicklung des Enzyms eine wichtige Rolle spielt. Durch
den direkten Kontakt der a- und B-Untereinheit wird der Transport vom
endoplasmatischen Reticulum zur Zellmembran erleichtert und die o-Untereinheit
stabilisiert. Die B-Untereinheit sorgt fiir die richtige Faltung und den korrekten Einbau
in die Membran, wodurch der Abbau des Enzyms verhindert wird.[2,6] Eine Vielzahl

an Experimenten zeigten zudem, dass die B-Untereinheit auch bei der Hydrolyse von
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ATP, beim Ionentransport und bei der Bindung von Inhibitoren, wie z.B. Ouabain,

eine wichtige Rolle spielt.[7]

1.1.2.3  Die y-Untereinheit der Na'/K -ATPase

Dies stellt die dritte Untereinheit der Na'/K'-ATPase dar. Sie weist ein
Molekulargewicht von 7-11 kDa auf und wurde zuerst als Komponente des Enzyms im
Zusammenhang mit der Bindung von [*H]Ouabain identifiziert. Die spezifische
Assoziation der y-Untereinheit mit der Natriumpumpe geschieht wahrscheinlich {iber
eine Wechselwirkung mit der C-terminalen Doméne der a-Untereinheit. Sie stellt ein
Typ I Membranprotein dar, ist verwandt mit Phospholemman und MAT-8 (Mammary
Tumor) und gehort wie diese zu einer Familie kleiner Membranproteine, die wie der
sie kodierende Gencluster FXYD (,,fix-id*“) genannt wird.[8] Die Expression der
v-Untereinheit konnte nicht in allen Gewebearten bestétigt werden, in denen die
o- oder B-Untereinheiten leicht nachgewiesen werden konnten. In heterologen
Expressionssystemen entwickelte die Na'/K'-ATPase auch in Abwesenheit der
v-Untereinheit ithre Aktivitdt. Deshalb ist die Rolle dieser Komponente vielmehr in der
Modulation der Affinitit der Na'/K'-ATPase gegeniiber ATP oder Na'- und K'-Ionen
zu sehen.[9] Diese Daten, zusammen mit den Fakten, dass auch andere Peptide die
strukturelle Ahnlichkeiten mit der vy-Untereinheit aufweisen, wie z.B. CHIF
(Corticosteroid-Induced Factor)[10], die Na'/K'-ATPase beeinflussen und mit ihr
interagieren konnen, bestitigen, dass sich die Aktivitit der Na'/K'-ATPase durch

Typ I Membranproteine regulieren lasst.
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1.1.3 Der Funktionsmechanismus der Na'/K'-ATPase: Albers-Post Zyklus

Die Na'/K'-ATPase kann zwei Konformationszustinde E; und E, einnehmen, die sich
nicht nur in ihrer Affinit4t und Interaktion gegeniiber Na'- und K'-Ionen, ATP oder
endogenen Liganden unterscheiden, ihre Unterschiede zeigen sich auch deutlich bei

tryptischen Spaltungsexperimenten.

Abbildung 1-3: Der Reaktionszyklus der Na'/K'-ATPase (entnommen aus Lit. [7]).

Im ersten Schritt der Reaktionssequenz binden Na™ und ATP mit einer sehr hohen
Affinitit an das Enzym in der E; Konformation, anschlieBend erfolgt die
Phosphorylierung der Asparaginsdure durch die y-Phosphatgruppe des ATP ((1) in
Abbildung 3). Bei dieser Reaktion spielt Magnesium eine wichtige Rolle. Noch
wihrend sich das Enzym in seinem phosphorylierten Zustand befindet werden die drei
Na'-Ionen eingeschlossen (2). Nachdem die E,-P(Na';) Konformation erreicht ist
verliert das Enzym seine Affinitit gegeniiber Na” und erhdht die gegeniiber K, die
drei Na'-Ionen werden daher in das exrazellulire Medium abgegeben (3) und im
Gegenzug zwei K'-Ionen gebunden (4). Die Bindung von K' an das Enzym induziert

eine spontane Dephosphorylierung, welche zu einem Einschluss der K'-Ionen und



EINLEITUNG 7

damit zum Ey(K',) Zustand fiihrt (5). Intrazellulires ATP fiihrt zu einer erhdhten
Abgabe von K'-Ionen aus der Ey(K',) Konformation (6) und somit auch zu einer
Riickkehr in die E;ATPNa Konformation.

Dieses Model beriicksichtigt nicht, dass die Na'/K'-ATPase auch als Diprotomer mit
kooperativen (o), Einheiten existieren konnte und somit zwei Bindungsstellen fiir

ATP besitzen miisste.

1.1.4 Die Inhibitoren der Na/K'-ATPase

Im Jahre 1953 entdeckte Schatzmann, dass Herzglykoside, insbesondere Ouabain
(Abbildung 1-4), den aktiven Na'/K'-Transport in roten Blutkdrperchen hemmen.[11]
Das fiir diesen lonen-Transport verantwortliche Membranenzym wurde erstmals von
Skou 1957 aus Krabbennerven isoliert und als Na/K-abhingige ATPase
beschrieben.[12] Die Inhibierung der isolierten Na'/K'-ATPase durch Ouabain, und
dass diese folglich einen Rezeptor fiir Herzglykoside aufweisen muss, wurde vom

Skou ebenfalls bestétigt.

OH OH

Abbildung 1-4: Struktur des Herzglykosids Ouabain
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1.1.4.1  Die Herzglykoside als Inhibitoren der Na'/K '-ATPase

Die Herzglykoside, wie z.B. Digoxin oder Ouabain, sind die wohl bekanntesten
Inhibitoren der Na'/K'-ATPase. Diese Substanzen sind aus zwei Teilen aufgebaut,
einem Zuckeranteil und dem sogenannten Aglykon, welches ein Steroidgeriist und ein
ungesittigtes y-Lacton (Cardenolide) oder o&-Lacton (Bufadienolide) umfasst.
Kardiotonische Glykoside kommen in einigen Pflanzenarten vor, wéhrend die
Bufadienolide bisher vor allem in der Tierwelt gefunden wurden, z.B. im
Hautdriisensekret einiger Kroten.[13-15]

Die Nutzung von Pflanzenextrakten, die Herzglykoside beinhalten, reicht dabei weit
zuriick. Naturvilker verwendeten solche Extrakte schon friih als Pfeilgifte und tun dies
heute noch, ebenso waren den Agyptern, Romern oder Chinesen der medizinische
Nutzen dieser Extrakte wohl bekannt. Um 1550 wurde Digitalis oder der rote
Fingerhut von Fuchsius erstmals botanisch als Digitalis purpurea beschrieben.
Withering verdffentlichte 1775 ein Buch, in dem er zur Behandlung der ,,Fallsucht®
Extrakte des Fingerhuts empfahl, allerdings stand bei ihm die diuretische Wirkung im
Vordergrund. Erst 1799 erkannte Ferriar die primére therapeutische Wirkung auf das
Herz.[13]

Die Steigerung der Kontraktionskraft der Herzmuskulatur (positiv inotrope Wirkung)
beruht nach dem heutigen Stand der Erkenntnisse auf dem folgenden Mechanismus:
Herzglykoside binden an den extrazelluliren Teil der Na'/K'-ATPase und hemmen
dabei vollstindig oder teilweise ihre Aktivitidt. Dies fiihrt zu einer Steigerung der
intrazelluliren Na'-Konzentration und durch den damit verbundenen Na'/Ca®'-
Austauscher steigt auch die Ca*"-Konzentration, was wiederum die Kontraktibilitit der

GefaB- und Herzmuskulatur beeinflusst.[16]

1.1.4.2  Die Endogenen Inhibitoren der Na' /K -ATPase

Die Existenz einer allgegenwértigen Digitalis-dhnlichen endogenen Substanz mit einer
wichtigen physiologischen Funktion wurde von Szent-Gyorgyi[17] bereits im Jahre

1953 postuliert und seitdem auch mehrfach bestitigt. Diese Substanzen werden
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zumeist unter dem Sammelbegriff Endogenous Digitalis-Like Faktors (EDLF)
zusammengefasst.

Die Suche nach dem endogenen Hemmstoff der Na'/K'-ATPase in Sdugetieren hat in
den letzten 30 Jahren eine Reihe sich widersprechender Publikationen hervorgebracht.
Schon kurz nach der Entdeckung, dass Herzglykoside die Na'/K -ATPase inhibieren,
wurden erste Bedenken geduflert, dass diese Substanzen auch die endogenen Liganden
darstellen konnten. Die starke Toxizitdt dieser Substanzen bei Sdugetieren wird dabei
meist als Hauptargument dieser kritischen Stimmen angefiihrt. Die Frage, ob nun
Herzglykoside in tierischen Organismen zu finden sind, und diese dann auch als
endogene Liganden agieren, wird auch heute noch kontrovers diskutiert. Mitunter
wurde auch versucht, Parallelen zu der Problematik des ,,endogenen Morphiums*
heranzuziehen, die ja durch die Entdeckung der Endorphin-Peptide (endogenous
morphine) relativ schnell beantwortet werden konnte. Die Suche nach einem

,Digitalis-Like* Peptid blieb bisher allerdings erfolglos.

Die aus tierischen Geweben und Fliissigkeiten isolierten EDLF waren zumeist starke
Na'/K'-ATPase-Inhibitoren. =~ Die  chemische und genaue physiologische
Charakterisierung war dabei allerdings oftmals durch die sehr geringen
Substanzmengen behindert. Dies ist sicherlich auch als Hauptgrund fiir die
widerspriichlichen Ergebnisse zu sehen. Anstelle konkreter Strukturaussagen trat daher
meist der Versuch, die EDLF in eine bereits bekannte Naturstoffklasse einzugliedern

bzw. davon auszuschlieBen (Tabelle 1).
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Tabelle 1-1: Zusammenstellung der als endogene Liganden der Na'/K'-ATPase

vorgeschlagenen Substanzen.

Jahr Autor Ursprung Substanz/Substanzklasse
1953 Szent-Gyorgyi [18] Herzmuskel Nicht Digitalis

1979 Haupert [19] Hypothalamus Polare Substanz — nicht peptidisch
1980 Lichtstein [20]  Gehirn Kein Peptid

1980 Gruber [21] Plasma Peptid

1984 Cloix [22] Urin Glykosteroid

1984 Akagawa [23]  Hypophyse Peptid

1986 Kelly [24] Plasma Fettsdure

1987 DeWardener [25] Hypothalamus Kein Peptid

1990 Goto [26] Gehirn Digoxin

1991  Hamlyn [27-29] Blut Ouabain

1991 Valdes [30] Adrenal Dihydro-Digoxin

1995 Kramer [31] Urin Vanadium-Ascorbat

1995 Bagrov [32] Urin Bufadienolide

1995 Nakanishi [33]  Hypothalamus iso-Ouabain

1998  Schoner [34,35] Adrenal Herzglykosid
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1.1.4.3  Makrozyklische Kohlensuboxid Derivate als endogene Liganden der
Na'/K'-ATPase

Die von F. Kerek 1996 erstmals beschriebenen makrozyklischen Kohlensuboxid-
Oligomere stellen eine neue Substanzgruppe dar. Die in Abbildung 1-5 dargestellte
hypothetische Struktur zeigt ein Molekiil, welches sowohl als organische wie auch als
anorganische Substanz eingestuft werden konnte. Betrachtet man das Molekiil als
einen aus sechs linear kondensierten Pyran-4-onen geschlossenen Makrozyklus, so
kann es als eine Verbindung organischer Natur bezeichnet werden; betrachtet als sechs
makrozyklisch kondensierte Kohlensuboxid-Bausteine, wire es dagegen als eine

Verbindung anorganischer Natur zu sehen.

Abbildung 1-5: Hypothetische Struktur des makrozyklischen Kohlensuboxid-Zyklo-

Hexamers

Diese vorerst aus Pflanzen isolierte Kohlensuboxid Oligomere wurden als besonders

starke Inhibitoren der Na'/K -ATPase identifiziert.[36]
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1.2 Chemische Eigenschaft der Pyran-4-one

Die 6-gliedrigen Heterozyklen mit einem Sauerstoffatom als Heteroatom sind im Tier-
und Pflanzenreich weit verbreitet und einige davon erlangten als Wirkstoffe oder
zumindest aufgrund ihrer biologischen Aktivitit eine gewisse Bedeutung. Die
unterschiedlichen Vertreter dieser Verbindungsklasse lassen sich alle auf die drei
Stammkorper: 2H-Pyran, 4H-Pyran und das Pyrylium-Kation in Abbildung 1-6
zuriickfiihren. Die anderen Substanzklassen, Pyranone, Chromone, Isocoumarine,
Flavene, Flavone usw., lassen sich daraus z.B. durch Kondensation von Benzolringen

ableiten.[37,38]

s e
0 0 o’
Abbildung 1-6: Die drei Stammkorper der 6-gliedrigen Heterozyklen.

Die Ketone, die sich von den Pyranen ableiten, werden als Pyranone bezeichnet, fiir
das Pyran-2-on und Pyran-4-on findet man auch die Bezeichnung a- bzw. y-Pyron. Bei

den benzokondensierten Pyranonen haben sich Trivialnamen (s. Abbildung 1-7)

durchgesetzt.
O o]
L, O L Q0
o 0 O O O O
Pyran-2-on Pyran-4-on Coumarin Chromon
2H-Pyran-2-on 4H-Pyran-4-on 2H-Benzopyran-2-on 4H-Benzopyran-4-on

Abbildung 1-7: Bezeichnungen fiir die verschiedenen Pyranone.

Die Pyran-4-one gehen keine der typischen Carbonyl-Reaktionen ein. Von ihnen sind

z.B. keine Phenylhydrazone bekannt und die beiden Doppelbindungen kénnen nicht
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mit Zink in Eisessig reduziert werden. Diese beiden Tatsachen lassen sich mit der
Resonanztheorie erkldren, wonach fiir die Struktur des Pyran-4-ons auch polare
Grenzstrukturen formuliert werden konnen. Pyran-4-on weist einen gewissen
aromatischen Charakter auf und besitzt auch ein Dipolmoment. Aus diesen
Grenzformeln kann man auch die bevorzugten Ringpositionen fiir einen nucleophilen
und electrophilen Angriff ableiten; so erfolgt eine Bromierung in 3- bzw. 5-Position
und die Ring6ffnung durch Alkalien in 2-Position. Eine Ringdéffnung der Pyran-4-one
mit Sduren ist nicht mdglich, vielmehr werden mit starken S&uren Pyrylium-Salze
gebildet. Mit Ammoniak und primiren Aminen erhélt man unter milden Bedingungen

Pyridone.[39]

1.3 Vorkommen in der Natur

Pyran-4-one sind in vielen Naturstoffen als Strukturelement enthalten und in
zahlreichen Tier- und Pflanzenarten anzutreffen. Zu den einfachsten nicht
kondesnsierten Pyran-4-one gehort z.B. die Chelidonsédure, welche aus den Wurzeln
der Chelidonium majus und anderen Papaveraceae isoliert wurde, oder die
Mekonsdure aus Opium. Als natiirlich vorkommende Pyran-4-one wéren noch

Kojisdure, Maltol oder Allixin[40] zu erwédhnen.

o o o o o)
OH OH OH HO OMe
|| || || || ||
HOL A AN ~OH HOL A (AN OH HO A o °
0 o 0

O

Chelidonsaure Mekonsaure Kojisaure Maltol Allixin
Abbildung 1-8: Pyran-4-one als Naturstoffe.
Die aus marinen Organismen isolierten Verbindungen haben dabei aufgrund ihrer oft

ungewoOhnlichen Struktur und ihrer biologischen Aktivitdt das Interesse der Chemiker

geweckt. In wirbellosen Weichtieren konnte eine Reihe von Sekundédrmetaboliten
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gefunden werden, die sich durch ihre antimikrobielle Aktivitit und Zytotoxizitét
auszeichnen.[41] Zwei Beispiele zur Veranschaulichung der Strukturvielfalt dieser
Pyran-4-one, welche biosynthetisch als Polypropionate aufgefallit werden koénnen,
werden nachfolgend kurz vorgestellt.

Bei Auripyrone A in Abbildung 1-9 handelt es sich um eine Spiroverbindung mit
einem Dihydro- und Tetrahydropyran. Die Substanz konnte aus Dolabella auricularia
isoliert werden.[42] Vallartanone B wurde in der Lungenschnecke Siphonaria maura
gefunden und dient dort wahrscheinlich als Fra3schutz vor bestimmten Fischarten.[43]
Die Struktur und absolute Konfiguration der Verbindung (Abbildung 1-9) konnte
durch ihre Totalsynthese geklart werden.[44,45]

Abbildung 1-9: Auripyrone A (links) und Vallartanone B (rechts).

Die Verbreitung komlexer Pyran-4-one ist natiirlich nicht auf marine Organismen
beschrinkt. Die wohl grote Gruppe sind die hauptsidchlich in Pflanzen
vorkommenden Flavonoide, wie z.B. die Flavone, Flavonole, Isoflavone und
Biflavone. Die Flavonoide nehmen in den Pflanzen vielfache Funktionen wahr, die
Farbgebung, UV-Schutz, Schutz vor Insekten-, Mikroben- oder Pilzbefall beinhalten.
Aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften und des sich daraus ergebenden Nutzens
fiir den Menschen in medizinischer und erndhrungswissenschaftlicher Hinsicht sind sie
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen.[46] In Abbildung 1-10 wird ein Biflavon und
ein umgelagertes Chalcon-Flavon Dimer gezeigt. Diese Verbindungen konnten aus

den Stengeln der Aristolochia ridicula isoliert werden.[47]
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Abbildung 1-10: Biflavon (links) und Chalcon-Flavon Dimer (rechts) aus

Aristolochia ridicula.

Eine weitere ergiebige Quelle fiir Flavonoide sind Moose. In der in Europa
verbreiteten Spezies Aulacomnium palustre konnte im wallrigen Aceton-Extrakt das

Triflavon Aulacomniumtriluteolin (Abbildung 1-11) gefunden werden.[48]

Abbildung 1-11: Das Triflavon Aulacomniumtriluteolin aus Aulacomnium palustre.
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1.4 Synthese von Pyran-4-onen

Die meisten Publikationen befassen sich mit strukturellen Aspekten der Pyran-4-one
und weniger mit den Moglichkeiten ihrer Synthese. Die wenigen existierenden
Methoden sind allerdings verldsslich und auch vielseitig anwendbar. In dem folgenden

Abschnitt soll nun kurz auf diese Methoden eingegangen werden.

1.4.1 Synthesen von Pyran-4-onen mit 1,3,5-Triketonen

Eine der gingigsten Methoden ist der sdurekatalysierte Ringschlul von 1,3,5-
Triketonen zu Pyran-4-onen. Viele Synthesen basieren auf dieser Reaktion,
unterscheiden sich allerdings beim Syntheseansatz fiir die Carbonyl-Komponente. In
Abbildung 1-12 ist eine solche Synthesefolge dargestellt. Die Zyklisierung des
Triketons erfolgt hier in kalter Schwefelsdure, vermutlich tiber die Enol-Form und das

Hemiacetal.[49]

) @) O
1. KNH,, NH, H,SO,
- - > ||
2.R'CO,Me R R

R™ "0 (OJN0) R® O R

Abbildung 1-12: Darstellung eines Triketons und sdurekatalysierte Zyklisierung zum

Pyran-4-on.

Die klassische Synthese der Chelidonsdure erfolgt nach demselben Prinzip. Von
Aceton und Oxalsdurediethylester ausgehend, wird zuerst mit Hilfe von
Natriumethanolat das Triketon dargestellt, welches dann unter der Einwirkung von

Mineralsduren zyklisiert.[50-52]
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Abbildung 1-13: Darstellung des Chelidonsdurediethylesters.

Die Verwendung der Reagenzien DMSO—(COCI,) (A) oder Ph;P—CCl, (B) erlaubt
eine sehr milde Zyklisierung von Triketonen.[53] Mit dieser Methode lassen sich
Pyran-4-one synthetisieren, ohne dass dabei die Gefahr einer Epimerisierung oder
Verlust benachbarter Stereozentren besteht. Sie fand daher vielfach Anwendung bei
der Totalsynthese mariner Naturstoffe und der Aufkldrung ihrer absoluten
Konfiguration.[54-56]

Die Zyklisierung wird durch den Angriff der aktiven Spezies, (CH;),S 'Cl im Falle der
Swern Oxidation (A) bzw. die Phosphoniumsalze Ph;P"CCl; oder PhsP'Cl (B), am
Carbonyl-Sauerstoff eingeleitet (Abbildung 1-14). Das daraus resultierende Dihydro-
pyran-4-on Intermediat ergibt dann unter Verlust eines Sauerstoffatoms in Form eines

Sulfoxids (A) bzw. Phosphinoxids (B) das Pyran-4-on.

oy e

\ /-

H

on, — fi@
R1

e
(A).R' = (CH,),S*Cl, R2 =
(B) R" = Ph,P*CCl, oder Ph3P+CI, R2 = Ph,P*

Abbildung 1-14: Reaktionsbedingunen und Mechanismus der Pyran-4-on Synthese

nach Yamamura et al.
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Eine allgemein anwendbare Route fiir die Darstellung von Pyranonen, bei welcher
stark saure Reaktionsbedingungen vermieden werden, ist die C-Acylierung von
Enolaten mit Acyl-Derivaten. Beschrieben ist die Reaktion von Lithium-Enolaten mit
Saurechloriden[57,58] und die Umsetzung eines Kalium-Enolats mit Sdurechloriden, -
anhydriden und -imidazoliden.[59] Beide Methoden verlaufen ohne nennenswerte O-

Acylierung iiber eine Enol-Zwischenstufe und ergeben gute Ausbeuten der

Pyranonverbindungen.
O O O
1. LiN(SiMes,),, THF TFA
| , = 720 |
2. R'COClI R R CeHg
MeO R OH MeO R’ O R

Abbildung 1-15: Umsetzung eines Lithium-Enolats mit einem Sdurechlorid.

1.4.2 Synthesen von Pyran-4-onen aus Furan-Derivaten

Maltol (3-Hydroxy-2-methyl-pyran-4-on) ist ein wichtiger Aromastoff fiir die
Nahrungsmittelindustrie, da er Lebensmitteln einen angenehmen malzigen Geruch
verleiht. Fiir die Ausarbeitung effektiver Synthesen dieser Substanz wurden daher
betrachtliche Anstrengungen unternommen. Ein groBer Anteil der Routen, die
entwickelt wurden, gehen dabei von Furan-Derivaten aus. Generell 1dsst sich sagen,
dass diese Methoden auf der durch Sduren katalysierten Umlagerung des
Dihydrofurfurylalkohols in ein Dihydropyran-3-on (Abbildung 1-16) basieren.[60] Der
Syntheseweg beginnend mit dem Furan-2-aldehyd ist in Abbildung 1-16 zu
sehen.[61,62] Obwohl es sich dabei um eine mehrstufige Synthese handelt, liegt die
Gesamtausbeute bei etwa 20% und die Reaktionen sind vorwiegend einfach in ihrer
Durchfiihrung. Es besteht auch die Moglichkeit, den Furfurylakohol direkt in ein 6-
Alkoxy-pyran-3-on zu iiberfiihren.[63,64]
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OH
= H*, H,0
[} o R LR e
0 MeOH MeO 0 lonenaus-
OMe  tauscher
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> —_—
2. H,0,, OH- lonenaus-
EtO 0 R tauscher o R

Abbildung 1-16: Syntheseweg fiir die Darstellung von 3-Hydroxy-2-alkyl-pyran-4-

onen.

Die oxidative Umlagerung kann alternativ auch mit Chlor bzw. Brom als
Oxidationsmittel in einer Eintopfreaktion durchgefiihrt werden.[65-67] Die Reaktion
verlduft iiber das instabile 3,4-Dihalogen- und das 4-Halogen-Derivat und ergibt nach
einer in-situ sdurekatalysierten Hydrolyse das Pyran-4-on. Die Gesamtausbeute an
Maltol betragt dabei tiber 60% und diese Reaktion ist auch fiir die Herstellung von
Ethylmaltol aus Ethyl-furfurylalkohol geeignet.

Der oben in Abbildung 1-16 aufgezeigte Syntheseweg kann durch eine Abwandlung
auch zur Synthese von 3,5-Dihydroxy- bzw. 5-Halogen-3-hydroxy-pyran-4-onen
genutzt werden. Ausgehend vom 6-Alkoxy-pyran-3-on gelangt man iiber eine
Halogenierung und eine nachfolgende Epoxidierung unter milden basischen
Bedingungen mit Wasserstoffperoxid zu einem 4,5-Epoxy-4-halogen-6-methoxy-
tetrahydropyran-3-on. Dieses wird dann im sauren Medium hydrolysiert und lagert
sich dabei in das entsprechende Pyron-Derivat um.[68]

Die 5-Brom-3-hydroxy-pyran-4-one lassen sich in einer durch Palladium katalysierten
Abwandlung der Suzuki-Kupplung mit Phenylborsdure zu den entsprechenden 5-Aryl-
3-hydroxy-pyran-4-onen umsetzen.[69]

1.4.3 Synthesen von Pyran-4-onen aus Zucker-Derivaten

Zucker bzw. ihre Derivate eignen sich ebenso zur Darstellung von Pyran-4-onen.

1,3,4-Triacetyl-a-D-xylopyranose[70]  kann  durch die = Behandlung  mit



20 EINLEITUNG

Dimethylsulfoxid und Essigsdureanhydrid in einer Eintopfreaktion in das 3-Acetoxy-
pyran-4-on iberfiihrt werden. Die in Abbildung 1-17 dargestellte Reaktionssequenz
umfasst eine Oxidation, Umesterung und Eliminierung und verlduft mit einer
Ausbeute von 79%. Eine einfache thermische Hydrolyse ergibt dann das 3-Hydroxy-
pyran-4-on (Pyromekonsiure).[71]

O O

O 9% bumso, Ac,0 fj/OAC H,0, A f‘}/OH
AcO" > “OH

(0] (0]
OAc

Abbildung 1-17: Synthese der Pyromekonsdure aus 1,3,4-Triacetyl-a-D-

xylopyranose.

Diese Synthesemethode wurde schon fiir die Darstellung von Kojisdure
verwendet.[72]

Die Darstellung von Hydroxymaltol-Derivaten ist nach dieser Methode ebenso
moglich und der Reaktionsverlauf soll nun etwas niher betrachtet werden (Abbildung
1-18). Der Ausgangspunkt ist erneut ein Zucker-Derivat, die Methyl-2,3,6-tri-O-
benzoyl-a-D-galactopyranose. Die Dimethylsulfoxid/Essigsdureanhydrid-Oxidation
fiihrt {iber ein intermedidres 4-Ulosid und eine sich anschlieBende B-Eliminierung zum
3,4-Enolon. Basische und saure Bedingungen iiberfithren die 3,4-Enolon-Struktur
unter Verlust des anomeren Substituenten glatt in das Pyran-4-on System, wobei die

erwihnten Hydroxymaltol-Derivate gebildet werden.

OBz OBz OBz o
HO (0] DMSO (e (@] o OBz
0Bz IV \ BzoH O \___ veorn | |
OMe 2 OMe ™ -~ OMe o0~ 0Bz
OBz zO

OBz B

Abbildung 1-18: Reaktionsfolge der Umsetzung von Zucker-Derivaten zu Pyran-4-

onen.
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1.5 Synthese von Chromonen (Benzopyran-4-onen)

Die beiden am hdufigsten verwendeten Ausgangssubstanzen fiir die Darstellung von
Chromonen sind 2-Hydroxyacetophenone und Phenole. In beiden Féllen wird eine
Seitenkette am Substrat aufgebaut und das sich ergebende Produkt wird zyklisiert. Die

Synthesen unterscheiden sich meist nur beim Ursprung der Seitenkette.

1.5.1 Synthese von Chromonen mit 2-Hydroxyacetophenonen

Bei den Synthesen die von 2-Hydroxyacetophenonen ausgehen, bendtigt man einen
C,-Baustein, bevor man die Zyklisierung herbeifiihren kann. Dieser Baustein bildet
dann das neue C-2 Atom des Heterozyklus. Die direkte C-Formylierung ist nicht
trivial, und die folgenden Synthesen sollen einen Einblick in die unterschiedlichen

Techniken zur Einfiihrung dieses Fragments geben.

1.5.1.1  Mit 2-Hydroxyacetophenonen und Estern — Claisen-Kondensation

Durch die Behandlung mit einer Base wird die aktivierte Methylgruppe des
2-Hydroxyacetophenons in ein Carbanion iiberfiihrt. Die Claisen-Kondensation mit
einem Ester fiihrt zu einem 1,3-Diketon, dessen Natriumsalz isoliert werden kann, was
allerdings meist unnoétig ist. Die Zyklisierung zum Chromon gelingt in saurer Losung

dann recht leicht (Abbildung 1-19).

Abbildung 1-19: Darstellung eines Chromons ausgehend von 2-Hydroxyacetophenon.
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Diese Methode und ihre Varianten wurde seit ihrer Einflihrung[73] zur Herstellung
zahlreicher Chromone verwendet, was sich deutlich in der Fiille der Literaturbeispiele
niederschlédgt.[74-80] Substituenten am aromatischen Ring des Acetophenons haben
dabei nur minimalen Einfluss auf den Reaktionsverlauf, sowohl Elektronen schiebende
als auch ziehende Substituenten lassen sich in die Synthese einbinden.

Bei der Wahl der Esterkomponente ist man synthesebedingt etwas eingeschrinkt. Der
C-2 Substituent ist dabei meist eine Alkyl- oder Ethoxycarbonyl-Gruppe oder gar nicht
vorhanden. Eine Claisen-Kondensation mit einem Hydroxy-substituierten Ester, wie
z.B. (2-lod-phenoxy)-essigsdureethylester, ist auch moglich.[81]

Nicht unerwartet hat ein Substituent an der Acetylgruppe des 2-Hydroxyacetophenons
einen FEinfluss auf die Kondensation, aber auch hier gibt es Beispiele fiir die
erfolgreiche Synthese 3-substituierter Chromone.[74,82] Eine interessante Alternative
zur Synthese 3-substituierter Chromone besteht darin, die intermedidren Diketone zu

alkylieren und anschlieBend zu zyklisieren.[83]

1.5.1.2  Mit 2-Hydroxyacetophenonen und Sdurechloriden

Hier beginnt die Synthese der 1,3-Diketon-Intermediate mit der O-Acylierung der
2-Hydroxyacetophenone. Durch die Behandlung mit Kaliumcarbonat wird eine
intramolekulare Umlagerung des entstandenen Acyloxyacylbenzol-Derivats induziert,
wobei die Acylgruppe vom O-Atom zum o-C-Atom der zweiten Acylgruppe wandert.
Dies ist die sogenannte Baker-Venkataraman Umlagerung. Die wandernde Acylgruppe
kann dabei aromatisch oder aliphatisch sein, der Syntheseansatz ist daher flir die

Darstellung von Flavonen als auch Chromonen geeignet.[84-87]

@) 0O O O
1. ArCOCI, py Ar H*
= e
2. KOH, py |
OH oder K,CO, OH O Ar

Abbildung 1-20: O-Acylierung von 2-Hydroxyacetophenonen und Baker-

Venkataraman Umlagerung zur Synthese von Flavonen.
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1.5.1.3  Mit 2-Hydroxyacetophenonen und Sdiureanhydriden - Kostanecki-Robinson
Synthese

Bei der Kostanecki-Robinson Synthese von Chromonen und Flavonen wird ein
2-Hydroxyacetophenon mit dem Anhydrid und dem Natriumsalz einer aliphatischen
Carbonsdure erhitzt.[88-90] Die 3-Acyl Gruppe ldsst sich einfach alkalisch abspalten.
Dies geschieht oft schon wihrend der Aufarbeitung bzw. Isolierung des Produkts, da

sie Teil eines 1,3-Diketon Systems ist.

O O O 0
Ac,O
R NaOAc R | R |
OH O 0]
Abbildung 1-21: Kostanecki-Robinson Synthese von Chromonen und Flavonen.

Die Reaktion fand vielfache Anwendung und ist eine wichtige Synthesemethode fiir
Flavone. Der aromatische Ring kann dabei fast jede Gruppe tragen, sofern er nicht
unter den gegebenen Bedingungen reagiert, und eine Reihe von Chromonen mit
Alkyl-, Acyl-, Alkoxy-, Halogen-, Nitro- und Cyano-Gruppen wurden nach dieser
Methode synthetisiert.

Werden sehr reaktive, gemischte Essigsdure-/Ameisensdaureanhydride verwendet, so
ist die Synthese auch schon bei Raumtemperatur moglich und fiihrt zu Chromonen mit
einem unsubstituierten C-2 Atom. Mit einer elektronenziehende Gruppe an der
Acylfunktion des Ketons ergeben sich besonders gute Ausbeuten.[91]

Die Anwendungen dieser wertvollen Reaktion zur Synthese von Chromonen und
Flavonen sind so vielfdltig und zahlreich, dass an dieser Stelle nur auf die
grundlegenden Eigenschaften dieser Reaktion eingegangen wurde, ein detaillierter
Uberblick ist in der Literatur zu finden.[92,93]

Bei der Kostanecki-Robinson Reaktion folgt einer O-Acylierung eine Baker-
Venkataraman Umlagerung zum 1,3-Diketon, welches dann zum Chromon zyklisiert.

Erste Untersuchungen kamen zu dem Schluss, dass die Reaktion iiber das gemeinsame
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Intermediat verlduft (Abbildung 1-22). Das basierte auf der Beobachtung, dass sich

dasselbe Chromon aus den beiden Anhydriden ergab.[94]

_AcO _(E1C0),0
ACONa C(O EtCO Na
O o]
T
0
Abbildung 1-22: Postulierter Reaktionsverlauf der Kostanecki-Robinson Reaktion.

Inzwischen konnte aber gezeigt werden, dass es sich bei dem Intermediat in der
Synthese um einen Enolester handelt.[95] Diese Ester bilden bei der Behandlung mit
Alkalien tatsdchlich sehr leicht Chromone und die ortho-Acyloxy Gruppe wird dabei
durch eine Baker-Venkataraman Umlagerung Teil des Pyranon-Rings (Abbildung
1-23).[96]

OH O OAc OAG OH O
(ifk i Q\)V > J@é{
—_— —_— |
HO oq Pyidin - aco OAc HO 0

Abbildung 1-23: Reaktionsverlauf der Kostanecki-Robinson Reaktion.

Im Zusammenhang mit der Kostanecki-Robinson Synthese von Chromonen besteht
ein Problem. Gelegentlich wird tlber die gleichzeitige Bildung von Cumarinen
berichtet, sogar schon mit einfachen Hydroxyacetophenonen.[97] In welchem Ausmal
die beiden Benzopyranone jeweils gebildet werden, ldsst sich schwer vorhersagen.
Mitunter wird nur wenig oder gar kein Cumarin gebildet, in anderen Fillen ist es das

Hauptprodukt.[83,98] Das Cumarin entsteht dabei wahrscheinlich aus dem anfianglich
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acylierten Hydroxyacetophenon, welches neben der Baker-Venkataraman Umlagerung
auch eine intramolekulare Aldolkondensation eingehen kann. Nach der

Wasserabspaltung entsteht daraus dann das Coumarin (Abbildung 1-24).

Abbildung 1-24: Cumarinbildung durch Aldolkondensation als Nebenreaktion.

1.5.1.4  Synthese von 3-Halogen substituierten Chromonen mit 2-
Hydroxyacetophenonen

Fir die Synthese von 3-Halogen substituierten Chromonen wurden ebenso
Synthesemethoden ausgearbeitet.[80,99,100] Die zweistufige Synthese (Abbildung
1-25) verlduft iiber ein Enamino-Keton Intermediat, welches aus kéuflich erhéltlichen
2-Hydroxyacetophenonen leicht hergestellt werden kann. Daran schliefft sich die
Reaktion mit einer Quelle positiver Halogenionen (Brom, lod, -Butylhypochlorit) an

und man erhélt die 3-Halogen-Chromone.
R" @
TO / 90-100°C_ N~ X/CHCl,
DL e o
OH —0

RZ

Abbildung 1-25: Synthese von 3-Halogen substituierten Chromonen.
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1.5.2 Synthese von Chromonen mit Phenolen — Simonis-Reaktion

Die Simonis-Reaktion ist eng verwandt mit der Pechman-Synthese von Cumarinen
und beinhaltet die Reaktion eines Phenols mit einem 3-Ketoester.[101] Im
Zusammenhang mit dieser Synthese sind zwei Nachteile bekannt, zu nennen wire da
zum einen die niedrige bis moderate Ausbeute und zum anderen die Moglichkeit der

gleichzeitigen Bildung von Cumarinen.
OEt OFEt HO
o e ©
Q-0 - O —
+ OEt
OH ©O 8 OH OH 4
O 0]
EtO
X
| — |

O 0] o 0

Abbildung 1-26: Simonis-Reaktion von Phenol mit Acetessigsdure-ethylester.

Die verwendeten Kondensationsmittel, wie Phosphorpentoxid, Polyphosphorsiure,
Phosphorylchlorid oder Schwefelsdure, lassen dabei keine klare Linie tliber ihre
Auswirkung auf die Produktverteilung zwischen Chromon und Cumarin erkennen.
Dabei war die Erkenntnis, dass ein Kondensationsmittel fiir die Zyklisierung von
Chromonen unnétig, ja sogar eher hinderlich ist, der wohl wichtigste Schritt.[102]
Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass eine kurze Reaktionszeit und ein
hochsiedendes Losungsmittel die bevorzugten Bedingungen sind, was dann allerdings

nur noch die Verwendung von reaktiveren Phenolen erlaubt.
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1.5.3 Synthese von Chromonen mit Enaminen

Synthesen von Chromonen, bei denen Enamine verwendet werden, wurden von
mehreren Gruppen beschrieben. Aus der Reaktion von Salicylaldehyd mit
1-Morpholinocylcohexen resultiert zuerst ein Chromanol. Die sich anschlieBende
einfach verlaufende Oxidation mit Chromtrioxid ergibt dann das Chromon.[103]
Weitere Beispiele sind die Umsetzung mit 1-Morpholino-1-phenylethylen, woraus ein
Flaven hervorgeht, wihrend sich mit N-Styrylmorpholin ein Isoflavon ergibt. Der
Reaktionsverlauf (Abbildung 1-27) entspricht einer gewdhnlichen Reaktion eines
Carbonyls mit einem Enamin, gefolgt von einer Zyklisierung mit der benachbarten

phenolischen OH-Gruppe.

Sal @ ©@©~©@O~

0]

Abbildung 1-27: Synthese von Chromonen mit Enaminen.

Aus der Reaktion von Enaminen mit Diketenen gehen ebenso Chromone hervor.[104]
Der Nachteil der Methode ist die Verwendung von 2,3-Dihydro-N,N-dimethyl-p-
toluidin, welches durch eine Birch-Reduktion des entsprechenden aromatischen Amins
hergestellt werden muss. Dies hat zur Konsequenz, dass das vorldufig erhaltene

Produkt, ein reduziertes Chromon, anschlieBend noch aromatisiert werden muss.

1.5.4 Synthese von Flavonen mit Chalcon-Dibromiden

Die Zyklisierung einer Reihe an Chalcon-Dibromide zu Flavonen konnte durch die
Behandlung mit Pyridin erreicht werden.[105] Es wird angenommen, dass die

Reaktion iiber das entsprechenden Chalcon und Bromchalcon ablduft (Abbildung
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1-28), welche durch eine Debromierung bzw. Dehydrobromierung entstanden sind.
Die Bildung von Pyridin-hydrobromid-perbromid wiirde die kernbromierten Flavone

erkldren, die mitunter neben den Flavonen beobachtet wurden.[106]

O O
B
— | + |
OH! Br OH Ar OH Ar
Ar WL 1L
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0]
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o), — GG — CLL
o Ar O Ar O Ar

Abbildung 1-28: Flavonsynthese mit Chalcon-Dibromiden.

1.6 Pyranopyrane

Systematisch betrachtet gehoren die Pyranopyrane zu den bizyklischen 6—6-Systeme,
bei denen jeder Ring je ein Heteroatom trigt. Die Kombinationsmdoglichkeiten aus
denen sich die verschiedenen Bizyklen ergeben, lassen sich abschitzen, wenn man
zweil passende monozyklische Heterozyklen kondensiert. Die vollstindig konjugierten
6—6-Systeme ohne eine exozyklische Konjugation mit Sauerstoff als Heteroatom sind

in Abbildung 1-29 gezeigt.[107]

Abbildung 1-29: Pyranopyrane; Bizyklische 6-6-Systeme mit Sauerstoff als

Heteroatom.
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Diese Strukturen sind allerdings 12n-Systeme und daher formal antiaromatisch. Das
hat zur Folge, dass Heterozyklen mit Sauerstoff oder auch Schwefel als Heteroatome
und zwei vollstdndig konjugierten Ringen, zwangsldufig immer eine exozyklische
Konjugation aufweisen miissen. Diese Dione (Abbildung 1-30) sind dann 14n-

Systeme und formal wieder aromatisch.

Abbildung 1-30: Bizyklische 6—6-Systeme mit Sauerstoff als Heteroatom und

exozyklischer Konjugation.

1.6.1 Synthese von Pyranopyran-dionen

Neben den oben beschriebenen formal aromatischen Pyranopyran-dionen, gibt es
insgesamt 20 Moglichkeiten zwei Pyran-2-on- und/oder Pyran-4-on-Systeme zu
kondensieren. Viele davon sind aber nicht einfach zu erhalten und nur wenige davon
wurden auch tatsdchlich synthetisiert. Der folgende Abschnitt gibt eine
Zusammenstellung dieser Verbindungen wieder.[108]

Das wohl erste Pyranopyran-dion wurde von Fleischmann beschrieben.[109] Er
benannte das bei der Kondensation von 4-Hydroxy-6-methyl-pyran-2-on mit
Acetessigsdure-ethylester erhaltene Produkt allerdings als ,pyrone-lactone’ (Abbildung

1-31).
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Abbildung 1-31: Fleischmanns Vorschlag des Kondensationsprodukts: ,,pyrone-

lactone*.

Erst {iber 50 Jahre spédter berichtete Praill iiber ein anderes Produkt, welches er aus
einem Diketon durch Einwirkung von Perchlorsdure erhalten hatte und das er als a.,y-
Bispyron bezeichnete.[110] Das a,y-Bispyron entsteht dabei wahrscheinlich aus dem
v,y-Bispyron durch eine sdurekatalysierte Umlagerung (Abbildung 1-32). Seine
Ergebnisse veranlassten Praill zu der Schlussfolgerung, dass Fleischmann wohl ein

a,0-Bispyron synthetisiert haben miisste (Abbildung 1-33, links).

0 | HOAc, HCIO, Umlagerung (o)
—_

OH o O O

Abbildung 1-32: Praills Synthese eines a,y-Bispyrons.

In den folgenden Jahren beschrieben zwei Gruppen die Reaktion der Dehydracetsaure
mit  Acetessigsdureethylester, allerdings  mit  einer  widerspriichlichen
Produktzuordnung. Tan[111] beschrieb sein Produkt als das a,o-Bispyron, wihrend
Talapatra[112] seinem die Struktur des a,y-Bispyrons zuordnete (Abbildung 1-33) und
dafiir auch die ersten 'H NMR Daten lieferte.
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Abbildung 1-33: Die vorgeschlagenen Bispyrone von Tan (links) und Talapatra
(rechts).

Allerdings sind die '"H NMR Daten Talapatras unterschiedlich zu denen, die spiter
dann von Crombie[113] erhalten wurden. Dieser berichtete iiber die Darstellung des
o.,y-Bispyrons, indem er Dehydracetsdure mit Essigsdureanhydrid und Perchlorsdure

umsetzte (Abbildung 1-34).

07 Ac,0, HCIO, _ 0

OH O

Abbildung 1-34: Crombies Synthese eines o, y-Bispyrons.

Welches Pyranopyran-dion nun von Fleischmann oder Praill erhalten wurde, lasst sich
leider auch nicht mechanistisch ableiten, da beide Bispyrone bei jeder der beiden
Reaktionen entstehen konnten.[114,115]

Erst kiirzlich konnte die Gruppe um Hsung eine eindeutige Zuordnung fiir
Fleischmanns o,a-Bispyrone und Praills o,y-Bispyrone treffen.[116] Dies gelang
durch die Ausarbeitung eines neuen Synthesewegs fiir das a,y-Bispyron. In dieser
Eintopfreaktion ermoglicht die Einwirkung von Lewis-Séuren eine Kondensation von
o,B-ungesittigten Carbonsduren und 4-Hydroxy-pyran-2-on (Abbildung 1-35).
Zusatzlich wurde auch eine schrittweise Reaktionssequenz fiir die Synthese des o, 0-

Bispyrons ausgearbeitet (Abbildung 1-36).
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Abbildung 1-35: Hsungs Synthese des o.,y-Bispyrons.
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Abbildung 1-36: Hsungs Synthese des a,a-Bispyrons.

Die 'H NMR Daten der synthetisierten Verbindungen halfen dabei, letzte Unklarheiten
zu beseitigen. Fleischmann hatte tatsdchlich das o,a-Bispyron synthetisiert, welches
dieselben '"H NMR Daten wie jenes von Talapatra aufweist. Dessen Behauptung ein
o,y-Bispyron synthetisiert zu haben, muss daher angezweifelt werden. Man kann
allerdings davon ausgehen, dass Praill und Crombie die Synthese des a.,y-Bispyrons

gelang.

Money und Scott, deren Interesse der biomimetischen Synthese von Phenol-
verbindungen galt, synthetisierten eine Reihe an Pyranopyranen.[117-119] Diese
dienten ihnen als maskierte Form linearer [-Polyketosduren, die sie als
Modellverbindungen fiir natiirliche Polyketide verwendeten. Die Synthese erfolgte
schrittweise durch Umsetzung der jeweiligen Vorstufe mit Malonsduredichlorid in

Trifluoressigsdure.
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Abbildung 1-37: Schrittweiser Aufbau der Pyranopyrane.

Pyranopyran-dione wurden noch im Zusammenhang mit der Reaktion von
Dihydroxyaceton in leicht sauren wissrigen Losungen erwéhnt.[120] Neben
zahlreichen anderen Verbindungen konnten zwei Pyranopyran-dione isoliert werden,
die mittels "H NMR charakterisiert wurden und als y,y-Bispyrone bezeichnet werden
konnen. Allerdings waren die Mengen zu gering, um eine eindeutige Entscheidung
tiber die genaue Orientierung der Ringe zu treffen. Die Tatsache, dass auch 3-
Hydroxy-pyran-4-one in der Reaktionsmischung gefunden wurden, legt aber die
Vermutung nahe, dass es sich um die ,,Kopf-Schwanz*“-Annelierung handeln kénnte

(Abbildung 1-38).

O O
OH
-
O O
O O
OH
-
O O
,»Kopf-Kopf“-Annelierung ,»Kopf-Schwanz‘“-Annelierung

Abbildung 1-38: Moglichkeiten der Kondensation bei y,y-Bispyronen.
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2 Aufgabenstellung

Wie in der Einleitung schon erwidhnt wurde, existieren in der Literatur eine Vielzahl
von Vorschligen fiir die Identitit des endogenen Liganden der Na'/K'-ATPase. Bei
diesen Arbeiten, in denen die endogenen Hemmstoffe liberwiegend aus tierischen
Geweben und Flissigkeiten isoliert wurden, wurde zumeist versucht, die isolierten
Verbindungen einer bekannten Stoffgruppe zuzuordnen. FEin eindeutiger
Strukturbeweis mit einer vollstdndigen chemischen Charakterisierung konnte dabei
allerdings nie erbracht werden. Dafiir konnte aus diesen biologischen Quellen meist
nicht geniligend Substanz isoliert werden.

Die Pflanzen der Gattung Helleborus fanden schon frith in der Volksmedizin ihre
Verwendung, und sind dort auch unter dem Namen Christrose oder Nieswurz bekannt.
Aus der Pflanze Helleborus purpurascens konnte ein Extrakt gewonnen werden,
welcher die Enzymaktivitit der Na'/K'-ATPase hemmte. Die bei der Untersuchung
dieses Extraktes erhaltenen ersten Ergebnisse, fithrten F. Kerek zur Formulierung einer
hypothetischen Struktur fiir diesen Inhibitor der Na'/K'-ATPase. Diese neue
Substanzklasse wurde als makrozyklische Kohlensuboxid-Oligomere mit der
allgemeinen Summenformel (C;0,), bezeichnet.

In der vorliegenden Arbeit sollten daher weitere Untersuchungen am Extrakt aus
Helleborus purpurascens vorgenommen werden, insbesondere hinsichtlich der
biologischen Aktivitit. Ziel wire es, die aktive Verbindung aus dem Extrakt zu
isolieren bzw. weiter aufzureinigen. Die Charakterisierung der Substanz sollte dann
zusdtzliche Hinweise {ber die Identitit dieses Hemmstoffes und weitere
experimentelle Belege fiir die hypothetische Struktur erbringen.

Da es sich bei den makrozyklischen Kohlensuboxid-Oligomeren um eine neue
Substanzklasse handelt, sollten erste Anhaltspunkte fiir die Entwicklung von
Synthesestrategien fiir Modellverbindungen erarbeitet werden, um die physikalisch-
chemischen Eigenschaften dieser Substanzen kennen zu lernen, was wiederum die

Isolierung und strukturelle Charakterisierung erleichtern konnte.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Herstellung des Extraktes aus Helleborus purpurascens

Aus der Pflanze Helleborus purpurascens konnte ein Extrakt gewonnen werden,
welcher die Enzymaktivitit der Na'/K'-ATPase hemmte. Die Isolierung aus dieser
Pflanze hatte den Vorteil, dass damit eine Quelle des Hemmstoffes zuginglich wurde,
wodurch eine ausreichende Substanzmenge fiir die weiteren Untersuchungen zur
Verfligung stand.

Als Ausgangsmaterial wurden die getrockneten Wurzeln von Helleborus purpurascens
verwendet. Die mit Hexan entfettete Droge wurde mit wésserigem Ethanol bei
Raumtemperatur extrahiert. Durch mehrere fliissig/fliissig Extraktionen erhielt man
eine gereinigte Vorstufe des Extraktes. Dieser konnte noch weiter gereinigt werden,
indem er in Aceton geldst und durch Zutropfen in Hexan wieder gefillt wurde. Dieser
Niederschlag wurde nach dem Zentrifugieren im Vakuum getrocknet und stellte den in

den weiteren Untersuchungen verwendeten Extrakt dar.

3.2 Untersuchung des Extraktes mittels HPLC

Nach der Aufarbeitung und der Voreinigung des Extraktes wurde dieser mittels HPLC
untersucht. Dabei stand am Anfang die Entwicklung einer Methode, mit der moglichst
alle Bestandteile des Extraktes aufgetrennt werden konnen. Zudem sollte sie dann auch
als Ausgangspunkt fiir die préparative Reinigung des Extraktes dienen.

Bei Naturstoffextrakten, die meist doch sehr komplexe Mischungen darstellen, ist eine
Gradientenelution oft unumginglich, diese ist an Reversed Phase (RP) Materialien
sehr leicht durchfiihrbar, wobei Normal Phase Materialien nur bedingt dazu geeignet
sind. Fir die Vorversuche wurde daher auf ein Standard C,;35 RP-Material

zuriickgegriffen.
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Bei der Methodenentwicklung wurde zuerst ein Gradientenprogramm gesucht,
welches eine bestmdgliche Auftrennung der Bestandteile des Extraktes ermdglicht.
Ausgangspunkt bei der Methodenentwicklung war das einfache, einstufige
Gradientenprogramm A. Die genauen Beschreibungen der einzelnen Gradienten sind
im experimentellen Teil dieser Arbeit zu finden. Als FlieBmittel wurden Wasser und
Acetonitril verwendet, welche beide mit 0,05% TFA versetzt wurden. Das
resultierende Chromatogram bei 260 nm ist in Abbildung 3-1 zu sehen. Der Zusatz der
TFA in den Eluenten erwies sich als unerldsslich, da ohne TFA eine deutliche

Peakverbreiterung auftrat (Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-1: HPLC des Extraktes HP32 mit dem Gradienten A und Zusatz von
0,05% TFA in den FlieBmitteln be1 260 nm.
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Abbildung 3-2: HPLC des Extraktes HP32 mit dem Gradienten A und neutralen
FlieBmitteln bei 260 nm.

Da dieser einfache lineare Gradient A nur unbefriedigende Ergebnisse lieferte, wurde
an dessen Verbesserung gearbeitet. Es wurde angestrebt, die Auflosung durch einen
geeigneten mehrstufigen Gradienten zu verbessern. Das mit einer Cig-Sdule beste

Trennergebnis in Abbildung 3-3 konnte dabei mit dem Gradienten B erzielt werden.
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Abbildung 3-3: HPLC des Extraktes HP32 mit dem mehrstufigen Gradienten B.
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Durch die Verwendung eines neuen Sdulenmaterials (Nucleosil 100-5 C,3 HD) konnte
nochmals eine Verbesserung erzielt werden. Mit dem zuvor entwickelten Gradienten B
konnte bei dieser Sdule die Auflésung erhoht und die Peakbreite deutlich reduziert

werden (Abbildung 3-4).
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Abbildung 3-4: HPLC des Extraktes HP32 mit dem mehrstufigen Gradienten B und
C,3 HD-Séaule bei 260 nm.

In Abbildung 3-4 ist zu sehen, dass mit dem bisherigen Gradienten die Peaks im
Bereich von 27-36 Minuten noch nicht getrennt werden konnten. Eine letzte
Anpassung des Gradienten an die Trennleistung der C;3 HD-Sdule ermoglichte die
Auftrennung dieser Peaks. Das mit diesem Gradienten C resultierende Chromatogram

ist der Abbildung 3-5 zu entnehmen.
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Abbildung 3-5: HPLC des Extraktes HP32 mit verbesserten mehrstufigen Gradienten
C und C,3 HD-Séule bei 260 nm.

3.3 Siulenchromatographie des Extraktes

Nach den Untersuchungen des Extraktes mittels analytischer HPLC konnten dabei die
ersten Anhaltspunkte {iber dessen Zusammensetzung gewonnen werden. Das
Rohextrakt stellte sich dabei als recht komplexe Mischung heraus. Eine prédparative
Auftrennung dieses Extraktes mittels HPLC wiirde sich voraussichtlich sehr
aufwindig gestalten. Im Vorfeld sollte daher gekldrt werden, ob sich durch eine
vorangestellte Reinigung des Extraktes an Kieselgel eventuell eine Vereinfachung fiir
die angestrebte praparative HPLC-Reinigung ergeben konnte.

Die Ergebnisse der DC zeigten, dass es sich bei dem Extrakt um eine Mischung von
Substanzen mittlerer bis hoher Polaritdt handelte. Als Eluent wurde daher Chloroform
mit einem steigenden Methanolanteil verwendet. Das Extrakt wurde in Aceton gelost
und an einer kleinen Menge Kieselgel adsorbiert. Nach einer Equilibrierungsphase der
Sdule mit Chloroform wurde das Eluentengemisch in Portionen zugegeben, wobei der

Methanolgehalt schrittweise erhoht wurde. Bei einem Chloroform/Methanol-
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Verhéltnis von 1:1 wurde der Methanolgehalt in gréeren Schritten erhoht, bis am
Ende mit reinem Methanol eluiert wurde.

Insgesamt wurden 70 Fraktionen zu je 100 ml erhalten, welche mittels DC untersucht
wurden. Die Visualisierung erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzausloschung bzw. durch
Bespriihen mit Spriihreagenz B. Die Fraktionen, welche im DC eine vergleichbare
Zusammensetzung aufwiesen, wurden anschlieBend vereinigt. Man erhielt so am Ende
die acht Fraktionen I bis VIII.

Die Fraktionen II bis V, welche die Hauptmenge des Extraktes ausmachten, ergaben in
der DC recht homogene Spots. Bei der analytischen HPLC stellte sich allerdings

heraus, dass diese Fraktionen immer noch ein Gemisch vieler Substanzen darstellten.

3.4 Reinigung des Extraktes mittels semipriaparativer HPLC

Die Extrakte wurden an einer semiprédparativen Sdule (250/10 Nucleosil 300-5 Cig
HD) gereinigt. Bei den Vorversuchen mit dieser Sdule stellte sich heraus, dass das
analytische Gradientenprogramm C mit kleinen Modifikationen auch bei der
semipriparativen Sdule verwendet werden konnte. Diese Modifikationen fiihrten zum
Gradienten D und ermoéglichten eine deutliche Reduzierung der Programmlaufzeit,

ohne dass dabei eine Einbulle der Trennleistung beobachtet werden konnte.
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Abbildung 3-6: HPLC des Extraktes HP32 mit dem Gradienten D und der
semipréparativen C,;g3 HD-Séule. Eingezeichnet sind die dominanten Peaks, welche bei

der Fraktionierung gesammelt wurden.

Die Fraktionierung erfolgte nach zwei Kriterien:

1. Bei den dominanten Peaks wurde eine weitgehende Separierung anvisiert.

2. Zwischen diesen Peaks wurden Zwischenfraktionen genommen.

Die priaparative HPLC-Reinigung soll exemplarisch an der Charge HP33 gezeigt
werden. Die Reinigung der Chargen HP34, HP35, HP36, HP37 und HP38 erfolgte
prinzipiell gleich. Mitunter ergaben sich kleine Unterschiede beim Gradienten- bzw.
Fraktionierungsprogramm.

Das getrocknete Extrakt wurde in einer Mischung von Acetonitril/Wasser erneut geldst
und nach dem Filtrieren mit einem automatischen Probengeber in das HPLC-System
injiziert. Die Fraktionierung erfolgte mit einem automatischen Fraktionensammler,
welcher durch das UV-Signal bei 260 nm bzw. 300 nm gesteuert wurde. Die Peaks
wurden von hydrophil bis lipophil alphabetisch gekennzeichnet (s.a. Abbildung 3-6).
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Es wurden insgesamt 15 Fraktionen gesammelt. Die Rechromatographie der einzelnen
Fraktionen zeigte, dass die Reinigung bei den dominanten Peaks C, D, I, K und M sehr
erfolgreich war. Diese Fraktionen wurden nahezu HPLC-rein erhalten. Bei den
Fraktionen L, N und O konnten jeweils noch leichte Verunreinigungen der zuvor
eluierenden Verbindung beobachtet werden. Bei den Fraktionen PW und XZ handelte

es sich um ein Substanzgemisch.

3.5 Untersuchung der gereinigten HP-Fraktionen mit physikalisch-
chemischen Methoden

3.5.1 IR-spektroskopische Untersuchungen

Von den reinen Extrakt-Fraktionen wurden IR-Spektren der KBr-Preflinge
aufgenommen. Wie aus Tabelle 3-1 ersichtlich, weisen die verschiedenen Fraktionen

analoge, charakteristische IR Banden auf.

Tabelle 3-1: IR-Daten der HP-Fraktionen.

HP-Fraktion IR Banden [cm™]
H 3412, 2930, 1682, 1609, 1271, 1205, 1138
I 3426, 2930, 1703, 1609, 1269, 1168
L 3414, 2933, 1682, 1609, 1269, 1207, 1168, 1140
M 3417, 2934, 1707, 1608, 1267, 1168, 1093
N 3422,2933,1708, 1610, 1268, 1205, 1168, 1136

PW 3416, 2932, 2860, 1715, 1609, 1268, 1167, 1096
XZ 3420, 2930, 2858, 1720, 1609, 1266, 1168, 1081
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Abbildung 3-7: IR-Spektrum der Fraktion M, aufgenommen in KBr.

Am Beispiel der Fraktion M sollen diese Banden kurz besprochen werden:

e 3417cm’: (O-H)-Valenzschwingung assoziierter H-Briicken.

e 2934cm™: (C-H)-Valenzschwingung; eine zweite schwichere Bande ist bei
2866 cm’™ erkennbar.

e 1707 cm™: Carbonyle oder Enole, eventuell iiberlagert mit Bande einer C=C.

e 1608 cm™: (C=C)-Valenzschwingung von Aromaten.

e 1267cm”: (O-H)-Deformationsschwingung.

e 1168;1093 cm™: (C-O)-Valenzschwingung und Aromatenschwingungen.
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3.5.2 UV-spektroskopische Untersuchungen

Bei den UV-Untersuchungen mehrerer HP-Fraktionen ergab sich, dass auch die UV-
Spektren groBe Ahnlichkeiten aufwiesen.. Sie zeigten ein ausgeprigtes Maximum im
Bereich von 250 nm und 260 nm. Einige der Verbindungen wiesen noch ein
schwicheres Maximum um 330 nm auf. Dies kann als weiterer Hinweis fiir den
aromatischen oder phenolischen Charakter der Substanzen aufgefasst werden.

Zudem konnte bei der Zugabe von Natronlauge bei mehreren HP-Fraktionen ein
bathochromer Effekt der Absorptionsmaxima beobachtet werden. Das Ausmal} der
Verschiebung richtete sich dabei nach der untersuchten Fraktion und dem pH-Wert der
Losung. Dies warf die Frage nach der pH-Abhédngigkeit des Absorptionsverhaltens der

Substanzen auf.

Fiir diese Untersuchungen wurden die aus dem Extrakt abgetrennten Fraktionen M,
PW und XZ herangezogen. Eine Stammldsung der jeweiligen Fraktion wurde auf eine
fiir die UV-Spektroskopie geeignete Konzentration von 50 pg/ml verdiinnt. Diese
Losung wurde dann mit verdiinnter Natronlauge versetzt, wobei zu geeigneten
Zeitpunkten der pH-Wert gemessen und das dazugehdérende UV-Spektrum

aufgezeichnet wurde.

Im untersuchten pH-Bereich von 5,60 bis 11,08 weisen die UV-Spektren der Fraktion
M (Abbildung 3-8) fiinf iosbestische Punkte bei 220 nm, 235 nm, 276 nm, 330 nm und
345 nm auf. Das Absorptionsmaximum verschiebt sich dabei von 261 nm auf 302 nm.
Im Alkalischen tritt zudem deutlich ein zweites Absorptionsmaximum bei 376 nm
hervor.

Die bathochrome Verschiebung ist ein Hinweis dafiir, dass die Verbindung vermutlich
iiber eine phenolische OH-Gruppe verfligt, die bei einer Deprotonierung zur
Erweiterung des delokalisierten n-Systems fithrt. Das Auftreten der Isosbesten
wiederum ldsst darauf schlieBen, dass diese Deprotonierung mit einer einheitlichen
Gleichgewichtsreaktion verbunden ist und nur eine funktionelle Gruppe bzw.

Protonierungsstufe involviert ist.
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Abbildung 3-8: UV-Spektren der Fraktion M.
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Abbildung 3-9: UV-Spektren der Fraktion PW.
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Abbildung 3-10: UV-Spektren der Fraktion XZ.

Wie zuvor schon erwihnt, handelt es sich bei der Fraktion M um eine HPLC-reine
Substanz. Die Fraktionen PW und XZ dagegen sind eigentlich Substanzgemische. Um
so erstaunlicher war es, als bei diesen Fraktionen ebenso Isosbesten beobachtet werden
konnten. Betrachtet man allerdings die Abbildung 3-9 und Abbildung 3-10 genauer, so
sind Unterschiede zu erkennen.

Bei allen drei Fraktionen wurde fiir die UV-Untersuchungen dieselbe Konzentration
von 50 pg/ml gewihlt. Verdiinnungseffekte wurden durch Multiplikation der Spektren
mit einem entsprechenden Faktor eliminiert. Die Intensitit der Banden nimmt
allerdings von M {iiber PW nach XZ ab. Das zweite Absorptionsmaximum im
Alkalischen bei 376 nm ist bei XZ kaum mehr erkennbar.

Die bei den Fraktionen PW und XZ beobachteten Effekte sind daher vermutlich auf
Verunreinigung durch die Substanz M zuriickzufithren, die das eigentliche

Chromophor enthilt.
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Die pH-Abhédngigkeit der UV-Spektren der p-Hydroxy-benzoesdure, die aus dem
Hydrolysat der Fraktionen PW und XZ isoliert werden konnte, wurde ebenso
untersucht. Die UV-Spektren in Abbildung 3-11 wurden im pH-Bereich zwischen 2,1

und 10,1 aufgenommen.
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Abbildung 3-11: UV-Spektren der p-Hydroxy-benzoeséure.

Die Verbindung zeigt im Bereich oberhalb von pH 5,5 zwei isosbestische Punkte bei
226 nm und 256 nm. Das Absorptionsmaximum bei diesem pH von 246 nm erféhrt bei
der pH-Titration eine bathochrome Verschiebung. Das neue Maximum bei pH 10,1
liegt dann bei 280 nm. Unterhalb des pH-Wertes von 5,5 sind ebenso zwei
isosbestische Punkte bei 218 nm und 246 nm auszumachen. Hier ist beim
Absorptionsmaximum ein hypsochromer Effekt zu beobachten.

Dies beiden Effekte sind den beiden funktionellen Gruppen, phenolische Hydroxy-

Gruppe und Carbonséure, der p-Hydroxy-benzoesiure zu zuschreiben.
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Wie zuvor schon erwédhnt wurde, konnte bei der alkalischen Hydrolyse der Fraktionen
M, PW und XZ jeweils im Hydrolysat die p-Hydroxy-benzoesdure gefunden werden.
Zudem weisen die p-Hydroxy-benzoesdure und die Substanz M vergleichbare
spektroskopische Eigenschaften in Bezug auf eine pH-Anderung auf. Man kann daher

annehmen, dass die Substanz M das Chromophor der p-Hydroxy-benzoesédure enthélt.

3.5.3 Massenspektrometrische Untersuchungen

Die Fraktionen wurden mittels ESI-MS analysiert. Von den HPLC-reinen Fraktionen I,
K und M konnten dabei auch Massen erhalten werden. Bei diesen Fraktionen handelt
es sich wohl um definierte Verbindungen. Von den Fraktionen PW und XZ konnte
auch durch Variation verschiedenster Messparameter kein aussagekriftiges

Massenspektrum erhalten werden.

Tabelle 3-2: Tabelle der Molekiilionen der Fraktionen I, K und M.

Fraktion Molekiilion [M+H]"

m/z
I 661,4
K 865,2
M 823,0

Von der Fraktion M wurde eine hochaufgeloste Masse aufgenommen. Die dabei
erhaltene Masse der Verbindung von 823,1641 fiihrte zum Vorschlag einer

Summenformel von C43H35047.
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3.5.4 NMR-spektroskopische Untersuchungen

3.54.1 Fraktionen I, K und M

Von diesen drei Fraktionen konnten 'H NMR Spektren aufgenommen werden, von der
Fraktion M konnte ein *C NMR erhalten werden. Die erhaltenen NMR Daten
bestitigten die HPLC-Analysen, dass es sich bei diesen Fraktionen um saubere
Verbindungen handelte.

Alle drei Verbindungen zeigten dhnliche 'H NMR Spektren. Die Interpretation der
spektroskopischen Daten ldsst vermuten, dass es sich bei diesen drei Verbindungen
eventuell um Vertreter einer Gruppe kondensierter Phenole aus der Klasse der
Flavonoide handeln konnte. Dafiir sprechen die Signale aromatischer CH- und OH-
Protonen. Bei der Substanz M konnte dies auch durch die Signale aromatischer
Kohlenstoffatome im entsprechenden C NMR Spektrum bestitigt werden. In den
Spektren konnten dagegen keine typischen Signale der glykosidischen CH- und OH-
Gruppen gefunden werden, die Moglichkeit von Glykosid-Resten bei diesen
Substanzen kann daher mit groer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Im
experimentellen Teil dieser Arbeit sind das 'H NMR und C NMR Spektrum der
Verbindung M abgebildet.

Durch eine hochauflosende Masse konnte fiir die Verbindung eine Summenformel von
C43H35047 vorgeschlagen werden. Dies kann als weiterer Hinweis gewertet werden,
dass es sich bei der Verbindung um einen Vertreter der Klasse der kondensierten
Flavonoide handeln konnte. Proanthocyanidine weisen z.B. eine Summenformel von
C4sH3g015  entsprechend einem Molekulargewicht von 866 Da auf. Diese
Verbindungen gehdren zu einer in Pflanzen weit verbreiteten Klasse der oligomeren
Flavonoide. Diese treten meist als Dimere bis Pentamere auf, wobei z.B. Flavan-3-ol
Einheiten iiber 4 — 6 oder 4 — 8 C-C-Bindungen miteinander verkniipft
sind.[121,122] Die Substanzen I, K und M koénnten zu einer Untergruppe dieser

Verbindungsklasse gehoren.

Bei den Untersuchungen konnte kein Hinweis darauf gefunden werden, dass es sich

bei diesen Verbindungen um Vorstufen oder Derivate eines Polypyrons handeln
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konnte. Zudem zeigten diese Verbindungen bzw. die Fraktionen I, K und M, dass sie
die Na'/K'-ATPase Aktivitdt nicht besonders stark inhibierten. Daher kann die
Vermutung gedullert werden, dass diese Fraktionen mit dem gesuchten Hemmstoff

nichts zu tun haben.

3.5.4.2  Fraktionen PW und XZ

Die bei den NMR Untersuchungen dieser beiden Fraktionen erhaltenen 'H NMR
Spektren zeigten keine deutlichen Signale iiber dem Rauschen. Diese Beobachtung bei
den aktivsten Fraktionen ist nicht verwunderlich. Sollte es sich bei den Verbindungen
dieser Fraktionen um die makrozyklischen Polypyrone handeln, so ist zumindest im

'"H NMR kein Signal zu erwarten.

3.6 Untersuchung der biologischen Aktivitit der HP-Fraktionen

Die isolierten Fraktionen des Extraktes wurden auf ihre biologische Aktivitit mit zwei

unterschiedlichen Testverfahren untersucht:

1. Inhibierung der Enzymaktivitit der Na'/K'-ATPase aus Kaninchen- und
Rattennieren

2. ELISA mit anti-Ouabain Antikérpern

3.6.1 Inhibierung der Enzymaktivitit der Na'/K'-ATPase

Die fiir diese Test benétigte Na'/K'-ATPase wurden aus der duBeren Medulla der
Kaninchen- und Rattennieren nach der Prozedur C von Jergensen gewonnen.[123]
Gemessen wurde die Enzymaktivitit in Gegenwart der isolierten HP-Fraktionen. Die
Enzymaktivitit in Abwesenheit eines Inhibitors diente als Referenz. Séamtliche Tests

wurden an der Universitidt Konstanz von R. Stimac durchgefiihrt.
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Zu Beginn mussten bei dem Enzymtest noch einige Parameter angepasst werden. Die
Ergebnisse der ersten Extraktprdparationen wurden daher vor allem in qualitativer
Hinsicht beriicksichtigt. Sie dienten als Auswahlkriterium bei der Suche nach den
aktiven Fraktionen des Extraktes.

Aus diesen Tests gingen die Fraktionen M, PW und XZ als diejenigen hervor, die die
Enzymaktivitit der Na'/K'-ATPase am stirksten inhibierten. Thre Aktivitit lag mit
einem ICsy von 0,5-5,0 ug/ml im Bereich des Ouabain, das mit einem ICs, von 0,6
ng/ml zur Zeit einer der stiirksten bekannten Inhibitoren der Na'/K'-ATPase darstellt.
Die Fraktionen wurden auch beziiglich ithrer Hemmung der Enzymaktivitdt der aus
Ratten isolierten Na'/K -ATPase untersucht, welche von Ouabain schlecht inhibiert
wird. Die Ergebnisse zeigten, dass dies bei den getesteten Fraktionen nicht zutraf. Dies
kann als weiterer Beleg dafiir gesehen werden, dass die isolierten und auch getesteten

HP-Fraktionen kein Ouabain enthielten.

3.6.2 Enzym Immunoassay mit anti-Ouabain Antikorpern

Die Interaktion mit diversen Antikdrpern wurde schon des Ofteren zur
Charakterisierung und Identifizierung von Na'/K'-ATPase Inhibitoren herangezogen.
Die Wahl fiel auf eine Prozedur von di Bartolo et al., welcher ein ELISA-Protokoll zur
Identifizierung sogenannter OLC’s (Ouabaine like compounds) mit anti-Ouabain
Antikorpern entwickelte.[124]

Bei diesem Test handelt es sich um einen indirekten, kompetitiven ELISA. Hierbei
konkurriert der Inhibitor mit einem auf der Platte immobilisierten Ouabain-Konjugat
um die anti-Ouabain Antikorper. Die Antikorper, welche nicht mit einem Inhibitor
interagieren, konnen sich also an das Ouabain-Konjugat binden. Je besser nun der
Inhibitor bzw. je hoher dessen Konzentration ist, desto weniger Antikdrper binden sich
an das Konjugat, da die Antikdrperkonzentration immer gleich ist. An die gebundenen
Antikorper kann sich dann ein zweites Enzym-Konjugat binden, meist ein Antikorper,
welcher spezifisch mit dem ersten Antikorper interagieren kann. In unserem Fall
handelte es sich um ein Protein A-Alkaline Phosphatase Konjugat. Die Farbreaktion

wird dann durch Zusatz eines Substrats, welches vom Enzym gespalten werden kann,
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hervorgerufen. Die Farbintensitdt verhdlt sich dabei antiproportional zur

Inhibitorstarke bzw. dessen Konzentration.

Samtliche bei der priparativen Reinigung des Extraktes erhaltenen Fraktionen, das
Extrakt selbst und Proben der alkalischen Hydrolyse wurden mit diesem ELISA-Test
untersucht. Bei keiner der Proben konnte eine Interaktion mit den anti-Ouabain
Antikorpern beobachtet werden. Der Test selbst scheint dafiir nicht die Ursache zu
sein, wie die Interaktion der anmti-Ouabain Antikérpern mit dem Standard Ouabain
zeigt (s. experimenteller Teil). Ein Einfluss der Losemittel der Probenstammlosungen

auf das Testergebnis konnte durch entsprechende Blindproben ausgeschlossen werden.

Das Ausbleiben einer Kreuzreaktion der Proben mit den anti-Ouabain Antikorpern
kann daher zu dem Schluss fiihren, dass die Proben keine Verbindungen enthielten, die
strukturelle Ahnlichkeiten mit Ouabain aufwiesen. Es wire allerdings auch méglich,
dass die Konzentration der Ouabain-dhnlichen Substanzen unterhalb der

Nachweisgrenze dieses ELISA-Tests lag.

3.7 Alkalische Hydrolyse der HP-Fraktionen

Bei den Versuchen mit den Extraktfraktionen wurden auch eine saure und alkalische
Hydrolyse durchgefiihrt. Erstaunlicherweise zeigte sich, dass die Proben, welche der
alkalischen Hydrolyse der Fraktionen PW und XZ entnommen wurden, die
Enzymaktivitit der Na'/K'-ATPase noch stirker inhibierten, als die urspriinglichen
Fraktionen. Besonders stark fiel dieser Effekt bei der Fraktion XZ auf.

HPLC Untersuchungen dieser Hydrolyse zeigten, dass dabei eine Reihe neuer
Verbindungen gebildet wurden. In Abbildung 3-12 ist beispielhaft der zeitliche
Verlauf einer solchen Hydrolyse dargestellt. Die Hydrolyse erfolgte in einer 0,2
molaren Natronlauge bei Raumtemperatur. Das Erhitzen der Reaktionsmischung

beschleunigte den Prozess.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

53

0.26-f
1 014]
| A ! B
0zs g 1 3
i e 0] T i
] n i g/ |
022! ] e
| 012 |
1 1 |
] | ] |
1 = 1 | 1
020 3 011 i
i | ] |
| i ! It
018 i 004 I/
g { | 1 "/
i v
| ]
016 |
] |
014 |
> | | 5 |
2 | 2
. e |
1 | o
8/ ¥ |
g I
] S|
0.10- e
1 H 2 |
] i\ 3 |
0,08 v R Il
|
| | \‘ ‘
] I |
0.06- | | i
d \ | |
I i \ It |
1 il \\ I\
0,04 N A |
" |
] N |
] \ |
oo2| . Ny
v, -
| S |
— |
0,00 -
200 400 6,00 800 10,00 1200 14,00 16.00 12,00 1400 15,00
Minutes
0,18 3
017 4 065 b
| g C ‘ g D
o8] M}
| o
1 I § < 0801 i
015 i s "' ‘ | i
] T ‘ 0ss. i
ose] ‘ || \ 1
] | |l | il
n b ol |
| I a Il 1 Il
s g Il ‘
: | i U oo
] 8
0114 | E =1 ]
! | 5 f o040] I
0.10] i f 1 I
i 1 |
00 I | 0as] |
I | | i I
z qu | | 2]
e | 030 |
007 t ] ‘ |
i 025 1
0,06 © 1 I
o I s 1 |
| 1 | 3 |
005 | | | 0204 |
i i
| 1 |
00e || I I .
1 15
7l | |
003 || I
1l I |
1l { i 010 |
0,02 I \ | |
L NG I 5 |
E| AN $
001 | - oos] | * |
10 1 |
ol [ , ~ |
N — ) . e
0017
2,00 4,00 600 8,00 1000 12,00 14,00 16.00 200 4,00 6,00 800 10,00 1200 o0 | 1600
Mites Minutes

Abbildung 3-12: Zeitlicher Verlauf der alkalischen Hydrolyse der Fraktion XZ
(Reaktionsbeginn (A), 5 min (B), 30 min (C), Reaktionsende (D)).

In der Abbildung sind schon nach kurzer Zeit deutlich die neu auftretenden Peaks zu
sehen. Eines der Endprodukte der Hydrolyse war die Verbindung mit dem Peak bei tg
= 5,08. Diese Verbindung konnte isoliert werden und mittels IR, UV, EI-MS und

NMR wurde sie als p-Hydroxy-benzoesdure identifiziert.
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Neben den Fraktion PW und XZ wurden auch die Fraktionen I, K und M und das
Extrakt selbst diesen Hydrolysebedingungen unterworfen. Bei ithnen konnte die
p-Hydroxy-benzoesdure ebenfalls nachgewiesen werden.

Die aus den Hydrolysaten isolierte p-Hydroxy-benzoesdure wurde auch hinsichtlich
ihrer Hemmung der Na'/K'-ATPase untersucht. Sie beeinflusste die Enzymaktivitit
der Na'/K'-ATPase nicht. Zudem schwankten die aus den unterschiedlichen Chargen
der Fraktionen PW und XZ isolierten Mengen. Es ist daher anzunehmen, dass die
Entstehung der p-Hydroxy-benzoesdure bei den Fraktionen PW und XZ auf eine
Verunreinigung durch die Fraktionen I, K oder M zuriickzufiihren ist. Bei diesen

konnte sie durch die Hydrolyse des Flavonoid-Korpers entstehen.

3.8 Herstellung und Untersuchung des MCS-Faktors

3.8.1 Darstellung des MCS-Faktors

Wie zuvor erwidhnt, zeigten die Proben der Fraktion XZ nach einer alkalischen
Hydrolyse eine deutliche Steigerung bei der Hemmung der Na'/K'-ATPase. Es konnte
eine Prozedur gefunden werden, mit deren Hilfe die Aktivierung der XZ Fraktion
reproduzierbar wurde. Dazu wurde die Fraktion in Ethanol/Wasser gelost und mit
Natronlauge versetzt. Die alkalische Losung wurde dann fiir 8 bis14 Stunden erhitzt.
Anschliefend wurde die Losung mit Salzsdure zuerst auf einen pH-Wert zwischen 8,0
und 9,6 und danach erst auf einen endgiiltigen pH von etwa 3,0 eingestellt. Um
iiberschiissige Na'-Ionen zu entfernen, wurde die Lsung noch mit einem starken
Kationenaustauscher-Harz behandelt. Das Hydrolysat bzw. Proben dieser Losung
wurden dem Aktivitétstest zugefiihrt. Lag der ICsy dieser Fraktion noch im Bereich
von 0,5-2,5 pug/ml, so konnte er durch die alkalische Hydrolyse auf eine Wert von
0,015 pg/ml gesteigert werden.

Das Hydrolysat wurde mittels praparativer HPLC in sechs Fraktionen unterteilt, die
alle auf ihre Aktivitdt untersucht wurden. Keine dieser Fraktionen konnte die

Enzymaktivitit der Na'/K'-ATPase inhibieren, obwohl das entsprechende
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Gesamthydrolysat eine gesteigerte Aktivitdit aufwies. Der Grund dafiir ist
wahrscheinlich in der Behandlung des Hydrolysats wéahrend der Aufreinigung zu

suchen. Es wurde vermutet, dass es sich bei der aktiven Form des Hemmstoffes um

eine fliichtige Verbindung handeln konnte.

3.8.2 Massenspektrometrische Untersuchung des MCS-Faktors

Bei der Untersuchung des Hydrolysats mittels ESI-MS konnte erstmals eine Masse fiir
diesen Inhibitor erhalten werden. Im positiven Modus konnte ein Molekiilion der
Masse m/z = 431,2 entsprechend dem [M+Na] -Ion beobachtet werden. Diese Masse
von 408,2 Da ldsst sich mit dem makrozyklischen Hexamer des Kohlensuboxids
(C30,)¢ erkldaren. An anderer Stelle wurde iiber die Isolierung eines endogenen
Liganden aus tierischen Geweben berichtet, der auch diese Masse aufwies.[125]
Daneben wurde u.a. noch die Masse des Zyklooctamers (C;0,)s gefunden. In

Abbildung 3-13 ist das ESI-MS einer solchen aktivierten Probe zu sehen.

[(C,0,); + 3 NaJ*
4.0e5 159.0 (C0e
[(C50,)s+ 4 NaJ**
’E 3.0e5 4
@ [2 (C40,)5 + 3 Nal®*
Q
T 2.0e5 [(C:0s*2Na*  [(C,0,);+ Na]*
431.2 [(C,0,), + NaJ*
1.0e5 - 567.2
624.8
0 T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600

m/z

Abbildung 3-13: ESI-MS einer aktivierten Hydrolysat-Probe. Die Molekiilionen-
Peaks sind den entsprechenden Komplexen der mit Na'-Ionen assoziierten

makrozyklischen Kohlensuboxid-Oligomere zugeordnet.
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Aus diesem Extrakt konnte die lipophile Vorstufe des Hemmstoffes isoliert werden,
woraus durch eine Basen/Sdure Behandlung die eigentlich aktive Form entsteht. Die
aktive Form des Hemmstoffes wurde auch als MCS-Faktor (macrocyclic carbon
suboxide) bezeichnet. Die Verbindungen scheinen eine grofle Tendenz zur Assoziation

. + .
mit Na -lonen aufzuweisen.

3.8.3 Aktivititstests des MCS-Faktors — Vergleich mit Ouabain

In Abbildung 3-14 ist der Vergleich der beiden Inhibitoren der Na'/K'-ATPase
Ouabain und MCS-Faktor zu sehen. Die Na'/K -ATPase fiir diese Versuche stammte
aus der Kaninchenniere. In der Darstellung wurde fiir die Berechnung des K;-Werts
des MCS-Faktors nur das Molekulargewicht des Hexamers von 408,2 Da
beriicksichtigt. Dies stellt eine konservative Rechnung dar, da eine Beriicksichtigung
der hoherer Masse des Octamers einen niedrigern K; ergeben wiirde.

Aus der Abbildung geht hervor, dass es sich beim MCS-Faktor (K;= 38 nM) um den
potenteren Inhibitor der Na'/K'-ATPase handelt. Ouabain weist nur einen K;von 1 pM

auf.
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Abbildung 3-14: Vergleich der beiden Inhibitoren der Na'/K-ATPase Ouabain und
MCS-Faktor.

3.8.4 Aktivititstests mit aus unterschiedlichen Geweben isolierten Na"/K"-
ATPase

Es ist bekannt, dass Ouabain eine unterschiedliche Affinitit gegeniiber den Isoformen
der Na'/K'-ATPase aufweist.[126] Diese gegeniiber kardiotonischer Steroide
niederaffine Form kann z.B. aus Rattennieren isoliert werden.[123]

Aus Abbildung 3-15 geht hervor, das dies beim MCS-Faktor nicht zutraf. Es zeigte

sich, dass der MCS-Faktor beide Enzyme in etwa gleich stark hemmen konnten.
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Abbildung 3-15: Aktivitdt des MCS-Faktors gegeniiber der aus Ratten- bzw.

Kaninchennieren isolierten Na'/K -ATPase.

3.9 Abschlielende Bemerkungen

Es lasst sich sagen, dass die aus der Pflanze isolierte Fraktion XZ eine Vorstufe des
Hemmstoffes der Na'/K'-ATPase darstellt. Diese Vorstufe konnte durch eine
Basen/Sauren-Behandlung reproduzierbar in die als MCS-Faktor bezeichnete aktive
Form iiberfiihrt werden. Bei der massenspektrometrischen Untersuchung konnte ein
erster Hinweis erhalten werden, dass es sich dabei um makrozyklische Kohlensuboxid-
Oligomere handeln konnte. Das Hexamer bzw. Octamer konnte dabei als mit Na'-

Ionen assoziierte Molekiilionen nachgewiesen werden.
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Es konnte gezeigt werden, dass der MCS-Faktor ein potenter Inhibitor der Na'/K'-
ATPase darstellt, stiarker sogar als Ouabain. Zudem hemmt der MCS-Faktor auch
beide Isoformen des aus Ratten- bzw. Kaninchennieren isolierten Enzym:s.

Allerdings konnte bisher noch keine Erkldrung fiir die Entstehung des MCS-Faktors
aus seiner lipophilen Vorstufe gefunden werden. Auch der Verlust der Aktivitit dieser
Verbindung bei einer erneuten Aufreinigung bleibt rétselhaft. Diese Fragen konnten
bisher nicht beantwortet werden, da die physikalischen und chemischen Eigenschaften
der makrozyklischen Kohlensuboxid-Oligomere noch unbekannt sind.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte daher versucht werden, eine Modellverbindung zu
synthetisieren, die es erlauben wiirde die Eigenschaften dieser Verbindungen zu
studieren. Die dabei gewonnen Erkenntnisse konnten wichtige Riickschliisse
ermoglichen, die wiederum bei der Beantwortung der aufgeworfenen Fragen hilfreich

waren.
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3.10 Synthesestrategien allgemein

Bei der Suche nach einer geeigneten Synthesestrategie fiir den Aufbau von

Polypyronen zeichneten sich zwei Konzepte ab:

(A) Schrittweiser Aufbau

(B) Synthese von geeigneten ,,building blocks*

Abbildung 3-16: Die zwei Konzepte fiir den Aufbau von Polypyronen: Schrittweiser
Aufbau (A), Synthese von ,,building blocks* (B).

Bei diesen beiden Konzepten werden schon vor einem Synthesebeginn Vor- und
Nachteile deutlich. So kann der schrittweise Aufbau, mit der Moglichkeit der
repetitiven Abfolge der einzelnen Synthesestufen, ein einfaches und leichtes
Synthesekonzept darstellen. Zudem konnen die aus dem einzelnen Schritten
hervorgehenden Zwischenprodukte, wie Dipyrone oder Tripyrone, auch als ,,building

blocks* fiir Synthesestrategien nach dem zweiten Konzept dienen. Als Nachteil sind
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dabei die Probleme, die bei den Folgegliedern auftreten konnten, zu nennen. Es ist
leider unklar, ob ein Dipyrone noch die ndétige Stabilitit gegeniiber den Reaktions-
bedingungen aufweist, die fiir den Aufbau des Pyronsystems angewendet wurden.

Bei dem Konzept der ,,building blocks* liegen Vor- und Nachteile eng beieinander.
Durch die Kombinationsmdglichkeiten der Pyrone, Dipyrone oder Tripyrone lieBen
sich recht einfach die verschiedenen Makrozyklen, wie Hexamer oder Octamer,
realisieren. Die Hauptprobleme dieses Konzepts diirften darin liegen, geeignete
Reaktionen fiir die Verkniipfung der ,,building blocks* zu finden, und die dafiir

bendtigten Derivate zu synthetisieren.

Ohne die Reaktivitit eines Di- oder Tripyrons zu kennen, schien die Suche nach
moglichen Reaktionen fiir eine Verkniipfung der ,building blocks®”, wenig
aussichtsreich. Besonders die Publikationen, welche sich mit der Reaktivitidt oder
Synthese von Pyranopyrandionen beschiftigen, erscheinen dazu geeignet, diese
Problematik in Angriff zu nehmen. Diese Verbindungen, die als ,kleinstes Glied*
einer Polypyron-Kette betrachtet werden konnen, wiren bei der Beantwortung der
offenen Fragen unerldsslich.

Am Anfang der Uberlegungen zu den Synthesestrategien von Polypyronen stand daher
eine Literaturrecherche nach solche Verbindungen. Dabei wurden auch die Struktur-

und Literaturdatenbanken wie Beilstein Crossfire, SciFinder oder Ovid berticksichtigt.

3.11 Ergebnisse der Literaturrecherche

3.11.1 Pyranopyrandione aus Dihydroxyaceton

Die Gruppe um Popoff beschrieb zwei Pyranopyrandione bei ihrer Untersuchung der
Reaktion von Dihydroxyaceton in einem Acetat-Puffer mit pH 4,5 bei 96 °C.[120]
Neben diversen aromatischen Verbindungen, wie Phenole und Pyranone, wurden die
zwei besagten Pyranopyrandione isoliert und mittels IR, MS und 'H NMR (nach
Methylierung) charakterisiert. Aufgrund der geringen Substanzmenge, konnte
allerdings keine eindeutige Zuordnung bei der Orientierung der Annelierung getroffen

werden. Die Tatsache, dass auch 3-Hydroxy-pyran-4-one in der Reaktionsmischung
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gefunden wurde, legt aber die Vermutung nahe, dass es sich um die ,,Kopf-Schwanz*-

Annelierung (Abbildung 1-38) handeln konnte.

Abbildung 3-17: , Kopf-Schwanz‘“-Annelierung der beiden isolierten

Pyranopyrandionen bzw. y,y-Bispyronen.

Dieser Ansatz wurde fiir die folgenden Strategien nicht beriicksichtigt, da bei dieser
Synthese sicherlich nicht ausreichende Mengen fiir nachfolgende Untersuchungen

gewonnen werden konnten.

3.11.2 Woods Synthesen von Pyranopyrandionen

Woods berichtete zwischen 1959 und 1964 mehrmals iiber die Darstellung von

Pyranopyrandionen, wobei sich zwei unterschiedliche Methoden abzeichnen:

Die erste von Woods verdffentlichte Methode geht von einem C-acylierten Kojisdure-
Derivat aus, welches unter der Einwirkung von Kaliumacetat und Essigsdureanhydrid
das Pyranopyrandion ergeben soll (Abbildung 3-18). Die Zyklisierung sollte dabei als
Beweis fiir die erfolgreiche C-Acylierung dienen.[127,128]

OH
KOAc, Ac2
n n-1 O

n=1,2,3

Abbildung 3-18: Reaktionsschema der Pyranopyrandion-Synthese mit Kaliumacetat

und Essigsdureanhydrid.
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Ob es Woods gelang unter den von ihm beschriebenen Bedingungen wirklich ein
Pyranopyrandion herzustellen, muss jedoch aus mehreren Griinden bezweifelt werden.
So ging Woods noch davon aus, dass Trifluoressigsdure aus den eingesetzten Lactonen
ein ,hydroxy-acyl radical* als acylierends Agens erzeugt [129], dies widerspricht
allerdings dem heutigen Wissensstand. Folglich ist schon seine Darstellung der
C-acylierten Pyrone fraglich. Der im weiteren Reaktionsverlauf anvisierte Schritt
analog der Kostanecki-Robinson Chromon-Synthese [88-90], wire allerdings nur mit

diesen Verbindungen moglich.

In einer weiteren Publikation[130] geht Woods von C-acylierten Derivaten der Chlor-
Kojisdure aus. Diese unterwirft er den oben beschrieben Reaktionsbedingungen mit
Kaliumacetat und Essigsdureanhydrid, um dabei Pyranopyrandione zu erhalten. Die C-
Acylierung der Chlor-Kojisdure soll dabei durch eine Umsetzung mit
Sdurehalogeniden in siedendem Benzol erfolgen. Woods macht in der besagten
Publikation auch keine Angaben iiber die Reaktivitit seiner Acylierungsprodukte
gegeniiber einer FeCl;-Losung, wodurch sich leicht die freie 3-Hydroxy-Funktion
beweisen lief3e.

Neuere Untersuchungen dieser Reaktion zeigten dann auch, dass Sdurehalogenide
unter den besagten Bedingungen zu keiner C-Acylierung in der Lage sind. Es findet
vielmehr eine Acylierung der 3-Hydroxy-Funktion statt, was sich eindeutig durch
spektroskopische Daten ('H NMR) belegen lisst.[131]

Als weiteren Beweis fiir die erfolgreiche C-Acylierung und Zyklisierung fithrte Woods
die Darstellung eines Pyranopyrandions mit einer zweiten Synthesesequenz an
(Abbildung 3-19). Das auf zwei unterschiedlichen Wegen dargestellte C-acylierte
Kojisdure-Derivat, sollte bei der Reaktion mit Kaliumacetat und Essigsdureanhydrid

jeweils wieder das Pyranopyrandion ergeben.
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Abbildung 3-19: Woods angenommene, alternative Synthesesequenz fiir das

Pyranopyrandion.

Die Reaktion von Kojisdure und Essigsdureanhydrid in konzentrierter Phosphorsédure
wurde auch von Kagan untersucht.[131] Dabei zeigte sich, dass das Produkt dieser
Reaktion kein C-acyliertes Kojisdure-Derivat ist. Vielmehr entsteht dabei die 6-
Acetyl-Kojisdure, welche mittels '"H NMR charakterisiert wurde. Diese Verbindung
zeigte auch den von Woods angegebenen Schmelzpunkt von 137 °C und ergab mit
FeCl;-Losung eine positive Farbreaktion. Man kann somit davon ausgehen, dass
Woods tatséchlich die 6-Acetyl-Kojisdure dargestellt hatte.

Auch die von ithm behauptete Umlagerung der Diacetyl-Kojisdure bei der Behandlung
mit Kaliumacetat konnte nicht eintreten. Kagan konnte zeigen, dass diese Verbindung
hydrolysierbar ist, wobei ein Gemisch aus Kojisdure und wiederum 6-Acetyl-
Kojisdure entstand. Genau dies mag Woods widerfahren sein, da seine Aufarbeitung
basische Bedingungen umfasste. Der von Woods angegebene Schmelzpunkt des
vermeintlichen Pyranopyrandions von 102 °C bzw. 105 °C lasst sich damit erklaren,
dass tatsdchlich die Diacetyl-Kojisdure vorlag, die genau diesen Schmelzpunkt
aufweist.

Es gelang Woods also in keinen der Fillen eine C-Acylierung der Kojisdure oder ihrer
Derivate und die Reaktionsfolge ldsst sich somit wie in Abbildung 3-20 gezeigt

formulieren.
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Abbildung 3-20: Reaktionsfolge der vermeintlichen Pyranopyrandion-Synthese.

Die zweite von Woods beschriebene Methode zur Synthese von Pyranopyrandionen,
beruhte erneut auf der C-Acylierung von Pyronen, im speziellen Kojisdure, unter der
Einwirkung von Trifluoressigsdure und einer anschlieBenden Zyklisierung.

Die Trifluoressigsdure sollte als Katalysator aus dem Ester das acylierende Agens
erzeugen und danach die intramolekulare Zyklisierung zum Pyranopyrandion

einleiten.[132] Die vorgeschlagenen Reaktionsfolge ist in Abbildung 3-21 zu sehen.

O O o
H JJ\/U\ HO TFA, A
+ EtO OEt *+ | T e
o OH -2EtOH

Abbildung 3-21: Reaktionsfolge der zweiten Methode fiir die Synthese der

Pyranopyrandione.

Die in diesem Zusammenhang stehende zweite Arbeit befasst sich mit der Variation

dieser Methode, indem sie auf die Verwendung von Malonsduredinitril ausgedehnt
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wurde.[133] Die Reaktionsbedingungen wurden dabei leicht abgedndert, so wurde das
Molverhéltnis des Pyran-4-ons zu Acylierungskomponente auf 2:1 angepasst und es
erfolgte der Zusatz von Wasser wihrend dem Erhitzen. Die in Abbildung 3-22
gezeigte Reaktionsfolge entspricht dem Vorschlag von Woods.

_Ho_ 1
-2 NH, OH -H,0

Abbildung 3-22: Reaktionsfolge der modifizierten zweiten Methode der Pyrano-

pyrandion-Synthese von Woods.

3.12 Eigene Versuche zu Woods Synthesen

Die im obigen Abschnitt prdsentierten Synthesen boten sich als Einstieg in die
Problematik der Pyranopyrandion-Synthese an. Die in den Arbeiten von Woods
beschriebenen Synthesen wurde mit groBtmdéglicher Sorgfalt wiederholt. Dabei konnte
aber in keinem der Félle ein Pyranopyrandion als Reaktionsprodukt gefunden werden,
weder bei der Umsetzung der Kojisdure mit Malonsdurediethylester, noch bei der mit
Malonsduredinitril. Im folgenden Abschnitt wird nun konkreter auf die Ergebnisse, die

bei der Durchfiihrung dieser beiden Synthesen gewonnen wurden, eingegangen.
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3.12.1 Reaktion der Kojisdure mit Malonsaurediethylester unter der Einwirkung
von Trifluoressigsiaure

Wie in der Synthesevorschrift von Woods beschrieben, wurden dquimolare Mengen
Malonsdurediethylester und Kojisdure mit Trifluoressigsdure versetzt und fiir 15
Stunden erhitzt. Nach dem Abkiihlen gab man zu der Reaktionslosung absolutes
Ethanol und die Losung wurde iiber Nacht im Tiefkiihlschrank bei -18 °C belassen.
Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und tiber Phosphorpentoxid getrocknet,

wobel ein cremefarbenes Pulver erhalten wurde.

Die chromatographische Untersuchung dieses Pulvers zeigte allerdings, dass es sich
dabei nicht um eine einheitliche Verbindung handelt, sondern vielmehr ein
Stoffgemisch aus vier unterschiedlichen Substanzen vorliegt. Die Abbildung 3-23 gibt
ein HPLC diese Stoffgemisches wieder. In der Abbildung sind ebenso die Ergebnisse
eines ESI LC-MS dargestellt.

Keine der Substanzen dieses Reaktionsgemisches wies den Molekiilionenpeak
(IM+H]") mit der Masse von m/z = 335 fiir das von Woods beschriebene
Pyranopyrandion auf. Dem LC-MS ist zu entnehmen, dass es sich bei dem
Niederschlag hauptsdchlich um Kojisdure (m/z = 143) handelte. Weiterhin sind bei

dieser Reaktion vermutlich folgende Verbindungen entstanden:

e Malonsdure bis-(5-hydroxy-4-oxo-4H-pyran-2-ylmethyl)-ester (m/z = 353)
e Malonsiure ethylester 5-hydroxy-4-oxo-4H-pyran-2-ylmethylester (m/z = 257)

e Malonsdure mono-(5-hydroxy-4-oxo-4H-pyran-2-ylmethyl)-ester (m/z = 229)
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Abbildung 3-23: HPLC des Reaktionsgemisches der Umsetzung von Kojisdure und

Malonsdurediethylester in Trifluoressigsdure. Die Peaks sind mit den Massen und

Strukturvorschliagen fiir die dazu gehorenden Substanzen versehen.

Da die Reaktion nicht zum gewiinschten Produkt fiihrte, wurde eine genauere

Untersuchung mit spektroskopischen Methoden nicht unternommen. Die dargestellten

Strukturen fiir die Verbindungen sind daher nicht bewiesen. Ihnen liegen die

Uberlegungen zu Grunde, dass die Reaktionsbedingungen eine Veresterung oder

Umesterung einzuleiten vermogen, so ist z.B. das Endprodukt der Umsetzung von

Kojisdure mit Benzoesdure in Gegenwart von Trifluoressigsidure die 6-Benzoyl-

Kojisdure.[131]

3.12.2 Reaktion der Kojisdure mit Malonsiuredinitril unter der Einwirkung von
Trifluoressigsiure

Trotz der wenig ermutigenden Ergebnisse bei der Durchfiihrung von Woods erster

Pyranopyrandion-Synthese, sollte auch noch die Variante betrachtet werden. Dazu

wurden Malonséduredinitril und Kojisdure in Trifluoressigsdure geldst und zum Sieden

gebracht. Nach vier Stunden wurde etwas Wasser zugesetzt und fiir weitere 18

15,00
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Stunden erhitzt. AnschlieBend wurde nochmals Wasser zugegeben und die Losung
iiber Nacht im Kiihlschrank belassen. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert
und mehrmals mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen iiber Phosphorpentoxid

erhielt man braune, feine Nadeln.

Ein HPLC dieses Niederschlags konnte allerdings keinen Hinweis auf die mogliche
Entstehung eines Pyranopyrandions liefern. Aus dem entsprechenden LC-MS war
ersichtlich, dass es sich bei dem Niederschlag wiederum hauptsidchlich um Kojisidure
handelte. Der zweite Peak mit tg = 9,3 ergab bei der LC-MS Untersuchung keinen
entsprechenden Peak im TIC. Es stellte sich heraus, dass es sich dabei um eine

Verunreinigung aus dem Autosampler der analytischen HPLC handelte.
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Abbildung 3-24: HPLC der Reaktion Malonsduredinitril und Kojisdure. Die Peaks

sind mit den Massen dazu gehorenden Substanzen versehen.

15,00
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3.13 Simonis-Reaktion mit Kojisiure

Analog der Chromon-Synthese nach Simonis, bei der ein Phenol mit einem
3-Ketoester umgesetzt wird, sollte die Mdglichkeit der Ubertragung dieser Methode
auf die Synthese eines Pyranopyrandions untersucht werden. Dazu wurden Kojisdure
und Malonséurediethylester unter Eiskiihlung in 80%-iger Schwefelsdure geldst und

anschlieBend bei Raumtemperatur geriihrt.

@)

0]
O O
OR
T e Hor  B0mHSO, N
HO o RO o

Abbildung 3-25: Simonis-Reaktion mit Kojisdure.

Wie schon in Abbildung 3-25 angedeutet, konnte mit dieser Methode kein
Pyranopyrandion synthetisiert werden. Ein HPLC der Reaktion zeigte, dass dabei kein
eindeutiges Produkt entstand, vielmehr erkennt man neben dem Edukt noch vier
weitere Peaks. Mit Hilfe einer LC-MS Analyse fand man fiir diese Peaks die in
Abbildung 3-26 gezeigten Massen. Die mdglichen Strukturformeln fiir diese
Verbindungen sind ebenso in die Abbildung eingezeichnet, wobei die dort gezeigten

Reste entweder als Ester mit der 3- oder 6-Hydroxy-Funktion vorliegen konnten.
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Abbildung 3-26: HPLC der Umsetzung von Kojisdure mit Malonsdurediethylester
unter Bedingungen der Simonis-Reaktion. Die eingezeichneten Strukturformeln sollen

die Reste an der Kojisdure nach erfolgter Veresterung darstellen.

Anstelle eines zyklisierten Produkts traten vier durch Veresterung entstandene
Produkte, die selbst keine Zyklisierung mehr eingingen. Dies dnderte sich auch nicht
bei der Verlangerung der Reaktionszeit, die auf eine Woche ausgedehnt wurde, oder
einer Erhohung der Reaktionstemperatur auf 60 °C.

Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass auch diese Reaktionsbedingungen kein

C-Acylierung der Kojisdure ermoglichen konnen.
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3.14 Synthesestrategie A (Pyruvat Strategie)

3.14.1 Synthesestrategie — Retrosynthetische Analyse

Die Strategie sollte einen schrittweisen Aufbau einer Polypyron-Kette ermoglichen,
und das Endprodukt eines Synthesezyklus sollte moglichst direkt als Edukt eines
neuen Zyklus verwendet werden kdnnen. Die retrosynthetischen Uberlegungen zu
dieser Strategie sind in Abbildung 3-27 zusammengefasst. Ihr liegt die Idee zu Grunde,
dass sich der zweite Pyran-4-on-Ring durch die Verkniipfung zweier Bausteine
zusammensetzen ldsst. Die beiden Bindungen, die dafiir gebildet werden miissen, sind

in der Abbildung gestrichelt eingezeichnet.

O O
O. OH X X
I (|L — [ | Xﬁl - XYL
o - OH O OH (@)
@) @) )

Abbildung 3-27: Retrosynthetische Analyse; Bildung des zweiten Pyran-4-on-Rings

aus einem 3-Hydroxy-pyran-4-on und einem Cs-Baustein.

Als ,.key steps™ fiir die beiden zu kniipfenden Bindungen bieten sich eine nucleophile
Substitution zur Bildung der Etherbindung und eine Acylierung zum Ringschluss an.
Die dafiir geeigneten Bausteine konnten z.B. ein 3-Hydroxy-pyran-4-on und der
Cs-Baustein ein 3-Halogen-brenztraubensiure sein. Dieser Cs;-Baustein hitte zudem
den Vorteil, dass nach erfolgter Zyklisierung die Zwischenstufe entsteht, welche durch
eine anschlieBende Umlagerung (Keto-Enol Tautomerie) eine passende Ausgangs-
verbindung fir die Wiederholung der Reaktionssequenz ergeben wirde. Der
Synthesezyklus (Abbildung 3-28) wiirde dann zwei bzw. drei Schritte umfassen und

man sollte so leicht eine Polypyron-Kette aufbauen konnen.
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Abbildung 3-28: Schematische Darstellung der Pyruvat-Synthesestrategie.

3.14.2 Umsetzung von Kojisdure mit 3-Brom-pyruvat.

Es gibt recht wenige 3-Hydroxy-pyran-4-one zu kaufen, und von diesen schien die
Kojisdure fiir diese Synthese besonders geeignet zu sein. In der Literatur wurde schon
mehrfach ihre Umsetzung mit Halogenalkanen beschrieben, wobei verschieden Basen,
wie Carbonate oder Kalium- bzw. Natriumhydroxid, verwendet wurden.[134-136] Fiir
die ersten Versuche sollte Ciasiumcarbonat verwendet werden, welches eine besonders
starke Base darstellt und sich in Methanol auch vollstindig umsetzt.[137] Im
Gegensatz z.B. zu Kaliumcarbonat in Dimethylformamid, welches immer im
Uberschuss zugegeben werden muss, da das bei der Deprotonierung entstehende
Kaliumhydrogencarbonat sich nicht weiter umsetzt. Als Reaktionspartner wurde der

schon oben erwihnte C;-Baustein 3-Brom-brenztraubenséure-methylester verwendet.

0] 0]
OH o) CS2CO3 'e) O\
| | + Br\)H(O\ MeOH | |
HO o HO 0 0]

Abbildung 3-29: Reaktionsgleichung der Umsetzung von Kojisdure mit 3-Brom-

pyruvat.
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Kojisdure wurde in Methanol unter Argon gelost und mit Césiumcarbonat versetzt,
welches sich unter Gasentwicklung aufloste. Nach dem vollstindigen Auflosen
erfolgte der Zusatz des 3-Brom-brenztraubensiure-methylesters. Die Reaktionslosung

wurde bei Raumtemperatur geriihrt und der Reaktionsverlauf mittels HPLC verfolgt.

Auftillig war dabei, dass sich die Reaktionslosung nach Zugabe des 3-Brom-
brenztraubensdure-methylesters schon nach einiger Zeit braun verfarbte. Das HPLC
zeigte auBlerdem, dass die Umsetzung nicht vollstindig verlief. Die Ausdehnung der
Reaktionszeit auf bis zu zwei Tage verdnderte die Zusammensetzung der
Reaktionsmischung leider nur geringfiigig zu Gunsten der Produktpeaks. Man konnte
vielmehr erkennen, dass neben dem zunichst einzigen Peak, welcher durch eine LC-
MS Untersuchung als Produktpeak mit der gesuchten Masse von m/z = 243
identifiziert werden konnte, noch weitere Nebenprodukte entstanden. Eines dieser
Nebenprodukte zeigte dabei dieselbe Masse von m/z = 243 wie das gewiinschte
Produkt.

Dies lasst vermuten, dass die Reaktion leider nicht vollstandig und auch nicht selektiv
verlief. Die Ursache fiir die mangelnde Selektivitidt ist wahrscheinlich durch die
Kojisdure bedingt, welche sich nicht wie ein Phenol verhilt, sondern nach der
Deprotonierung einem Enolat-Ion entspricht. Bei einem solchen ambidenten Ion ist

nun sowohl eine O- als auch C-Alkylierung durch die Halogenverbindung méglich.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 75

0 0 0
OH -
Cs,CO,, MeOH © ©
o A = o M I = M &
0 0 o’

0 o)
0 O-Alkylierung OJS(O\
BrQ{WO\ / >~ o |O| o
\ C-Alkylierung

Abbildung 3-30: Mogliche O-/C-Alkylierung der Kojisdure.

Die NMR-Analyse eines der beiden Produkte, sollte nun kldren, welche Alkylierung in
diesem Fall bevorzugt eintrat. Dazu wurde nach Beendigung der Reaktion das
Losemittel im Vakuum entfernt und der Riickstand an Kieselgel chromatographiert.
Als Eluent wurde dabei Ethylacetat mit einem steigenden Methanol-Anteil verwendet.
Die dabei erhaltenen Fraktionen wurden mittels HPLC und ESI-MS untersucht. Es
gelang eine saubere Fraktion des Hauptprodukts zu isolieren und von dieser wurden
dann NMR-Spektren aufgenommen.

Die Interpretation dieser Spektren zeigte, dass es sich dabei um das C-Alkylierungs-
produkt (1) handelt, welches in der geplanten Synthese leider nicht verwendet werden

kann.

Somit war klar, dass das eigentlich gewlinschte Produkt in der Reaktion nur in
untergeordneten Mengen entstand. Im weitern Verlauf wurde nun untersucht, ob sich
durch Variation verschiedener Reaktionsparameter, wie Base, Molverhéltnisse der
Reaktionspartner, Losemittel und Temperatur, zum einen die Effizienz der Reaktion,

als auch deren Selektivitit positiv beeinflussen lassen (Tabelle 3-3).
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Tabelle 3-3: Zusammenstellung der Variationen der Reaktionsparameter.

Base Aquivalente Aquivalente Losemittel Reaktions-

Base Brom-pyruvat temperatur
Cs,CO; 0,5 0,5 MeOH RT
Cs,CO; 0,5 1,0 MeOH RT
Cs,CO; 0,5 1,5 MeOH RT
Cs,CO; 1,0 1,0 MeOH RT
Cs,CO; 1,5 1,0 MeOH RT
Cs,CO; 0,5 1,0 MeOH 40 °C
NaOH 1,5 1,5 MeOH RT
K,CO; 1,1 1,1 DMF RT
K,CO; 1,1 1,1 DMF 50 °C

Diese Versuche zeigten, dass durch Erhohung der Menge an Cidsiumcarbonat, sich
keine signifikante Steigerung des Reaktionsumsatzes erzielen lie. Der subjektive
Eindruck ging eher in die Richtung, dass durch die erhohte Basenkonzentration auch
eine verstirkte Zersetzung des 3-Brom-brenztraubensdure-methylesters eintrat. Die
schon zuvor erwédhnte Beobachtung der Braunverfiarbung der Reaktionsmischung
wurde als Anzeichen einer Zersetzung interpretiert, welche allerdings nicht nédher
untersucht wurde. Dies fiihrte zu der Uberlegung, dass durch eine portionsweise
Zugabe des 3-Brom-brenztraubensidure-methylesters, verbunden mit einer Erhéhung
der Aquivalente, dem entgegen gewirkt werden konnte. Die Reaktionsumsetzung lief
sich durch diese Maflnahmen allerdings nur im geringen Umfang steigern.

Durch Variation der Base sollte noch deren Einfluss auf den Reaktionsverlauf
untersucht werden. Insbesondere, ob der Reaktionsumsatz noch gesteigert werden
kann. Dies konnte allerdings in diesem Zusammenhang nicht bestitigt werden. Gerade
bei der Verwendung von Kaliumcarbonat in Dimethylformamid fand ein sehr schnelle

Zersetzung des 3-Brom-brenztraubensdure-methylesters statt.
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Eine Erhohung der Reaktionstemperatur zeigte erneut, dass die Stabilitdt des 3-Brom-
brenztraubensdure-methylesters ein entscheidender Punkt dieser Reaktion ist, da die

Zersetzung dieser Verbindung alle anderen positiven Effekte iiberwog.

Als néchster logischer Schritt stand nun die Verbesserung der Stabilitdt des 3-Brom-
brenztraubensdure-methylesters bzw. dessen Ersatz an. Zu diesem Zweck wurden der
3-Brom-2,2-dimethoxy-propansdure-methylester und das entsprechende Chlor-Derivat
dargestellt. Beim ambidenten Enolat-lon stellt das Sauerstoffatom ein ,hartes*
Reaktionszentrum dar und sollte bevorzugt mit dem ,,harten* a-Kohlenstoffatom des
Chlorids reagieren. Daher sollte das Chlor-Derivat nach dem HSAB-Konzept eine
bessere Ausbeute an O-Alkylierungsprodukt ergeben.

Die 3-Chlor-brenztraubensdure wurde aus der Brenztraubensdure durch Umsetzung
mit Sulfurylchlorid dargestellt.[138] Die Chlor- bzw. Brom-brenztraubensdure wurde
dann mit Trimethyl-orthoformiat in Methanol zum entsprechenden Ketal umgesetzt

(Abbildung 3-31).[139]

TMOF
H,SO,
XYJ\OH MeOH XYLO/
(0] —0 O—

Abbildung 3-31: Darstellung der 3-Halogen-2,2-dimethoxy-propansidure-methylester.

Der so erhaltene 3-Brom-2,2-dimethoxy-propansdure-methylester wurde unter den
beschriebenen Reaktionsbedingungen mit Kojisdure umgesetzt. Dabei konnte schon
beim Zutropfen des Alkylierungsmittels eine Braunverfirbung der Reaktionslosung
beobachtet werden. Ein HPLC der Reaktionslosung zeigte, dass leider keine
Umsetzung stattgefunden hatte.

Der 3-Chlor-2,2-dimethoxy-propansidure-methylester konnte nicht auf diese Weise

dargestellt werden. Bei der Synthese erhielt man zwar ein sauberes Produkt, dieses
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wies allerdings eine um 5,0 amu zu hohe Masse auf, und zeigte auch nicht mehr das

Isotopenmuster einer Monohalogen-Verbindung.

An diesem Punkt wurde die Synthesestrategie nicht weiter verfolgt, da durch die
mangelnde Effizienz und Selektivitit des ersten Syntheseschritts das gewlinschte
O-Alkylierungsprodukt nicht in ausreichender Menge und Reinheit darstellbar war.
Zudem ergaben sich anhand der Erfahrungen mit der Pyranopyrandion-Synthese nach
Woods (s. voriger Abschnitt) Bedenken, ob der zweite Syntheseschritt dieser Strategie,

die C-Acylierung zum Ringschluss, liberhaupt moglich ist.

3.15 Synthesestrategie B (Biskojiat Strategie)

3.15.1 Synthesestrategie — Retrosynthetische Analyse

Eine sehr einfach und elegante Moglichkeit zum Aufbau von Polypyronen wére die
Bildung einer Etherbindung zwischen zwei 3-Hydroxy-Pyran-4-onen. Die

retrosynthetische Analyse dieses Ansatzes ist Abbildung 3-32 zu entnehmen.

(0] O @) (0]
OHHO OH HO
— [ | BEE— e
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Abbildung 3-32: Retrosynthetische Analyse.

Die Umsetzung des Ansatzes fithrt zu folgender Synthesestrategie: im ersten Schritt
wird ein methylenverbriicktes Bis(3-hydroxy-pyran-4-on) dargestellt, welches im
zweiten Schritt zum Trizyklus umgesetzt und zum Schluss nach erfolgter Oxidation

ein Tripyrone ergeben sollte (Abbildung 3-33).
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Abbildung 3-33: Synthesestrategie zum Aufbau eines Tripyrones.

3.15.2 Umsetzung zum Bis(3-hydroxy-6-hydroxymethyl-4-oxo-4H-pyran-2-yl)-
methan

Die Reaktion eines 3-Hydroxy-pyran-4-ons, speziell Kojisdure, mit Formaldeyhd,
welche zum ersten Zwischenprodukt dieser Synthesestrategie fiihrt, wurde zuvor schon

in der Literatur beschrieben.[140-142]

O 0 O

OH HCHO, HNMe, OH HO
] EtOH, RT ] ]
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Abbildung 3-34: Umsetzung der Kojisdure mit Formaldehyd und Dimethylamin zum
Bis(3-hydroxy-6-hydroxymethyl-4-oxo-4H-pyran-2-yl)-methan (2).

Die Reaktion der Kojisiure (1,0 Aquivalente) erfolgte mit Formalinldsung (0,5
Aquivalente) und Dimethylaminldsung (0,5 Aquivalente) in FEthanol und bei
Raumtemperatur. Diese von der Gruppe um Fox[142] beschriebenen
Reaktionsbedingungen ergaben leider nur geringe Ausbeuten des Produkts, mitunter

blieb sogar dessen Ausbildung ganz aus.
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Bei der Durchfiihrung der Syntheseversuchen zeigte sich, dass es vorteilhaft war,
zuerst nur die Halfte der Kojisdure mit der Formaldeyhd/Dimethylamin-Mischung
umzusetzen. Mit Hilfe einer HPLC-Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die
Bildung des primdren Additionsproduktes relativ schnell abgeschlossen war. So
konnte schon etwa 20 min nach Zugabe der Formaldeyhd/Dimethylamin-Mischung,
die zweite Hilfte der Kojisdure zugegeben werden. Durch eine erneute Zugabe von
Formalinlosung konnte die Produktausbeute nochmals leicht angehoben werden.

Die modifizierten Reaktionsbedingungen lassen sich wie folgt beschreiben. Kojisdure
wurde in wiassrigen Ethanol geldst und bei Raumtemperatur geriihrt. Dazu tropfte man
die Mischung einer Formalinlosung und einer wissrigen Dimethylaminlosung in
Ethanol, welche zuvor fiir 30 min bei Raumtemperatur belassen wurde. Nach 20 min
wurde erneut ein Aquivalent Kojisiure und nochmals Formalinldsung zugesetzt und
iiber Nacht geriihrt. AnschlieBend wurde der Ansatz gekiihlt, der dabei ausgefallene
Niederschlag abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Nach der Umkristallisation aus
Wasser und Trocknen {iber Phosphorpentoxid erhielt man das gewiinschte Produkt als
farbloses Pulver.

Die Substanz wurde mittels HPLC, ESI-MS und NMR charakterisiert. Die NMR-
Daten des erhaltenen Produkts entsprachen den Literaturdaten.[142]

Durch Erhitzen der Verbindung in Essigsdureanhydrid erhidlt man iiberwiegend das

entsprechende Tetra-Acetat, welches mit Hilfe eines LC-MS-Laufs identifiziert wurde.
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Abbildung 3-35: HPLC der Reaktion.

Der Verlauf der Reaktion diirfte groftenteils dem einer Mannich-Reaktion
entsprechen. Bei dieser entsteht in einem vorgelagerten Hydrolysegleichgewicht aus
dem Formaldehyd und einem priméren oder sekunddren Amin, hier Dimethylamin,

zuerst ein Immoniumion.

0] HO + H /
/ / +H-HO :

Mo+ N — N 2 =N
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Abbildung 3-36: Bildung des Immoniumions.
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Dieses Immoniumion, ein Kation mit einer delokalisierten positiven Ladung, kann
auch als stickstoffanaloges Formaldehyd aufgefasst werden und ldsst sich mit CH-
aciden Verbindungen im Sinne einer Aldolreaktion umsetzten. Die CH-acide
Komponente wird bei dieser Reaktion somit aminomethyliert, wobei eine Mannich-

Base bzw. deren Salz entsteht (Abbildung 3-37).

Abbildung 3-37: Bildung des primidren Additonsprodukts: Umsetzung des

Immoniumions mit der CH-acider Komponente Kojisdure.

Dieses primére Additionsprodukt ist auch im HPLC der Reaktion (Abbildung 3-35; tg
= 1,08) zu sehen, und mit Hilfe eines LC-MS konnte diesem Peak ein Molekiilion mit
m/z = 200 zugeordnet werden. Dies entspricht der in Abbildung 3-37 gezeigten
aminomethylierten Kojisdure. Diese Mannich-Base ist als solche unter diesen
Reaktionsbedingungen nicht isolierbar, da sie aufgrund der groBeren Nucleophilie des
Kojisdure-Anions im Vergleich zum Dimethylamin mit einem weiteren Molekiil

Kojisdure unter Bildung des gewiinschten Produkts weiter reagiert.

Fiir die nachfolgenden Versuche wurde neben dem Bis(3-hydroxy-6-hydroxymethyl-
4-0x0-4H-pyran-2-yl)-methan (2) auch noch das Bis(3-hydroxy-6-methyl-4-ox0-4H-
pyran-2-yl)-methan (5) benotigt, welches sich ebenso durch die Umsetzung des
Allomaltols  (3-Hydroxy-6-methyl-4-oxo-4H-pyran) mit  Formaldehyd und
Dimethylamin darstellen lasst.

Die Synthese des Allomaltols ausgehend von Kojisdure ist in Abbildung 3-38 zu
sehen.[143] Zuerst setzte man die Kojisdure mit Thionylclorid um, wobei die Chlor-
Kojisdure erhalten wurde. Diese musste vor einer weiteren Umsetzung unbedingt aus

Wasser umkristallisiert werden, obwohl die Verbindung DC- und HPLC-rein war.
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Geschah dies nicht, so war in der folgenden Clemmens-Reduktion mit Zink und

konzentrierter Salzsdure ein deutlicher Ausbeuteverlust zu beobachten.

0 0 0

ﬂOH SOCl,, RT ﬂOH “har0e _ ﬁ o
HO 0 Cl 0 o
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Abbildung 3-38: Darstellung des Allomaltols (4) ausgehend von Kojisdure.

Nach Umkristallisation aus i-Propanol erhielt man lange, farblose Nadeln. Die
Reinheit der Verbindung wurde mit DC und HPLC iiberpriift, und ihre Identitdt durch
ESI-MS und NMR als Allomaltol bestétigt.

Das erhaltene Allomaltol wurde dann analog der Kojisdure mit der Mischung von
Formalin- und Dimethylaminlésung zum Bis-Allomaltol (Bis(3-hydroxy-6-methyl-4-
oxo0-4H-pyran-2-yl)-methan) umgesetzt (Abbildung 3-39).

@) O @)
OH HCHO, HNMe, OHHO
B EtOH, RT | |
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Abbildung 3-39: Umsetzung des Allomaltols mit Formaldehyd und Dimethylamin
zum Bis(3-hydroxy-6-methyl-4-ox0-4H-pyran-2-yl)-methan (5).

Bei der Umsetzung des Allomaltols ergaben sich im Gegensatz zur Kojisdure die
besten Ausbeuten, wenn die Reaktionsbedingungen der Literatur eingehalten wurden.
Nach der Reaktion wurde der Ansatz iiber Nacht kiihl gestellt, der dabei ausgefallene
Niederschlag abfiltriert, mit Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die neue

Verbindung wurde dann mittels HPLC, ESI-MS und NMR charakterisiert.
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3.15.3 Versuche zur Zyklisierung; Synthese eines Ethers aus zwei 3-Hydroxy-
pyronen

Die Frage, ob die Etherbriicke bei den Bis-Verbindungen verwirklicht werden konnte,
hing davon ab, ob diese Verbindungen eher als Phenol oder als Enol reagieren wiirden.
Die ersten Versuche mit der Ethersynthese nach Williamson sollten bei der
Beantwortung dieser Frage helfen. Diese zeichnet sich durch eine nucleophile
Substitution aus, bei denen eine Halogen- oder Pseudohalogen-Verbindung mit einem
Alkoholat oder Phenolat umgesetzt wird.

Zu diesem Zweck wurde das Toslylat (6) des Allomaltols und der 3-Brom-
Chelidonsdure-diethylester (7)[144] dargestellt, welche anschlieend unter Zusatz von

Base (NaOH, K,COs) jeweils mit Allomaltol zur Reaktion gebracht wurden.

O O O 0]
o O (0] o
(6) 4)
o) O o) 0
Br HO o)
EtO | | OEt ' | | EtO | | OEt| |
o) o) 0 o)
(e (0] 0] (0]
(7

(4)

Abbildung 3-40: Versuche zu Synthese einer Etherbindung bei 3-Hydroxy-pyronen.

Bei diesen Versuchen konnte in den Reaktionsmischungen keine entsprechenden
Reaktionsprodukte gefunden werden. Die Verbindungen scheinen sich also eher wie

ein Enol zu verhalten, bei denen eine nucleophile Substitution nur schwer moglich ist.

Da durch Standardmethoden keine Zyklisierung unter Ausbildung einer Etherbriicke
moglich war, sollten noch einige letzte Versuche unternommen werden. Bei der Suche

nach passenden Methoden und Reaktionsbedingungen, welche die Zyklisierung zum
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Trizyklus realisieren konnten, sollten zunédchst jene, welche zur Synthese von
Xanthanen bzw. Xanthonen, ndher betrachtet werden. Diese Methoden umfassen vor
allem die Zyklisierung von Phenolderivaten unter Erhitzen mit und ohne
Kondensationsmitteln. Eine weitere Moglichkeit wére eine Methode mit der schon
Alkyl-Diole unter der Einwirkung von Triphenylphosphin und Tetrachlorkohlenstoff
zyklisiert wurden. Auch die Mitsunobu-Reaktion wurde schon bei einem &hnlichen

Syntheseproblem eingesetzt.

3.15.3.1 Versuche analog der Synthesemethoden von Xanthanen und Xanthonen

Die ersten Versuche befassten sich mit dem Verhalten der beiden Bis-Verbindungen,
Bis-Kojisdure (2) und Bis-Allomaltol (5) beim Erhitzen ohne jeglichen Zusatz eines
Kondensationsmittels. In diesem Fall konnte bei den Verbindungen in einem
aufgenommenen HPLC keine Verdnderung, aber auch keine Zyklisierung beobachtet
werden. Bei den Reaktionen unter Verwendung von Kondensationsmitteln, wie
Polyphosphorsdure, Methansulfonsdure oder 80%-ige Schwefelsdure, sowohl bei
Raumtemperatur als auch beim Erhitzen, konnten ebenso keine Zyklisierungsprodukte
in der Reaktionsmischung gefunden werden. Im Falle der Polyphosphorséure und der
Schwefelsdure konnten allenfalls verschiedene Phosphat- bzw. Sulfatester der

eingesetzten Bis-Verbindung mit Hilfe eins LC-MS identifiziert werden.

3.15.3.2 Versuche mit den Reagenzien Triphenylphosphin und Tetrachlorkohlenstoff

Bei verschiedenen Diolen konnte ein Cyclokondensation durch die Verwendung der
Reagenzienkombination Triphenylphosphin und Tetrachlorkohlenstoff herbeigefiihrt
werden.[145,146] Bei den beiden Bis-Verbindungen (2) und (5) fiihrte diese Methode
allerdings nicht zum Ziel. Die Variation verschiedener Reaktionsparameter, als auch
die Verwendung von Tetrabromkohlenstoff konnte daran leider nichts @ndern. Die
Methode scheint sich nicht auf dieses Syntheseproblem {ibertragen zu lassen, und auf

die Verwendung bei Alkyl-Diolen beschrankt zu sein.
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3.15.3.3 Mitsunobu-Reaktion

Fir die Synthese eines 3,6,9-Trioxanthracen-Ringsystems fand die Mitsunobu-
Reaktion ihre Anwendung.[147,148] Dabei wurde unter anderen ein Bis(5-hydroxy-3-
methyl-2-oxo0-2H-pyran-6-yl)-methan mit Triphenylphosphin und
Diethylazodicarboxylat in Benzol umgesetzt (Abbildung 3-41).

PPh,, DEAD @)

Benzol, RT | |
O —> 0 O

Abbildung 3-41: Syntheseschema der Mitsunobu-Reaktion des Bis(5-hydroxy-3-
methyl-2-oxo-2H-pyran-6-yl)-methans.

Die fiir eine Mitsunobu-Reaktion nétigen Funktionalititen, wie Hydroxy- und Saure-
Funktion, sind bei dieser Verbindung durch die beiden Hydroxygruppen vertreten,
wodurch eine intramolekulare Zyklisierung moglich wird. Die Frage war nun, ob sich
die Reaktion auch auf das vorliegende Syntheseproblem iibertragen lassen wiirde.

Dies war leider nicht méglich. In den durchgefiihrten Versuchen konnte mit dem
Mitsunobu-Reagenz kein Zyklisierungsprodukt der Bis-Kojisdure (2) bzw. des Bis-
Allomaltols (5) gefunden werden. Dabei wurde bei der Zugabe der Reaktionspartner
die Reihenfolge variiert und verschiedene Losemittel (Toluol, Benzol, Acetonitril)

verwendet. In keinem der Félle gelang eine Umsetzung.

Die Synthesestrategie wurde an dieser Stelle nicht weiter verfolgt, da keine Methode
gefunden werden konnte, mit deren Hilfe sich die nétige Etherbindung zur
Zyklisierung der Bis(3-hydroxy-4-oxo-4H-pyran-2-yl)-methane bilden lieB3.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass die 3-Hydroxy-pyrone vermutlich eine
Sonderstellung einnehmen. lhre Reaktivitit ist im Vergleich zu den Phenolen
herabgesetzt, so dass analoge Synthesemethoden wie fiir die Xanthone und Xanthane
nicht angewandt werden konnen. Sie diirfte wohl eher der Reaktivitdt eines Enols

entsprechen. Bei den Enolen ist wiederum eine nucleophile Substitution am a-C-Atom
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erschwert, und wenn iiberhaupt dann meist erst wunter harscheren

Reaktionsbedingungen (Druck, Temperaturen iiber 200°C) mdoglich.

3.16 Synthesestrategie C (DMAD Strategie)

3.16.1 Synthesestrategie — Retrosynthetische Analyse

Diese Synthesestrategie basiert auf einer Arbeit von Connor et al[149] In dieser
Veroffentlichung wird die Kondensation verschieden substituierter Aminochromone
und Aminocumarine mit Ethoxy-methylenmalonsdurediethylester bzw. Acetylen-
dicarbonsduredimethylester und deren anschlieBende Zyklisierung zu den
entsprechenden Heterozyklen beschrieben. In diesem Zusammenhang ist vor allem die
in Abbildung 3-42 beschriebene Reaktion des 3-Aminochromons mit den beiden

ungesattigten Verbindungen von Interesse.

OEt

2 H H
J " N
Eto0C” “COOEt R | lC(COOEt)2 — R | |
0 0 COOEt
i / o
NH,
R |
0 o
COOMe N._COOMe
COOMe 0
COOMe
Abbildung 3-42: Syntheseschema der Umsetzung des 3-Aminochromons mit Ethoxy-

methylenmalonsdurediethylester bzw. Acetylen-dicarbonséuredimethylester.

Die davon abgeleitete Strategie fiir die Synthese eines Dipyrons entspricht fast
vollstindig diesem Ansatz. Ein 3-Hydroxy-pyron wird mit einer der beiden

ungesittigten Verbindungen umgesetzt und anschlieBend zyklisiert (Abbildung 3-43).
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Abbildung 3-43: Synthesestrategie fiir die Umsetzung eines 3-Hydroxy-pyrons mit

Ethoxy-methylenmalonsdurediethylester bzw. Acetylen-dicarbonsduredimethylester.

3.16.2 Umsetzung der Kojisdure mit den ungesittigten Verbindungen

Bei der Umsetzung der Synthesestrategie zeigten sich im Vergleich zur
Literaturvorlage schon zu Beginn erste Unterschiede. Wihrend die 3-Aminochromone
sehr reaktive Nucleophile darstellen, welche sich mit Ethoxy-methylenmalonséure-
diethylester bzw. Acetylen-dicarbonsduredimethylester schon beim Erhitzen
umsetzten, war das bei den 3-Hydroxy-pyronen nur beim Zusatz einer Hilfsbase
moglich.

In Abbildung 3-44 ist das Reaktionsschema fiir die Umsetzung der Kojisdure mit
Acetylen-dicarbonsduredimethylester  gezeigt. Die Umsetzung erfolgte bei

Raumtemperatur in Dimethylformamid mit N-Methylmorpholin als Hilfsbase.
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Abbildung 3-44: Reaktion der Kojisdure mit Acetylen-dicarbonsduredimethylester.

Nach der Reaktion erfolgte zuerst eine wissrige Aufarbeitung. Die dabei erhaltene
organische Phase wurde nach dem Trocknen mit Natriumsulfat im Vakuum zur
Trockene eingeengt und an Kieselgel chromatographiert. Die Elution erfolgte mit
Ethylacetat, die Fraktionen mit dem vermutlichen Produkt wurden vereinigt, das
Losemittel entfernt und man erhielt eine DC-reine, farblose Festsubstanz.

Die Untersuchung dieses Feststoffes mittels HPLC ergab, dass es sich dabei leider um
ein Gemisch zweier Verbindungen im Verhéltnis 9:1 handelte. Mit einem LC-MS
konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesen beiden Verbindungen jeweils um ein
Additionsprodukt der Kojisdure und dem Acetylen-dicarbonsduredimethylester

handeln musste. Beide Verbindungen wiesen die gesuchte Masse von 284,2 amu auf.
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Abbildung 3-45: HPLC des Feststoffes nach der Sdulenchromatograhie.

Dabei konnte es sich nur um die Z- und E-Isomere handeln (Abbildung 3-46). Die
Frage war nur, welches der beiden mdogliche Additionsprodukte, Fumarsidure- bzw.

Maleinsédureesterderivat, bevorzugt entstanden war.

0 O 0 0]
) o)
OMe o)
(8) €)

Abbildung 3-46: Fumarsidure- bzw. Maleinsdureesterderivate.
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Schon an anderer Stelle wurde erwéhnt, dass die Addition von Alkoholen bzw.
Phenolen an Dreifachbindungen nicht stereospezifisch verlauft.[150] Bei
Reaktionsbedingungen wie in diesem Fall, welche unter kinetischer Kontrolle, also
z.B. basenkatalysiert, verlaufen, wird im Allgemeinen bevorzugt das trans-
Additionsprodukt gebildet. Genau dieses E-Isomer wiirde fiir die anvisierte
Zyklisierung bendtigt. Ob das bei der Kojisdure auch zutraf, sollte durch NMR-
Spektroskopie geklirt werden. Im aufgenommen 'H NMR-Spektrum sind die beiden
Signalsdtze der Isomere klar zu erkennen. Entscheidend fiir die Zuordnung der
Isomere ist das Signal des olefinischen Protons, welches beim Signalsatz mit hoher
Intensitit bei & = 4,82 liegt. Diese chemische Verschiebung ist charakteristisch fiir das
Fumarsaureesterderivat.

Um das Verhiltnis der beiden Isomere zu bestimmen, wurden jeweils die
Signalintensitdten der beiden Methylester-Gruppen miteinander verglichen. Somit ldsst
sich sagen, dass das bevorzugt entstandene Diastereomer das Fumarsdureesterderivat
(8) war, und bei der Reaktion in einem de von 89% entstand. Diese Ergebnis wich
leicht von dem der HPLC- Analyse ab, wonach das de etwa 81% betrug. Die Addition
der Kojisdure an Acetylen-dicarbonsiduredimethylester verlduft also unter

Bevorzugung einer trans-Addition.

Nachdem die Umsetzung der Kojisdure mit dem Acetylen-dicarbonsduredimethylester
das gewlinschte Produkt (8) ergab, sollte noch die zweite ungesittigte Verbindung, der
Ethoxy-methylenmalonsédurediethylester, betrachtet werden.

Erstaunlicherweise gelang es aber bei dieser Verbindung nicht, eine Umsetzung unter
den oben beschriebenen Reaktionsbedingungen, N-Methylmorpholin in Dimethyl-
formamid bei Raumtemperatur (Abbildung 3-47, (A)), zu erreichen. Eine
Abinderungen der Bedingungen, Piperidin in Ethanol bei Raumtemperatur (Abbildung
3-47, (B))[151], erbrachte auch kein positives Ergebnis, eine Erhohung der

Reaktionstemperatur ebenso nicht.
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Abbildung 3-47: Umsetzung der Kojisdure mit Ethoxy-methylenmalonsiure-
diethylester unter verschiedene Reaktionsbedingungen ((A): NMM, DMF, RT; (B):
pip., EtOH, RT):

Nach diesen Erfahrungen wurde die Reaktion nicht weiter verfolgt. Bei den 3-Amino-
chromonen zeigten die beiden ungesittigten Verbindungen schon Unterschiede.
Wihrend der Acetylen-dicarbonsduredimethylester mit den Nucleophilen meist schon
bei Raumtemperatur innerhalb weniger Stunden reagierte, benétigte der Ethoxy-
methylenmalonsiurediethylester mitunter sogar iiber einen Tag bei Reaktions-
temperaturen von 120-180°C.[149] Dies mag erkldren, warum mit den weitaus
weniger reaktiven Nucleophil Kojisdure die Umsetzung mit dem Ethoxy-methylen-

malonsdurediethylester nicht gelang.

3.16.3 Versuche zur Zyklisierung

Durch die aufgenommen NMR-Spektren konnte die Identitit der erhaltenen
Verbindung zweifelsfrei als Fumarsdureester-Derivat bestimmt werden. Dieses trans-
Isomer (8) sollte nun wie in der Literatur beschrieben, einer thermischen Zyklisierung
unterworfen werden. Die Verbindung wurde dazu in Diphenylether gegeben und auf

170-180°C erhitzt (Abbildung 3-48).
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Abbildung 3-48: Versuch zur thermischen Zyklisierung des Fumarsiureester-

Derivats.

Durch das Erhitzen konnte allerdings keine neue Verbindung in der
Reaktionsmischung gefunden werden. Weder im DC noch HPLC konnte eine
Veranderung beobachtet werden. Das Fumarsiureester-Derivat ging unveridndert aus
der Reaktion hervor. Eine Verldngerung der Reaktionszeit auf bis zu zwei Tage konnte
leider auch nicht die gewiinschte Umsetzung erbringen. Dies traf ebenso auf das in der
Mischung enthaltene Maleinsdureester-Derivat zu.

Fiir die Zyklisierung, welche als eine intramolekulare, elektrophile Acylierung eines
Enamins (3-Aminochromon) bzw. Enols (Kojisdure) aufgefasst werden kann, hat die
Elektronendichte am C-2-Atom einen entscheidenden Einfluss. Ein Grund fiir die
fehlgeschlagene Zyklisierung konnte daher das Fehlen der Amino-Gruppe sein.
Eventuell kann die Deaktivierung durch die Carbonylgruppe des Pyran-4-on beim
Enol-System der Kojisdure, im Gegensatz zum Enamin, nicht ausreichend kompensiert
werden, so dass die Acylierung zum Ringschluf thermisch nicht mehr moglich ist. Die

Strategie wurde an dieser Stelle nicht weiter verfolgt.

3.17 Synthesestrategie D (PCPE Strategie)

3.17.1 Synthesestrategie — Retrosynthetische Analyse

Eine Gruppe von Naturstoffen weist eine gewisse Ahnlichkeit mit den Polypyronen
auf: Es handelt sich dabei um die sogenannten polycyclic polyethers (PCPE). Diese

fiinf- bis siebengliedrigen, zyklischen Ether sind zumeist in der trans-Konformation
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miteinander verkniipft und die Ringe kdnnen dabei auch noch ungeséttigte Bindungen
enthalten. Die wohl bekanntesten Vertreter dieser Klasse diirften das Brevetoxin A und
B sein, die zu den stirksten bekannten Toxinen gehoren.

Die Synthese dieser Verbindungen gestaltet sich zumeist recht aufwindig und es
wurden eine ganze Reihe unterschiedliche Strategien dafiir entwickelt. Die in
Abbildung 3-49 gezeigte Synthese eines PCPE zeichnet sich dabei besonders durch
ihre Effizienz und Einfachheit aus.[152,153] Sind die Bausteine dargestellt, so gelangt
man mit dieser Strategie in nur wenigen Schritten, zu einem 6,6,6,6-Polyzyklischen

Polyether.

1

Abbildung 3-49: Synthese eines 6,6,6,6-Polyzyklischen Polyethers.

Mochte man nun diese Strategie auf die Synthese eines Polypyrons iibertragen, so
vereinfacht sich das Problem noch um einige Schritte. Im Gegensatz zu den PCPE
bendtigt man keine chiralen Bausteine und das Problem der all-trans verkniipften
Ringsysteme fdllt zudem auch weg. Die Synthesestrategie ist in Abbildung 3-50 zu

sehen.
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Abbildung 3-50: Synthesestrategie zur Darstellung eines Tetrapyrons.

Fiir diese Strategie muss zuerst eine Synthese der beiden Bausteine A und B
ausgearbeitet werden. Der Baustein B sollte sich allerdings dann aus A darstellen
lassen. Die oben angesprochenen Vereinfachung durch die Achiralitit der Bausteine,
ermoglicht einen konvergenter Ansatz. Denkbar wiére auch die Umsetzung eines
bifunktionellen Alkins mit dem Baustein A, wodurch sich gleich die erste

Zwischenstufe ergeben wiirde.

3.17.2 Darstellung der Bausteine

3.17.2.1 Synthese des Bausteins Al (P = TBDMS; X = OTft)

Als Ausgangspunkt fiir die Bausteine bietet sich die Kojisdure nicht an, da sie bereits
die Hydroxymethyl-Gruppe in der 2-Position trdgt. Daher wurde fiir diese Strategie
das Allomaltol (4) verwendet, dessen Darstellung zuvor schon beschrieben wurde.

Im ersten Schritt musste am Allomaltol die Hydroxymethyl-Gruppe aufgebaut werden.
Dafiir bot sich die Methode an, welche schon zur Darstellung der Bis-Kojisdure- bzw.
Bis-Allomaltol-Verbindung diente. Es waren allerdings noch leichte Modifikationen

der Reaktionsbedingungen nétig. Fiihrte man ndmlich die Umsetzung des Allomaltols
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mit Formaldehyd in Wasser mit Natriumhydroxid als Base anstelle von Dimethylamin

durch, so fand nur eine Hydroxymethylierung des Allomaltols statt.[154,155]

O O
o o OH
4) (10)

Abbildung 3-51: Darstellung des 3-Hydroxy-2-hydroxymethyl-6-methyl-pyran-4-ons.

Die Reaktion selbst war ohne Probleme durchfiihrbar. Die Umsetzung erfolgte in
Wasser mit einem geringen Uberschuss von 1,1 Aquivalenten an Natriumhydroxid.
Zur Aufarbeitung wurde die Reaktionsmischung mit konzentrierter Salzsdure auf einen
pH Wert von 1 eingestellt und kiihl gelagert. Der dabei entstandene Niederschlag
wurde abfiltriert, mit kaltem Wasser gewaschen und im Vakuum {iber
Phosphorpentoxid getrocknet. Die kristalline Verbindung (10) war HPLC-rein und
wurde mittels ESI-MS und NMR als 3-Hydroxy-2-hydroxymethyl-6-methyl-pyran-4-

on identifiziert.

Der zweite Schritt fiir die Darstellung des Bausteins Al sollte in einer Eintopfreaktion
erfolgen. Dabei sollte das 3-Hydroxy-2-hydroxymethyl-6-methyl-pyran-4-on zuerst
mit Trifluormethansulfonsdureanhydrid umgesetzt werden und anschlieBend die

TBDMS-Gruppe eingefiihrt werden (Abbildung 3-52).[156]
O 1.) Lutidin, Tft,0, DCM 0

OH -78°C, 30 min OTBDMS
| ] e > |
o~ ~OH 2.) TBDMSOT#t o Ottt

-78°C - 0°C, 30 min

Abbildung 3-52: Versuch zur Darstellung des Bausteins Al.
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Bei der Zugabe des Trifluormethansulfonsédureanhydrids konnte allerdings schon eine
Verfarbung der Losung beobachtet werden. Die Reaktionsmischung wurde trotzdem
aufgearbeitet und das erhaltenen Ol mittels LC-MS analysiert.

Dabei konnten allerdings nur zwei Peaks der Masse m/z = 240 und m/z = 271
gefunden werden. Bei dem Peak mit m/z = 271 handelte es sich vermutlich um ein
TBDMS-geschiitztes 3-Hydroxy-2-hydroxymethyl-6-methyl-pyran-4-on. Die Frage,
ob eventuell doch das gewiinschte Triflat entstanden war, konnte daher nicht mit
Sicherheit beantwortet werden. Sollte die Verbindung entstanden sein, so war sie
offensichtlich fiir eine effiziente Aufarbeitung und Analytik zu instabil. Eine weitere
Verwendung der Substanz erschien aus diesen Griinden nicht sinnvoll. Die Synthese

wurde daher an dieser Stelle nicht weiter verfolgt.

3.17.2.2 Synthese des Bausteins A2 (P = TBDMS,; X = Br)

Nachdem die Darstellung des Bausteins Al nicht gelang, sollte noch ein alternativer
Weg untersucht werden. Ausgangspunkt der Synthese war diesmal das Maltol. Dort
musste zuerst die Hydroxy-Funktion mit einer passenden Schutzgruppe versehen
werden. Anschlieend sollte an der Methyl-Gruppe ein elektrophiles Zentrum erzeugt

werden, welches die Addition an ein lithiertes Alkin erlauben wiirde.

O O

OH TBDMS—CI,O Et;N OTBDMS
O O

(11)

Abbildung 3-53: Einfiihrung der TBDMS-Schutzgruppe am Maltol.

Als Schutzgruppe wurde die z-Butyl-dimethylsilyl-Gruppe (TBDMS) gewihlt. Diese
lasst sich beim Maltol einfach mit Standardmethoden einfithren. Dazu wurde das

Maltol mit TBDMS-CI und Triethylamin in Dichlormethan bei 0°C umgesetzt
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(Abbildung 3-53). Nach wisseriger Aufarbeitung wurde das Rohprodukt (11) noch
einer Sdulenchromatographie an Kieselgel unterworfen.

Eine zweite Methode zur Einfiihrung der TBDMS-Gruppe wurde ebenso versucht.
Dabei wurde als Base Imidazol und als Losemittel Dimethylformamid verwendet. Die

Aufarbeitung und Ausbeute sind dhnlich.

Das elektrophile Zentrum sollte an der Methyl-Gruppe des Maltols erzeugt werden. Da
sich diese dort in einer Art Allyl-Position befindet, ist sie aktiviert und sollte sich in
einer radikalischen Substitution mit N-Bromsucinimid bromieren lassen.[157,158]
Diese auch als Wohl-Ziegler Bromierung bekannte Reaktion findet meist in einem
unpolaren Solvens wie z.B. Tetrachlorkohlenstoff und unter Zusatz eines

Radikalstarters wie AIBN statt (Abbildung 3-54).

0 0
NBS, AIBN
inTBDMS QL A - OTBDMS
0 0 Br

Abbildung 3-54: Bromierung des TBDMS-geschiitzten Maltols mit NBS.

Y

Die erfolgreiche Synthese der Verbindung konnte durch ein LC-MS nicht bewiesen
werden. Keiner der Molekiilionen-Peaks wies die gewiinschte Masse des Produkts auf.
Rodriguez et al. haben auf die Instabilitit dieser Verbindung hingewiesen. Thnen
gelang eine anschlieBende Umsetzung nur dadurch, dass sie die Substanz gleich fiir die
nichste Stufe ohne Aufarbeitung einsetzten.[157]

Die zu Synthesebeginn nicht absehbaren Schwierigkeiten mit der Stabilitdt der
Bausteine A1 und A2, fithrten zu eine Neubewertung dieser Synthesestrategie. Die
Einfiilhrung einer Abgangsgruppe bei diesen Verbindungen, scheint mit einer
Instabilitdt gegeniiber Nucleophilen, verbunden zu sein. Dieses Verhalten erschwerte
eine Aufarbeitung, Reinigung und Charakterisierung, so dass eine weiter Verfolgung

der Strategie nicht angezeigt erschien.
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3.18 Synthesestrategie E (Biomimetischer Ansatz)

3.18.1 Synthesestrategie — Retrosynthetische Analyse

Die Biosynthese von Naturstoffen erfolgt oft iiber sogenannte Polyketide. Diese
werden in den jeweiligen Organismen mit Hilfe von Multienzymkomplexen aus
Acetat- und/oder Malonat-Einheiten aufgebaut. Auf diese Art entstehen z.B. auch die
Flavonoide in den Pflanzen, aber auch die schon erwidhnte Brevetoxine werden von
den Algen tliber den Polyketid-Weg synthetisiert. Bei vielen Naturstoffen konnte die
Kenntnis iiber ihre Biosynthese wertvolle Riickschliisse fiir deren Totalsynthese

liefern. Dieser Syntheseansatz wird auch als Biomimetic Approach bezeichnet.

Vermutlich werden die Polypyrone in der Helleborus-Pflanze auch tiber Polyketide
aufgebaut. Die Frage war, ob diese Vermutung eine Synthesemoglichkeit aufzeigen
konnte. In diesem Zusammenhang ist es interessant zu erwédhnen, dass zyklische
Verbindungen aus Polyketiden meist durch eine Aldoladdition bzw. -kondensation
entstehen.[159,160]

Fiihrt man unter diesen Gesichtspunkten eine retrosynthetische Analyse des
makrozyklischen, hexameren Polypyrons durch, so erkennt man, wie der Makrozyklus

aus einem Monozyklus aufgebaut sein konnte (Abbildung 3-55).

< oHo, /P
) 0]
1] —
o) 0]
) OHO 0

Abbildung 3-55: Retrosynthetische Betrachtung des makrozyklischen, hexameren
Polypyrons.

Im ersten Schritt der Retrosynthese sollte zunédchst der Makrozyklus aufgelost werden.

Der dazu noétige, gedachte Bindungsbruch bei den Pyran-4-on Einheiten erfolgte in
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Abbildung 3-55 analog zur Bildung einer solchen Einheit aus 1,3,5-Triketonen durch
Aldolkondensation. Der folgende Schritt beriicksichtigt die Einfiihrung der Hydroxy-
Funktion an der verbleibenden Methylen-Gruppe.

Die Synthese des Monozyklus mit zw6lf Carbonyl-Funktionen stellt fiir sich eine
Herausforderung dar. Alleine aufgrund der Anzahl, und der damit zu erwartenden
unterschiedlichen Reaktivitit, dieser Carbonyl-Funktionen wird dafiir sicherlich eine
komplexe Schutzgruppen-Strategie benotigt. Fiir die Synthese azyklischer
Oligocarbonyle steht eine Reihen von Methoden zur Verfligung, die sowohl die
Darstellung von a- als auch B-Diketonen erlauben. Problematisch diirfte allerdings die
Einfilhrung der Hydroxy-Funktion an der Methylengruppe sein. Eine einfache
Oxidation dieser Gruppe diirfte dafiir nicht geeignet sein, da dabei zumeist das Keton
entsteht. Vielmehr miisste die Methylengruppe hydroxyliert werden. Das Reagenz
Diacetoxy-iodosobenzol kdnnte genau dies erfiillen.

Es wurde daher fiir sinnvoll erachtet, das Problem zunichst auf eine Kette mit
geringerer Anzahl, aber demselben Muster an Carbonyl-Funktionen zu reduzieren. An
dieser Verbindung sollte dann die Verwendungsmoglichkeiten bzw. die Effizienz des

Diacetoxy-iodosobenzols untersucht werden.

3.18.2 Claisen-Esterkondensation zur Synthese von Oligoketonen

3.18.2.1 Synthese des 2,4,6-Trioxo-heptan-1,7-dicarbonsdurediethylesters

Wie schon eingangs bei den Synthesemdglichkeiten der Pyran-4-one erwéhnt, ist die
Claisen-Esterkondensation sehr gut zur Darstellung von Oligoketonen geeignet. Die
Synthese eines Triketons aus Aceton und Oxalsdure-diethylester, welches
anschlieBend zur Chelidonsdure zyklisiert wurde, ist dafiir ein gutes Beispiel.

Bei seinen ersten Versuchen gelang es Claisen nicht, den ,,Acetondioxaldther” zu
erhalten. Er vermutete, dass beim zunéchst entstandenen ,,Acetonoxaldther® mit den
beiden Methyl- und Methylen-Gruppen, die reaktivere Methylen-Gruppe den
Oxalsdureester abfangt.[161] Durch eine Modifikation der Reaktionsbedingungen

gelang dann allerdings die Synthese.[162] Wird namlich nur ein Teil der Base zu den
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Reaktionspartnern gegeben, so entsteht nur der Acetbrenztraubensdureethylester,
welcher sich dann beim Erhitzen und Zugabe des zweiten Teils Base, in gewiinschter
Weise umsetzt. Diese klassische Synthese wurde nachvollzogen und mit ihrer Hilfe die
Vorstufe der Chelidonsdure, der 2,4,6-Trioxo-heptan-1,7-dicarbonsiurediethylester,

dargestellt (Abbildung 3-56).

. 0 o o o
OEt Na, EtOH, A
P Eto)km EtOMOEt
0 0 0
(12)

Abbildung 3-56: Synthese des 2,4,6-Trioxo-heptan-1,7-dicarbonsdurediethylesters aus

Aceton und Oxalsédure-diethylester.

Eine aus Natrium und absoluten Ethanol hergestellte Alkoholat-Losung wurde in zwei
Teile geteilt. Zu der ersten Hilfte wurde unter Eiskiihlung ein Teil Aceton und zwei
Teile Oxalsdurediethylester zugetropft. Diese Mischung wurde fiir 30 min unter
Riickflu8 erhitzt und dann die zweite Hilfte der Alkoholat-Losung zugegeben.
AnschlieBend wurde der Ansatz iiber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Das
Ethanol wurde bei 110 °C weitgehend abdestilliert, danach wurde mit der &quimolaren
Menge Eisessig neutralisiert und in Eiswasser gegossen. Der Niederschlag wurde
abgesaugt und aus Petrolether umkristallisiert, wobei man lange, feine Nadeln erhielt.

Die Charakterisierung von (12) erfolgte mit Hilfe von HPLC, ESI-MS und NMR.

3.18.2.2 Synthese des Octan-2,4,5,7-tetraons

Neben dem 2,4,6-Trioxo-heptan-1,7-dicarbonsiurediethylester wurde auch ein
Tetraketon dargestellt, welches dann im Weitern als Modellverbindung fiir die

Hydroxylierung der Methylengruppe dienen sollte.
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Durch Anpassung der Reaktionsbedingungen und der Molverhéltnisse der
Reaktionspartner ist mit derselben Methode auch die Synthese des Octan-2,4,5,7-
tetraon, eines Tetraketons, moglich (Abbildung 3-57).

Na, EtOH
o Q Et,0, -15°C O 9
+ OEt —
P S EKD/H\H/

0
(13)

Abbildung 3-57: Synthese des Octan-2,4,5,7-tetraon aus Aceton und Oxalsiure-
diethylester.

In eine zuvor aus Natrium und Ethanol hergestellten Alkoholat-Ldsung in Diethylether
wird zuerst ein Teil Aceton und danach eine Mischung aus je einem Teil Aceton und
Oxalsédure-diethylester zugetropft. Aus der Reaktionslosung scheidet sich bald darauf
ein gelbes Natriumsalz ab, welches nach zwei Tagen Riihren abgesaugt und getrocknet
wurde. Dieses Natriumsalz kann durch Eintragen in gekiihlte 1N Salsdure zersetzt
werden. Der dabei entstanden Niederschlag wurde abgesaugt und gleich aus Methanol
umkristallisiert, wobei man die gewiinschte Verbindung als feine, leicht gelbliche
Nadeln erhalt.

Die Charakterisierung von (13) erfolgte mit Hilfe von HPLC, ESI-MS und NMR. Die
NMR Spektren entsprechen den Literaturdaten.[163]

Im "H NMR sieht man, dass das Octan-2,4,5,7-tetraon in Losung vollstdndig in seiner

Enol-Form vorliegt.

3.18.3 Modellreaktion zur Hydroxylierung der Methylengruppe

Fiir die Modellreaktion wurde das Octan-2,4,5,7-tetraon ausgewdhlt. Es zeigt ein

vergleichbares Substitutionsmuster der Carbonyl-Funktionen wie das zyklische
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Oligoketon aus Abbildung 3-55. Fiir die angestrebte a-Hydroxylierung der

Methylengruppe sollte das Reagenz Diacetoxy-iodosobenzol verwendet werden.

0
Phi(OAc)
o 9 AcOH. RT OH
)UW A s [ ]
0O O 0
0
(13) (14)

Abbildung 3-58: Umsetzung des Octan-2,4,5,7-tetraon mit Diacetoxy-iodosobenzol.

Das Tetraketon (13) wurde in Eisessig gelost und das Diacetoxy-iodosobenzol
portionsweise zugegeben. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Eisessig im
Vakuum enfernt. Die Zugabe von Ethanol leitete die Kristallisation nur langsam ein.
Eine Reinigung des Produkts mittels Sdulenchromatographie wurde ebenfalls
durchgefiihrt. Die dabei erhaltene Ausbeute an sauberer Verbindung war allerdings mit
15% sehr gering. Die erhaltene Verbindung (14) wurde mittels HPLC, ESI-MS und
NMR analysiert und ihre Identitidt als 2-Acetyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-on
bestitigt. Diese Verbindung kann auch als das Regioisomere der Dehydroessigsidure
aufgefasst werden.[164]

Die a-Hydroxylierung verlauft wahrscheinlich tiber das Enol der Carbonylverbindung.
Durch Dissoziation entsteht im Sauren aus dem Diacetoxy-iodosobenzol das
PhI'(OAc), welches sich an das Enol anlagert. Diese Zwischenstufe wird dann durch
ein Nucleophil angegriffen, wobei letztendlich das hydroxylierte Produkt entsteht. Die
Zyklisierung zum 2-Acetyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-on erfolgt anschlieend.
Neben der a-Hydroxylierung im Sauren sind noch eine ganze Reihe weiterer Reaktion
moglich.[165-168]

Die Reaktion verlief in diesem Fall nicht einheitlich, und es wurden eine ganze Reihe
an Nebenprodukte beobachtet. Unter anderem konnte dabei auch eine Verbindung der
doppelten Masse des gewiinschten Produkts gefunden werden, was auf eine
intermolekulare Kondensation zweier Tetraketone schlieen ldsst. Die Nebenprodukte

wurden aus Zeitgriinden nicht im Detail untersucht.
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Die geringe Ausbeute der Reaktion konnte nicht durch Variation der
Reaktionsparameter angehoben werden. Bedenkt man den geringen Reaktionsumsatz
bei der Modellverbindung, so ist zu vermuten, dass eine erfolgreiche Synthese des
Monozyklus mit dieser Methode nicht moglich sein wird. Es sind daher noch weitere
Versuche notwendig. Eventuell steht auch die erneute Suche nach besseren

Synthesemethoden an.

3.19 Synthesestrategie F (Dibromid Ansatz)

3.19.1 Synthesestrategie — Retrosynthetische Analyse

Wie sich bei den durchgefiihrten Synthesen herausstellte, ist fiir eine erfolgreiche
Synthese eines Polypyrones die Bildung der C-C-Bindung in 2-Position des Pyran-4-
ons von entscheidender Bedeutung. Die unternommenen Versuche zur Acylierung in
dieser Position fiihrten nicht zum erhofften Ziel, so dass nach alternativen
Moglichkeiten Ausschau gehalten wurde. Bei den ersten Versuchen zur Alkylierung
von 3-Hydroxy-pyran-4-onen konnte eine C-Alkylierung mit 3-Brom-brenztrauben-
sdureestern beobachtet werden, diese Moglichkeit zur Kniipfung der C-C-Bindung
scheidet jedoch aufgrund ihrer Ineffizienz aus. Allerdings stellte sich bei der
Literaturrecherche eine interessante FEigenschaft dieser Systeme heraus: Unter
Beteiligung der m-Elektronen gehen sie leicht Cycloadditionen bzw. Claisen-
Umlagerungen ein. Die Cycloadditionen sind in diesem Zusammenhang leider von
geringen Wert, da es sich dabei meist um intramolekulare, thermische [SC+2C] Pyran-
4-on/Alken Reaktionen handelt.[169-173] Die Claisen-Umlagerung konnte allerdings

eine interessante Alternative eroftnen.
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Abbildung 3-59: Retrosynthetische Analyse der Synthesestrategie.

In Abbildung 3-59 ist die Retrosynthese dieser Strategie dargestellt. Dabei wurde die
Moglichkeit flir eine Wiederholung der einzelnen Syntheseschritte beriicksichtigt,
wodurch weitere Folgeglieder mdglich wiren. Zu bemerken sind dabei folgende

Punkte:

e Der erste Schritt der Synthese, die Alkylierung mit einem Allylhalogenid,
diirfte nicht allzu problematisch sein.

e Die Claisen-Umlagerung wurde schon fiir analoge Verbindungen
beschrieben.[174,175]

e Die weiteren Schritte zum Ringschluss und die erneute Schaffung der
Ausgangssituation eines 3-Hydroxy-pyran-4-ons wurden in der Abbildung nicht

beriicksichtigt.

3.19.2 Synthese des Allyl-Ethers

Wie zuvor schon erwidhnt wurde, sind schon eine ganze Reihe solcher 5-Allyloxy-
Pyran-4-one dargestellt worden, zumeist wurde dabei von der Kojisdure ausgegangen.
Bei diesen ersten Versuchen sollte allerdings Allomaltol verwendet werden, wodurch
eine Schutzgruppe fiir die Hydroxymethyl-Funktion der Kojisdure umgangen werden
kann.

Wie bei der Darstellung der 5-Allyloxy-Kojisdure wurde zuerst die Reaktion mit
Allylbromid und Natriummethylat in Methanol versucht. Dabei gelang es allerdings
nicht, eine gute Umsetzung der Kojisdure zu erzielen. Die Reaktion wurde daher in

Dimethylformamid mit Kaliumcarbonat als Base durchgefiihrt (Abbildung 3-60).
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Abbildung 3-60: Umsetzung des Allomaltols mit Allylbromid.

Im Gegensatz zur Base Natriummethylat in Methanol hat die Verwendung von
Kaliumcarbonat in Dimethylformamid den Vorteil, dass bei Raumtemperatur schon
nach zwei Stunden ein guter Reaktionsumsatz mittels HPLC beobachtet werden
konnte. Fithrt man die Reaktion dann noch unter Erwdrmen durch, so ist das
Allomaltol schon nach vier bis fiinf Stunden vollstindig umgesetzt.

Die nach wisseriger Aufarbeitung analytisch reine Verbindung (15) (DC und HPLC)
wurde in sehr guter Ausbeute von 95% erhalten. Die weitere Charakterisierung
erfolgte mittels ESI-MS und NMR, wobei die Identitdt der Verbindung als die des
gewlinschten Produkts, 5-Allyloxy-2-methyl-pyran-4-on, sichergestellt werden konnte.

3.19.3 Claisen-Umlagerung des Allyl-Ethers

Die Umlagerung des Allyl-Ethers geht analog einer Claisen-Umlagerung vonstatten.
Diese Reaktion beschreibt die Umlagerung beim Erhitzen eines Allyl-Aryl Ethers in
ein ortho-Allylphenol. Mechanistisch handelt es sich dabei um eine konzertierte,
perizyklische [3,3] sigmatrope Umlagerung. In Abbildung 3-61 ist die Umlagerung des
5-Allyloxy-2-methyl-pyran-4-ons in das 2-Allyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-on

schematisch dargestellt.

(0] (0]
/[UE/OJ 2-Propanol, A | | OH|
(0] Z (0]

(15) (16)

Abbildung 3-61: Claisen-Umlagerung des 5-Allyloxy-2-methyl-pyran-4-ons.
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Die Durchfithrung der Reaktion gestaltete sich folgendermafBlen: (15) wurde in
2-Propanol gelost und fiir fiinf Tage bei 100 °C erhitzt. Der Ansatz wurde flir mehrere
Stunden bei -18 °C gekiihlt, der Niederschlag abfiltriert und mit wenig kaltem
2-Propanol gewaschen, wobei man farblose, kleine Nadeln erhielt.

Die Reaktion lief sich sehr gut mittels HPLC verfolgen, da sich die Retentionszeit
aufgrund der zusitzlichen Hydroxy-Funktion des 2-Allyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-
4-ons deutlich vom Edukt unterscheidet. Die Charakterisierung von (16) erfolgte
mittels ESI-MS und NMR.

Im 'H NMR ist zudem das Signal der zuvor angesprochenen Hydroxy-Funktion zu
sehen. Betrachtet man das Signalmuster der Allyl-Gruppe, so léasst sich dies nur mit
einer endstdndigen Doppelbindung erklidren. Eine Verschiebung der Doppelbindung
fand also nicht statt und die Identitit der Verbindung ist somit bestétigt.

3.19.4 Moglichkeiten zum Ringschluss — Fortfithrung der Synthesestrategie

Nachdem die Synthese an diesem Punkt angelangt war, musste iiber Moglichkeiten des
Ringschlusses nachgedacht werden. Zwei Reaktionen schienen dafiir in Frage zu

kommen:

e Epoxidierung der Doppelbindung mit Peroxysauren

e Bromierung der Doppelbindung mit elementarem Brom

Die Strategien sind in den nachfolgenden Abbildungen ndher ausgefiihrt. Mit der
Epoxidierung sollte an der endstindigen Doppelbindung der Allyl-Gruppe eine neue
funktionelle Gruppe eingefiihrt werden. Der Ringschluss konnte dann durch eine
intramolekulare nucleophile Substitution am Epoxid erfolgen. Die Schaffung des
3-Hydroxy-pyran4-on Systems kdnnte dann mit einer ein- oder zweistufigen Oxidation

erfolgen.
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Abbildung 3-62: Umsetzung des 2-Allyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-ons zum

Epoxid mit anschlieBendem Ringschluss und Oxidation.

Die Strategie in welcher die Doppelbindung zuerst bromiert werden soll, folgt einem
dhnlichen Muster. Das Dibromid konnte durch eine elektrophile Addition elementaren
Broms gebildet werden. Der intramolekularen, nucleophilen Substitution zum
Ringschluss folgt eine Dehydrobromierung. Die dabei entstandene Doppelbindung

musste dann noch oxidiert werden.

(0] (0] (0]

OH OH _Br @]
(L )= [ ] — [ [ J—
(0] (0] Br O

Abbildung 3-63: Umsetzung des 2-Allyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-ons zum

Dibromid mit anschlieBendem Ringschluss und Oxidation.

3.19.5 Epoxidierung des 2-Allyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-ons

Fiir die bevorstehenden Reaktion wurde die m-Chlorperbenzoesiure ausgewéhlt. Die

Durchfiihrung erfolgte unter Eiskiihlung in Chloroform.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 109

0 mCPBA 0
OH CHCl,, 0°C OH
e > | 0
0 0
(16) (17)

Abbildung 3-64: Umsetzung des 2-Allyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-ons mit m-

Chlorperoxybenzoesiure.

Mit Hilfe eines LC-MS konnte gezeigt werden, dass es sich bei der neu entstandenen
Verbindung um das gesuchte Produkt (17) handelte. Die Verbindung zeigte den
Molekiilionen-Peak [M+H]" der gesuchten Masse von m/z = 183,0. Die Schwierigkeit
bei dieser Reaktion bestand darin, die entstandene neue Verbindung vom
Nebenprodukt der Reaktion, der m-Chlorbenzoesdure, zu reinigen. Fiir eine
vollstdndige Charakterisierung wurde daher eine Reinigung mittels préparativer HPLC
durchgefiihrt. Die dabei erhaltene, lyophilisierte Substanz wurde mittels NMR-
Spektroskopie untersucht. Die Auswertung der erhaltenen Spektren ergab, dass es sich
dabei um ein Gemisch des Epoxids und des entsprechenden Diols handelte. Das
Epoxid wurde also wihrend der Aufarbeitung von Wasser, vermutlich katalysiert
durch die in der priparativen HPLC verwendeten Trifluoressigsdure, nucleophil
angegriffen und dabei teilweise der Epoxidring zerstort.

Aufgrund dieser Erfahrungen und der positiven Ergebnisse, die bei der parallel
durchgefiihrten Dibromid-Strategie gewonnen werden konnten, wurde diese Strategie

nicht weiter verfolgt.

3.19.6 Bromierung des 2-Allyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-ons

Die Bromierung der Doppelbindung folgt dem Mechanismus einer elektrophilen
Addition des elementaren Broms. Der Zusatz des Lithiumbromids wirkt sich positiv

auf die Reaktionsgeschwindigkeit aus.
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Abbildung 3-65: Umsetzung des 2-Allyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-ons zum 2-
(2,3-Dibrompropyl)-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-on.

(15) wurde in Chloroform geldst und bei 0 °C geriihrt. Dazu tropfte man eine Losung
von Brom in Chloroform. AnschlieBend wurde noch eine katalytische Menge
Lithiumbromid zugesetzt und fiir 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Der Ansatz
wurde wisserig aufgearbeitet. Die Ausbeute an Rohprodukt betrug 96%. Eine weitere
Reinigung mittels Sdulenchromatographie, an Kieselgel mit Chloroform als Eluent
wurde ebenso durchgefiihrt, sie ist nicht unbedingt erforderlich. Zu bemerken ist, dass
sich die Ausbeute dabei betrichtlich verringerte. Sie betrug dann nur noch 57%.

Die in beiden Féllen erhaltene Festsubstanz (18) wurde mit HPLC, ESI-MS und NMR
analysiert und als das gewlinschte Produkt 2-(2,3-Dibrompropyl)-3-hydroxy-6-methyl-
pyran-4-on bestétigt.

3.19.7 Ringschluss des 2-(2,3-Dibrompropyl)-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-ons

In anderem Zusammenhang wurde der Ringschluss analoger Verbindungen bei der
Synthese von Flavonen eingesetzt.[105] Die Umsetzung sollte allerdings in
Dimethylformamid mit Kaliumcarbonat als Base erfolgen (Abbildung 3-66). Unter
diesen Reaktionsbedingungen sollte sowohl die intramolekulare nucleophile

Substitution zum Ringschluss, als auch eine Dehydrobromierung moglich sein.
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Abbildung 3-66: Ringschluss zum 2-Methyl-6H-pyrano[3,2-b]pyran-4-on.

Zu einer Suspension von Kaliumcarbonat in absolutem Dimethylformamid wurde das
2-(2,3-Dibrompropyl)-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-on gegeben und fiir 24 Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Abbildung 3-67 zeigt den zeitlichen Verlauf der
Reaktion.
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Abbildung 3-67: Zeitlicher Verlauf der Zyklisierung. Die Strukturen der beiden

Hauptprodukte sind ebenso eingezeichnet.

Es folgte eine wisserige Aufarbeitung der Reaktionsmischung. Der dabei erhaltene
Riickstand wurde an Kieselgel mit Chloroform chromatographiert.
Bei dieser Sdulenchromatographie konnten die beiden Hauptprodukte der Reaktion

isoliert werden. Ein ESI-MS ergab fiir die erste Verbindung die Massen von 164,2
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amu. Die zweite Verbindung mit der Masse von 244,0 amu zeigte das [sotopenmuster
der Monobrom-Verbindung (20). Beide Verbindungen wurden daraufhin mittels
NMR-Spektroskopie analysiert. Die davon abgeleiteten Strukturen der Verbindungen
sind in Abbildung 3-67 eingezeichnet.

Mit Hilfe dieser Strategie gelang somit die Synthese der wichtigen, letzten Vorstufe
eines Pyranopyran-dions. Die Ausbeute an 2-Methyl-6H-pyrano[3,2-b]pyran-4-on der
nicht optimierten Reaktion fiel mit 11% gering aus. Die erhaltene Produktmenge war
daher nicht ausreichend, um den letzten anstehenden Schritt, die Oxidation der
Doppelbindung, in Angriff zu nehmen. Man kann allerdings in Anbetracht der Fiille an
unterschiedlichen Oxidationsmitteln und Reaktionsbedingungen zuversichtlich sein,

dass dieser Schritt letztendlich gelingen konnte.
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4 Zusammenfassung

Der erste Teil der Arbeit befasst sich mit der Isolierung und Charakterisierung eines
neuen Hemmstoffes der Na'/K'-ATPase. Dieser ist Bestandteil eines Extraktes aus den
Wurzeln der Pflanze Helleborus purpurascens. Der methanolische Auszug der Droge
konnte durch mehrfache fliissig/fliissig Extraktionen und Umféllen vorgereinigt
werden. Diese Pflanzenquelle erlaubte es zudem, geniigend Ausgangssubstanz fiir die

nachfolgenden weiteren Reinigungsschritte zu isolieren.

Bei den ersten Reinigungsversuchen mittels Sdulenchromatographie stellte sich
heraus, dass diese Reinigungsmethode fiir den Extrakt weniger geeignet ist. Ein
GroBteil der im Extrakt enthaltenen Verbindungen zeigt an Kieselgel ein dhnliches

Elutionsverhalten und konnte daher nicht aufgetrennt werden.

Im Rahmen der weitern Aufbereitung des Extraktes wurde daher eine analytische
HPLC Methode mit Reversed Phase Materialien entwickelt. Mit dieser Methode
konnten dann die einzelnen Bestandteile des Extraktes erfasst werden. Es zeigte sich,
dass der Extrakt aus einer Vielzahl an Verbindungen bestand, bei denen zumindest 15
dominante Komponenten zu erkennen waren.

Die analytische HPLC Methode war der Ausgangspunkt fiir die Entwicklung eines
priparativen Verfahrens, welches dann fiir eine im semipridparativen Malstab
durchgefiihrte Reinigung und Auftrennung der einzelnen Bestandteile des Extraktes
eingesetzt wurde. Mit diesem Isolierungsverfahren konnte der Extrakt effizient und
reproduzierbar in seine Komponenten aufgetrennt werden. Ermoglicht wurde dies auch
durch die Automatisierung der Probenaufgabe und der Fraktionierung. Der Extrakt
wurde in insgesamt 15 Fraktionen unterteilt, wobei sich durch weitere Untersuchungen

ergab, dass neun Fraktionen als eine Einzelsubstanz vorlagen.

Die Charakterisierung dieser Fraktionen erfolgte mit physikalisch-chemischen
Methoden. Die Analyse mittels IR-Spektroskopie ergab, dass es sich bei den sauberen
Fraktionen wahrscheinlich um Vertreter einer Substanzklasse handelt. Diese IR-

Spektren zeigten nahezu alle die gleichen charakteristischen Banden. Als funktionelle
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Gruppen lieBen sich dabei Phenole, Aromaten, Carbonyle, Enole und Ether

ausmachen.

Auch die UV-Spektren der Verbindungen waren alle recht dhnlich. Sie zeigten ein
ausgepriagtes Maximum im Bereich von 250 nm und 260 nm. Einige der
Verbindungen wiesen noch ein schwécheres Maximum um 330 nm auf. Dies sind
weitere Hinweise fiir den aromatischen oder phenolischen Charakter der Substanzen.
Bei den UV-Untersuchungen der Substanz M konnten bei einer pH-Anderung ins
Alkalische ein bathochromer Effekt beobachtet werden. Das Absorptionsmaximum
verschob sich dabei von 261 nm auf 302 nm. Im Alkalischen tritt zudem deutlich ein
zweites Absorptionsmaximum bei 376 nm hervor. Die bathochrome Verschiebung ist
ein Hinweis dafiir, dass die Verbindung vermutlich iiber eine phenolische OH-Gruppe
verfiigt, die durch Deprotonierung zu einer Erweiterung des delokalisierten n-Systems
beitragen kann. Im untersuchten pH-Bereich von 5,60 bis 11,08 weisen die UV-
Spektren auBBerdem flinf iosbestische Punkte bei 220 nm, 235 nm, 276 nm, 330 nm und
345 nm auf. Das Auftreten der Isosbesten wiederum lasst darauf schlieflen, dass diese
Deprotonierung mit einer einheitlichen Reaktion verbunden ist, d.h. nur eine
funktionelle Gruppe bzw. Protonierungsstufe involviert ist.

Unterstiitzt wurden diese Ergebnisse der UV-Studie durch die Untersuchung eines
Hydrolyseprodukts dieser Fraktionen. Bei einer alkalischen Hydrolyse verschiedener
Fraktionen konnte ndmlich die p-Hydroxy-benzoesdure im Hydrolysat nachgewiesen
werden. Diese Substanz wurde isoliert und zeigt dieselben Effekte bei einer pH-
Titration wie die Substanz M. Man kann daher annehmen, dass die Substanz M das

Chromophor der p-Hydroxy-benzoesdure enthélt.

Die Fraktionen wurden mittels ESI-MS analysiert. Von den HPLC-reinen Fraktionen I,
K und M konnten dabei auch Massen erhalten werden. Bei diesen Fraktionen handelt
es sich wohl um definierte Verbindungen. Von den Fraktionen PW und XZ konnte
auch durch Variation verschiedenster Messparameter kein aussagekriftiges

Massenspektrum erhalten werden.
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Die Untersuchung der Substanzen I, K und M mittels NMR-Spektroskopie ergab fiir
alle drei Verbindungen dhnliche 'H NMR Spektren. Eine vorliufige Interpretation der
Spektren ldsst vermuten, dass es sich bei diesen drei Verbindungen eventuell um
Vertreter der Gruppe kondensierter Flavonoide handeln konnte. Es gelang den NMR
Signalen einzelne Strukturelemente zu zuordnen. Fiir die vollstindige
Strukturaufkldrung stand allerdings nicht geniigend Substanz zur Verfiigung. Diese
vorlaufigen Untersuchungen konnten jedoch keinen Hinweis erbringen, dass es sich
bei diesen Verbindungen um Vorstufen oder Derivate eines Polypyrons handeln
konnte. Zudem zeigten diese Verbindungen bzw. die Fraktionen I, K und M, dass sie
die Na'/K'-ATPase Aktivitit nicht besonders stark inhibierten. Daher kann die
Vermutung geduBert werden, dass diese Verbindungen nicht den gesuchten Inhibitor
darstellten. Vielmehr scheinen sie zu einer Gruppe der in Pflanzen weit verbreiteten,
kondensierten Flavonoide zu zdhlen. Bei dieser Klasse sind z.B. verschieden

substituierte Flavanol-Einheiten in 2- oder 6-Position miteinander verkniipft.

Samtliche Fraktionen wurden auf ihre biologische Aktivitdt hin untersucht. Dabei
wurde an der Universitit Konstanz die Enzymaktivitit der Na'/K'-ATPase aus
Kaninchen- und Rattennieren bestimmt. Bei den ersten Tests gingen drei dieser
Fraktionen, ndmlich M, PW und XZ, als die Fraktionen hervor, die die Enzymaktivitit
der Na'/K'-ATPase am stirksten inhibierten. Thre Aktivitit lag mit einem ICs, von

0,5-5,0 pg/ml im Bereich des Ouabains.

Die erhaltenen Fraktionen, das Extrakt selbst und Proben der alkalischen Hydrolyse
wurden zudem mit einem Enzym Immunoassay (ELISA) mit anti-Ouabain
Antikorpern untersucht. Bei keiner dieser Proben konnte eine Interaktion mit diesen
Antikorpern beobachtet werden. Das Ausbleiben einer Kreuzreaktion der Proben mit
den anti-Ouabain Antikorpern erlaubt die Schlussfolgerung, dass die Proben keine

Verbindungen enthielten, die strukturelle Ahnlichkeiten mit Ouabain aufweisen.

Eine alkalische Hydrolyse verschiedener Extrakt-Fraktionen wurde durchgefiihrt.
Dabei zeigte sich, dass die Proben, welche der alkalischen Hydrolyse der Fraktionen

PW und XZ entnommen wurden, die Enzymaktivitit der Na'/K'-ATPase noch stirker
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inhibierten als die urspriinglichen Fraktionen. Besonders stark fiel dieser Effekt bei der
Fraktion XZ auf. Lag der 1Cs, dieser Fraktion noch im Bereich von 0,5-2,5 pg/ml, so
konnte er durch diese Behandlung auf einen Wert von 0,015 pg/ml gesteigert werden.
Es konnte eine Prozedur gefunden werden, mit deren Hilfe die Aktivierung der XZ
Fraktion reproduzierbar wurde. Es wird angenommen, dass durch die alkalische
Hydrolyse die in der Fraktion XZ enthaltene Vorstufe in die eigentliche aktive
Verbindung tiberfiihrt wird.

Die biologische Aktivitit des Extraktes aus den Wurzeln von Helleborus purpurascens
hinsichtlich der Hemmung der Enzymaktivitit der Na'/K'-ATPase konnte unter
Beweis gestellt werden. Aus diesem Extrakt konnte die Fraktion XZ isoliert werden,
die eine lipophile Vorstufe enthdlt. Aus dieser entsteht durch eine Basen/Saure-
Behandlung die eigentlich aktive Form. Durch massenspektrometrische Analysen
konnte der Hinweis erbracht werden, dass es sich bei dieser aktiven Form des
Hemmstoffes um Vertreter der neuen Substanzklasse der makrozyklischen
Kohlensuboxid-Oligomere handelt. Bei der Untersuchung des Hydrolysats mittels
ESI-MS konnte erstmals eine Masse fiir diesen Inhibitor erhalten werden. Im positiven
Modus konnte ein Molekiilion der Masse m/z = 431,2, entsprechend dem [M+Na] -
Ion, beobachtet werden. Dieses ldsst sich dem makrozyklischen Hexamer des
Kohlensuboxids (C;0,)¢ mit einem Molekulargewicht von 408,2 Da zuordnen.
Daneben wurde auch noch die Masse des Zyklooctamers (C;0,)s gefunden. Diese
aktive Form wurde auch als MCS-Faktor (macrocyclic carbon suboxide) bezeichnet.

Die erneute Reinigung dieses MCS-Faktors aus dem Hydrolysat gelang nicht. Bei
dessen Auftrennung mittels semiprdparativer HPLC und den anschlieBenden
Aktivitétstest zeigte keine der erhaltenen Fraktionen eine vergleichbare Hemmung der

Na'/K'-ATPase.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Entwicklung geeigneter
Synthesemethoden fiir die makrozyklischen Kohlensuboxid-Oligomere. Diese lassen
sich auch als kondensierte Pyran-4-one auffassen. Eine Literaturrecherche ergab, dass

bisher wenig Synthesen zur Darstellung der verschiedenen Pyranopyran-dione
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entwickelt wurden. Viele Vertreter dieser Klasse der bizyklischen 6—6-Systeme
wurden nur theoretisch beschrieben. Die wenigen verdéffentlichten Synthesen befassten
sich zumeist mit der Darstellung gemischt kondensierter Pyran-2-one und Pyran-4-
one.

Die Arbeiten, die die Darstellung kondensierter Pyran-4-one oder auch v,y-Bispyrone
beschrieben, stammen bisher alle aus der Gruppe Woods et al. Diese Synthesen
wurden nachvollzogen, dabei konnte allerdings keine der beschriebenen Verbindungen
erhalten werden. Es zeigte sich, dass der entscheidende Schritt in solchen Synthesen,
die C-Acylierung eines Pyran-4-ons in 2-Position, unter den beschriebenen

Reaktionsbedingungen nicht mdglich ist.

Es wurde eine Synthesestrategie fiir den iterativen Aufbau eines linear kondensierten
Polypyrons entwickelt. Durch Umsetzung eines 3-Hydroxy-pyran-4-ons mit 3-Brom-
brenztraubensdureestern sollte schrittweise ein Pyran-4-on Ring nach dem anderen
aufgebaut werden. Dabei erwies sich das ambidente Verhalten des Kojiat-Anions als
schwierig, da bevorzugt eine C-Alkylierung der Kojisdure eintrat. Unter den
angewandten Reaktionsbedingungen entspricht die Reaktivitét eines 3-Hydroxy-pyran-

4-ons nicht wie gehofft einem Phenol, sondern der eines Enols.

Bei der Entwicklung neuer Synthesestrategien wurde versucht, analoge Verfahren zur
Synthese der Pyran-4-one, Chromone bzw. Xanthone einzubinden. Dafiir wurden
Methylen-verbriickte Bis-Verbindungen der Kojisdure und des Allomaltols dargestellt.
Diese sollten unter verschiedenen Reaktionsbedingungen zum Tripyron zyklisiert

werden. Die dazu benétigte Etherbindung konnte allerdings nicht erhalten werden.

Analog einer Arbeit, die die Umsetzung von Amino-Chromonen mit ungeséttigten
Verbindungen, wie z.B. Acetylen-dicarbonsduremethylester, beschrieb, wurde eine
weitere Strategie entwickelt. Die Reaktion der Kojisdure mit dieser Verbindung
gelang, die erhaltenen Diastereomere wurden charakterisiert. Das Fumarsidurederivat
wurde dabei mit einem de von 89% erhalten. Die Verbindung konnte allerdings nicht
zyklisiert werden. Dies kann als weiterer Hinweis fiir die Schwierigkeit der Acylierung

von Pyran-4-onen in 2-Position gesehen werden.
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Es wurde eine Synthesestrategie untersucht, die den Synthesen der sogenannten
polycyclic polyethers (PCPE) angepasst war. Diese Gruppe fiinf- bis siebengliedriger,
zyklischer Ether weist eine gewisse Ahnlichkeit mit den Polypyronen auf. Fiir diese
Strategie musste zuerst die Synthese zweier Bausteine A und B ausgearbeitet werden.
Bedingt durch die Achiralitidt der Bausteine konnte der Baustein B aus A dargestellt
werden, wodurch sich ein konvergenter Ansatz anbieten wiirde. Denkbar wire auch
die Umsetzung eines bifunktionellen Alkins mit dem Baustein A, wodurch gleich die
erste Zwischenstufe erhiltlich wire. Bei der Durchfiihrung der Synthese der Bausteine
ergaben sich Schwierigkeiten mit deren Stabilitit. Die Einfiihrung einer
Abgangsgruppe bei diesen Verbindungen scheint mit einer Instabilitdt gegeniiber
Nucleophilen verbunden zu sein. Dieses Verhalten erschwerte eine Aufarbeitung,
Reinigung und Charakterisierung, wodurch kein Beweis fiir die erfolgreiche Synthese

dieser Baustein erbracht werden konnte.

Es wurde eine Synthesestrategie mit einem biomimetischen Ansatz entworfen. Die
retrosynthetische Betrachtung fiihrte zur Formulierung eines monozyklischen
Polyketids. Fiir diese Verbindungen wurden Modellsubstanzen synthetisiert und an
diesen die angestrebte a-Hydroxylierung der Methylengruppe mit dem Reagenz
Diacetoxy-iodosobenzol untersucht. Dabei zeigte sich, dass dieses Reagenz nicht die

erwiinschte Effizienz besall, wodurch weitere Versuche notwendig sind.

Man kann aus den bislang durchgefiihrten Syntheseversuchen ablesen, dass fiir eine
erfolgreiche Synthese eines Polypyrons die Bildung der C-C-Bindung in 2-Position
des Pyran-4-ons von entscheidender Bedeutung ist. Eine Acylierung in dieser Position
ist nicht moglich. Auch die alternative Moglichkeiten durch Alkylierung von
3-Hydroxy-pyran-4-onen, wobei eine C-Alkylierung mit 3-Brom-brenztraubensdure-
estern beobachtet wurde, scheidet aufgrund ihrer Ineffizienz aus. Die Eigenschaft der
Pyran-4-on Systeme, unter Beteiligung der m-Elektronen eine Cycloaddition bzw.
Claisen-Umlagerung einzugehen, eroffnet allerdings eine neue Moglichkeit.

Uber die Claisen-Umlagerung des 5-Allyloxy-2-methyl-pyran-4-ons in das 2-Allyl-3-
hydroxy-6-methyl-pyran-4-on gelang die Darstellung einer aussichtsreichen

Verbindung fiir die intramolekulare Zyklisierung. Diese gelang iiber das entsprechende
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Epoxid nicht, allerdings konnte das dargestellte 2-(2,3-Dibrompropyl)-3-hydroxy-6-
methyl-pyran-4-on  erfolgreich unter Einwirkung von Kaliumcarbonat in
Dimethylformamid zum 2-Methyl-6H-pyrano[3,2-b]pyran-4-on zyklisiert werden. Mit
Hilfe dieser Strategie gelang somit die Synthese der wichtigen letzten Vorstufe eines
Pyranopyran-dions.

In Anbetracht der Fiille an unterschiedlichen Oxidationsmitteln und Reaktions-
bedingungen kann man zuversichtlich sein, dass dieser Schritt letztendlich gelingen
sollte. Mit dieser Synthesestrategie konnte damit die Synthese einer ersten
Modellverbindung der neuen Substanzklasse der makrozyklischen Kohlensuboxid-
Oligomere ermoglicht werden. Diese Modellverbindung konnte dann bei der
Beantwortung der Fragen iiber die physikalischen und chemischen Eigenschaften
wertvolle Hinweise erbringen, wodurch letztendlich die Natur des endogenen

Liganden der Na'/K -ATPase aufgeklirt werden kdnnte.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Material und Methoden

Losungsmittel und Chemikalien

Die verwendeten Losungsmittel wurden von den Firmen Aldrich, Baker, Fluka und
Merck in p.a. Qualitit bezogen und falls ndtig nach den iiblichen
Standardverfahren[178] gereinigt. Fiir die analytische sowie priparative HPLC wurde
LiChrosolv Acetonitril der Firma Merck verwendet. Weitere gingige Chemikalien
wurden von den Firmen Aldrich, Fluka, Lancaster und Merck bezogen. Die anti-
Ouabain Antikorper aus Kaninchenserum wurden von den Firma Chemicon
International (Hotheim/Ts) bezogen. Die Protein A Alkaline-Phosphatase und die

Sigma-Fast Tabletten stammten von der Firma Sigma.

Diinnschichtchromatographie

Zur Diinnschichtchromatographie wurden Kieselgel-60-Fertigplatten mit Fluoreszenz-
indikator der Firma Merck verwendet. Die eingesetzten Fliessmittelsysteme werden

bei den Synthesen erldutert. Zur Detektion der Substanzen wurde verwendet:

e Fluoreszenz bei 254 nm

e 3-Hydroxy-4H-pyran-4-one: Spriihreagenz A (1 M FeCl;-Losung in 1 M HCI)

e Extrakte und Fraktionen davon: Sprithreagenz B ( Anisaldehyd (0,1 ml); AcOH
(2,0 ml); MeOH (12 ml); konz. H,SO4 (1,0 ml))

e Oxidation mit Kaliumpermanganat (2%-L6sung in Wasser)

Priaparative Sidulenchromatographie

Fiir die praparative Sadulenchromatographie wurde Kieslegel 60 (230-400 mesh
ASTM) der Firma Merck verwendet.
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Analytische HPLC

Zur analytischen HPLC wurden verschiedene Trennsysteme eingesetzt, welche als
Laufmittel den Eluent A (5% Acetonitril in 2%iger wéssriger Phosphorsédure) und den

Eluent B (90% Acetonitril in 2% wéssriger Phosphorsdure) verwendeten.

o SystemI: Verwendet wurde eine HPLC-Anlage von Waters (Eschborn)
bestehend aus einer Hochdruck Chromatographie-Pumpanlage
Waters 515, einem Autosampler Waters 717plus, einem
Photodioden Array Module Waters 996 und einem Controller
Waters 600S; als Software zur Datenaufarbeitung fand Millenium
32 von Waters seine Anwendung. Als analytische Sdule wurde eine
X-Terra-MS Cg 5 um, 150%x3,9 mm von Waters bei einem Fluss
von 1,5 ml/min verwendet. Es wurde ein Gradient von 100% A
nach 100% B in 15 min und 2 min Spiilen bei 100% B gefahren.
Grundlage fiir die Systeme II-V war ein HPLC-System von Waters, bestehend aus
dem Waters 2690 Separations Module und einem Photodioden Array Module Waters
996. Als Software wurde Millenium 32 von Waters verwendet. Dabei wurden folgende

unterschiedliche Sdulen und Fliisse eingesetzt:

o System Il: X-Terra-MS Cg 5 pm, 150x3,9 mm von Waters mit einem Fluss
von 1 ml/min; Gradient: von 100% A nach 100% B in 15 min, dann
1 min Spiilen bei 100% B.

o System III: Luna Cig 5 pm, 150x4,6 mm von phenomenex (Aschaffenburg) mit
einem Fluss von 1,5 ml/min. Gradient: von 100% A nach 100% B
in 15 min, dann 1 min Spiilen bei 100% B.

o System IV: Symmetry Cig 5 pm, 150x3,9 mm von Waters mit einem Fluss von
1,5 ml/min. Gradient: von 100% A nach 100% B in 15 min, dann 1
min Spiilen bei 100% B.

o System V: Chromolith Cig 5 um, 100x4,6 mm von Merck mit einem Fluss von
3 ml/min. Gradient: von 100% A nach 100% B in 6 min, dann 1
min Spiilen bei 100% B.
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Priaparative HPLC

Praparative HPLC wurde an einer integrierten HPLC-Anlage von Abimed-Gilson
(Langenfeld), bestehend aus den Teilsystem Pump 321, UV-VIS 152, Interface 506C
und dem Fraction-Collector Model 202, durchgefiihrt. Als Software zur
Systemsteuerung und Datenaufarbeitung fand UniPoint V2.10 von Gilson
Anwendung. Als Sdule wurde eine X-Terra-MS C;g 5 um, 100x19 mm von Waters bei
einem Fluss von 10 ml/min verwendet. Dabei wurde als Eluent A 0,1%ige wissrige

TFA und als Eluent B Acetonitril mit 0,1% TFA verwendet.

Analytische und semipriparative HPLC fiir die Extrakte

Hier wurde eine Anlage der Firma Kontron, bestehend aus: Autosampler SA 560,
Niederdruck Pumpensystem 525 und einem Photodioden Array Modul 440,
verwendet. Als Software zur Systemsteuerung und Datenaufarbeitung fand
Kromasystem 2000 von Kontron Anwendung Die Fraktionierung erfolgte mit einem
Fraktionensammler Frac-100 der Firma Pharmacia. Es wurde als Eluent A 0,1%ige

wiassrige TFA und als Eluent B Acetonitril mit 0,1% TFA verwendet.

Als analytische Sdulen mit einem Fluss von 1 ml/min wurden verwendet:
e MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C;3 HD von Macherey & Nagel (Diiren)
e MN ET 250/4 Nucleosil 300-5 C,3 von Macherey & Nagel (Diiren)
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Die dabei verwendeten Gradienten waren:

e (radient A:

Zeit [min] B [%]

0 20
20 80
30 80
32 100
40 100
45 20

e Qradient B:

Zeit [min] B [%]

0 20
20 40
40 50
45 80
65 80
70 20

e QGradient C:

Zeit [min] B [%]

0 20
5 35
25 35
50 45
55 80
65 80

70 20
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Als semipréparative Séule mit einem Fluss von 3 ml/min wurde verwendet:

e MN SP 250/10 Nucleosil 300-5 C;3 HD von Macherey & Nagel (Diiren)

Der dabei verwendete Gradient war:

e (Qradient D:

Zeit [min] B [%]

0 20
5 35
25 35
50 45
55 45
60 20

Bei den einzelnen Priparationen ergaben sich mitunter Anderungen an diesem

Gradientenprogramm.

Massenspektrometrie

LC-ESI-Massenspektrometrie wurde an einem PE Sciex API165 (Langen)
Massenspektrometer durchgefiihrt. Als HPLC-System wurde eingesetzt: Das
Microgradient System 140C von Applied Biosystems, PE 785A UV-VIS-Detector von
Perkin Elmer (Rodgau), PE Series 200 Autosampler von Perkin Elmer und PE Nelson
200 Interface von Perkin Elmer. Als Software wurde BioMultiView 1.3.1 von PE
Sciex und als HPLC-Trennsdule eine Nucleosil Cg 100/5, 125x2 mm bei einem Fluss
von 250 ul/min verwendet. Dabei wurde ein Gradient von 5% Acetonitril in 0,05%iger

wissriger TFA nach 90% Acetonitril in 0,05%iger wéssriger TFA in 15 min gefahren.
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NMR-Spektroskopie

Alle Spektren wurden bei 295K an einem Bruker AMX400 und an einem Bruker
DRX500 Spektrometer, mit jeweils 400,13 MHz und 500,13 MHz Feldstéirke, in
deuterierten Losungsmitteln gemessen. Die chemische Verschiebung wurde auf das
Restprotonensignal des verwendeten Losungsmittels geeicht und sind in [ppm]

angegeben.

IR-Spektroskopie

Die IR-Spektren wurden als KBr-PreBlinge an einem FT-IR Spektrometer 1760 X der
Firma Perkin Elmer aufgenommen. Charakteristische Absorptionsbanden sind in

Wellenzahlen v [cm™'] angegeben.

UV-Spektroskopie

Die UV-Spektren wurden in den jeweils angegebenen LoOsungsmitteln an einem

UV/Vis Spektrometer Lambda 19 der Firma Perkin Elner aufgenommen.

Enzymtest mit Na+/K+-ATPase

Membranpriparationen mit einer hohen Konzentration an Na'/K'-ATPase (ca. 5000
Einheiten pro pm?) wurden aus der dufieren Medulla der Kaninchen- und Rattennieren
nach der Prozedur C von Jergensen[123] gewonnen. Die spezifische Na'/K -ATPase-
Aktivitdt bewegte sich im Bereich von 2000 bis 2400 pmol Py/h/mg Protein bei 37 °C
fiir das Enzym aus Kaninchen und 2000 pmol Py/h/mg Protein bei 37 °C fiir das
Enzym aus Ratten. Zur Bestimmung der Enzymaktivitit[176] der Na'/K'-ATPase
wurde folgender Puffer verwendet: 25 mM Imidazol (pH 7,2); 100 mM NaCl; 10 mM
KCl; 5 mM MgCly; 1,5 mM Na,ATP; 2 mM PEP; 450 units/ml an Pyruvat Kinase und
Lactat Dehydrogenase und anfianglich 80 uM NADH. Alle Messungen erfolgten bei

37 °C. Die Enzymaktivitit in Abwesenheit eines Inhibitors diente als Referenz.
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Enzym Immunoassay mit anti-Ouabain Antikorpern

Puffer und Reagenzien:

Coating-Puffer, Na,COs-Puffer (0,1 M) — pH 9,6: Na,CO; (4,24 g; 0,04 mol)
und NaHCO; (5,04 g; 0,06 mol) werden in einem 1 1 MaBlkolben eingewogen
und es wird mit Wasser (Millipore) fast bis zum MaBstrich aufgefiillt. Nachdem
die Salze sich gelost haben, wird der pH-Wert kontrolliert und falls notig auf
pH = 9.6 eingestellt, erst danach wird bis zum MaBstrich aufgefiillt.

PBS-Puffer: NaH,PO, (wasserfrei; 1,9 mM; 0,23 g), Na,HPO, (wasserfrei; 8,1
mM; 1,15 g), NaCl (154 mM; 9,00 g) werden mit H,O (900 ml) geldst, der pH
(7,2 bis 7,4) mit 1 M NaOH oder 1 M HCI eingestellt und mit H,O auf 1 1
aufgefiillt.

PBS-T-Puffer (Wasch- und Verdiinnungslosung) — pH 7,4: 200 ml der
Stammldsung werden mit Wasser (Millipore) auf 2 1 verdiinnt, der pH wird
kontrolliert und falls nétig auf pH 7,4 eingestellt. Danach wird Tween 20 (1,0
ml; 0,05 % v/v) zugesetzt.

Blocking-Losung: Rindergelatine (5,0 g) wird in H,O (95 ml) unter kurzem
Aufkochen geldst und mit NaN; (200 mg) versetzt (— Stammlosung). Die
eigentliche Blocking-Losung ist eine 1 %-ige Gelatine-Losung, sie wird aus
dieser Stammldsung durch Verdiinnen mit Wasser (Millipore) hergestellt.
Ouabain-SSA-Konjugat: Stammlosung des Konjugats in Wasser (2 mg/ml).
Ouabain (Standard-Substanz): Stammldsung (10 M) in DMSO.
Testsubstanzen

Ouabain-Antikoérper: Serum in 1/500 Verdiinnung in PBS in 500 pl Aliquote,
eingefroren.

Protein A Alkaline-Phosphatase-Konjugat (Enzym): 1/100 in PBS in 100 pl
Aliquote, eingefroren.

Sigma-Fast (Puffer + Substrat-Kit)
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5.2 Isolierung und Untersuchung des Extraktes

5.2.1 Herstellung des Extraktes aus Helleborus purpurascens

Die mit Hexan entfettete Droge (1,0 kg), die Wurzeln von Helleborus purpurascens,
wurden fiir 24 h bei RT mit wisserigen Ethanol (70 %; v/v; 8,0 1) geriihrt und die
dabei erhaltene Losung wurde im Vakuum auf ein Volumen von 1,5 1 eingeengt. Diese
wisserige Emulsion wurde anschlieBend zweimal mit einer Mischung aus
Hexan/Chloroform (4/1; v/v; 1,5 1) gewaschen, die wésserige Phase wurde abgetrennt,
angesauert bis pH = 1,5 und dann zweimal mit MTB (1,2 1) extrahiert. Die organische
Phase wurde mit NaCl-Losung (0,2 M) bis zur neutralen Reaktion gewaschen, iiber
Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das so erhaltene braune Rohprodukt
(1,8 — 3,5 g) konnte noch weiter gereinigt werden, in dem es in Aceton (50 mg/ml)
gelost und durch Zutropfen in Hexan (10-faches Volumen) wieder gefillt wurde. Der

Niederschlag wurde nach dem Zentrifugieren im Vakuum getrocknet.

5.2.2 Saulenchromatographie des Extraktes

Die Ergebnisse der DC zeigten, dass es sich bei dem Extrakt um eine Mischung von
Substanzen mittlerer bis hoher Polaritdt handelte. Als Eluent wurde daher Chloroform
mit einem steigenden Methanolanteil verwendet. Das Extrakt wurde in Aceton geldst
und an einer kleinen Menge Kieselgel adsorbiert. Nach einer Equilibrierungsphase der
Séule mit Chloroform wurde das Eluentengemisch in 100 ml Portionen zugegeben,
wobei der Methanolgehalt 2,5%  Schritten erhoht wurde. Bei einem
Chloroform/Methanol-Verhéltnis von 1:1 wurde der Methanolgehalt in 10% Schritten
erhoht, bis am Ende mit reinem Methanol eluiert wurde.

Insgesamt wurden 70 Fraktionen zu je 100 ml erhalten, welche mittels DC untersucht
wurden. Die Visualisierung erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzausloschung bzw. durch
Besprithen mit Sprithreagenz B. Die Fraktionen, welche im DC eine vergleichbare
Zusammensetzung aufwiesen, wurden anschlieBend vereinigt. Man erhielt so am Ende

die acht Fraktionen I bis VIII (Tabelle 5-1).
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Eingesetzt wurden 13,50 g des Extraktes, die Gesamtmenge der vereinigten Fraktionen
betrug 9,93 g. In den Fraktionen 1, 2, 11-14 konnten keine Verbindung detektiert
werden. Die Auswage der vereinigten Fraktionen 46-70 war mit 80 mg sehr gering. Im

weiteren Verlauf wurden sie daher vernachlissigt.

Tabelle 5-1: Zusammenstellung der bei der Sédulenchromatographie erhaltenen

Fraktionen.

Fraktion Fraktionsnr. Auswage

aus SC [g]
I 3-10 0.34
II 15-17 1.82
I 18-21 3.52
v 22-24 1.62
\Y 25-28 1.49
VI 29-33 0.56
VII 34-39 0.31
VIII 40-45 0.19

Die Fraktionen II bis V, welche die Hauptmenge des Extraktes ausmachten, ergaben in
der DC recht homogene Spots. Bei der analytischen HPLC stellte sich allerdings

heraus, dass diese Fraktionen immer noch ein Gemisch vieler Substanzen darstellten.

5.2.3 Semipriparative Reinigung des Extraktes

Die priparative HPLC-Reinigung ist exemplarisch an der Charge HP33 mit Gradient
D gezeigt werden. Die Reinigung der Chargen HP34, HP35, HP36, HP37 und HP38
erfolgte prinzipiell gleich. Mitunter ergaben sich kleine Unterschiede beim

Gradienten- bzw. Fraktionierungsprogramm.
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Das getrocknete Extrakt wurde in einer Mischung von Acetonitril/Wasser erneut gelost
und nach dem Filtrieren mit einem automatischen Probengeber in das HPLC-System
injiziert. Die Fraktionierung erfolgte mit einem automatischen Fraktionensammler,
welcher durch das UV-Signal bei 260 nm bzw. 300 nm gesteuert wurde. Die Peaks
wurden von hydrophil bis lipophil alphabetisch gekennzeichnet.

Die folgenden Fraktionen wurden gesammelt: AC, C, D, DH, H, HI, 1, IK, K, L, M, N,
O und PW. Nach jeweils zehn HPLC-Liufen wurde ein Spiilschritt mit 95%
Acetonitril durchgefiihrt. Die dabei eluierenden Verbindungen wurden als Fraktion XZ

bezeichnet.

5.2.4 Untersuchung der gereinigten HP-Fraktionen mit physikalisch-chemischen
Methoden

5.24.1 IR-spektroskopische Untersuchungen

Von den reinen Extrakt-Fraktionen wurden IR-Spektren der KBr-Preflinge

aufgenommen (Tabelle 3-1).
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Tabelle 5-2: IR-Daten der HP-Fraktionen.

HP-Fraktion IR Banden [cm ']
H 3412, 2930, 1682, 1609, 1271, 1205, 1138
[ 3426, 2930, 1703, 1609, 1269, 1168
L 3414, 2933, 1682, 1609, 1269, 1207, 1168, 1140
M 3417, 2934, 1707, 1608, 1267, 1168, 1093
N 3422,2933, 1708, 1610, 1268, 1205, 1168, 1136

PW 3416, 2932, 2860, 1715, 1609, 1268, 1167, 1096
XZ 3420, 2930, 2858, 1720, 1609, 1266, 1168, 1081

5.2.4.2  UV-spektroskopische Untersuchungen

Fiir diese pH-Titrationen wurden die aus dem Extrakt abgetrennten Fraktionen M, PW
und XZ herangezogen. Eine Stammldsung der jeweiligen Fraktion wurde auf eine fiir
die UV-Spektroskopie geeignete Konzentration von 50 pg/ml verdiinnt. Diese Losung
wurde dann mit verdiinnter Natronlauge versetzt, wobei zu geeigneten Zeitpunkten der
pH-Wert gemessen und das dazugehoérende UV-Spektrum aufgezeichnet wurde.

Die erhaltenen UV-Spektren sind im Ergebnis-Teil abgebildet.
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5.2.4.3  Massenspektrometrische Untersuchungen

Die Fraktionen wurden mittels ESI-MS analysiert (Tabelle 5-3).

Tabelle 5-3: Tabelle der Molekiilionen der Fraktionen I, K, M, PW undXZ.

Fraktion Molekiilion [M+H]"

m/z
| 661,4
K 865,2
M 823,0
PW -
XZ -

FT-ICR-MS von Fraktion M: m/z 823,1641 (M+H"); nach externer Kalibrierung: m/z
823,1882. Berechnete Masse fiir C43H350,7: 823,1868761.

5.2.4.4  NMR-spektroskopische Untersuchungen

Abgebildet sind die von der Fraktion M erhaltenen Spektren in DMSO-dg; 'H NMR
(Abbildung 5-1) und >C NMR (Abbildung 5-2).
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Abbildung 5-1: '"H NMR der Fraktion M in DMSO-dq.
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Abbildung 5-2: °C NMR der Fraktion M in DMSO-dj.
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5.2.5 Enzym Immunoassay mit anti-Ouabain Antikorpern

Das fiir das coating benétigte Ouabain-SSA-Konjugat wurde nach einer

Literaturvorschrift dargestellt.[177]

5.2.5.1  Durchfiihrung des indirekten ELISA:

e Coating: Die Mikrotiter-Platte (12 Spalten, 8 Zeilen; 96-well Platte) wird mit
dem Ouabain-SSA-Konjugat belegt. Dazu wird aus der Stammlosung des
Konjugates mit dem Coating-Puffer eine 2 pg/ml enthaltende Losung
hergestellt, wovon jeweils 100 pl pro well pipettiert wird. Die Platte wird
zugedeckt iiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt.

e Blocking: Die Coating-Losung wird entfernt und die Platte zweimal mit PBS-T
gewaschen. Pro well werden 150 pl der 1%-igen Gelatine-Losung pipettiert

und die Platte wird mindestens 1 h bei RT belassen.

e Competiton: Die Blocking-Lésung wird durch dreimaliges Waschen mit PBS-T
entfernt. Dann werden die Testlosungen aus der Verdiinnungsreihe (s. u.)
entsprechend dem Belegungsschema auf die Testplatte iibertragen, die 2.
Spalte enthélt die Anfangskonzentration der Proben. Beginnend mit der 2.
Spalte wird dann die Antikorperlosung (50 pl/well) aufgegeben, die
Arbeitskonzentration der Antikorperldsung muf3 zuvor in einem direkten
ELISA ermittelt werden (s. u.). Die erste Spalte bleibt frei fir blank
(Bestimmung des Hintergrundsignals, 100 ul PBS-T/well) und Referenz
(maximale Inhibition, 50 pul PBS-T und 50 ul Antikorperlosung/well). Die
Platte wird dann fiir 3 h bei RT stehen gelassen.

o Verdiinnungsreihe: Die Verdiinnungsreihe wird in einer separaten Mikrotiter-
Platte durchgefiihrt. Dazu wird, beginnend mit der 3. Spalte, in jedes well
100 pl PBS-T pipettiert. Anhand des Belegungs-schemas werden nun 50
ul der Testsubstanzen und des Standards in die 3. Spalte gegeben. Dann
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werden 50 pl fiir die Testplatte entnommen und weitere 50 pl in die
nichste Spalte gegeben usw. bis die 12. Spalte erreicht ist. Dies ergibt eine
Verdiinnungsreihe mit dem ,Verdiinnungsfaktor 1/3, d.h. die

Konzentration der Substanz verringert sich pro Spalte um den Faktor 3.

e FEnzym: Die Platte wird fiinfmal mit PBS-T gewaschen, dann gibt man 100
ul/well der Enzymlosung zu und ldsst die Platte 2 h bei RT stehen. Die
Enzymlosung wird meist in einer 1/100 Verdiinnung verwendet, d.h. 100

ul Aliquote werden mit 9.9 ml PBS-T verdiinnt.

o Substratreaktion: Die Platte wird zweimal mit PBS-T und dreimal mit Wasser
(Millipore) gewaschen. Dann werden 100 ul/well der Substratlosung
zugegeben und die Platte fiir 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.
Die Platte wird auf Luftblaschen untersucht, welche beseitigt werden

sollten, und nach dem Abtrocknen im Plattenreader ausgelesen.

5.2.5.2  Direkter ELISA

Er dient zur Bestimmung des Antikorper-Titers und somit der Arbeitskonzentration
der Antikorperlosung. Dafiir werden die Schritte 1 und 2 des indirekten ELISA
ausgefiihrt, dann werden in die wells absteigende Verdiinnungen der Antikorperlosung
(1/500 bis 1/10°) gegeben und mit den Schritten 4 und 5 fortgefahren. Die
Arbeitskonzentration ergibt sich aus der Verdiinnung welche 50-75 % des

Maximalsignals entspricht.

Die Fraktionen, das Extrakt selbst und Proben der alkalischen Hydrolyse wurden mit
diesem ELISA-Test untersucht. Die Proben ergaben negative Reaktionen mit dem
verwendeten Antikorper. Der Test selbst scheint dafiir nicht die Ursache zu sein, wie
die Interaktion der anti-Ouabain Antikérpern mit dem Standard Ouabain zeigt
(Abbildung 5-3). Ein Einfluss der Losemittel der Probenstammldsungen auf das

Testergebnis konnte durch entsprechende Blindproben ausgeschlossen werden.



136 EXPERIMENTELLER TEIL

1,24

1,0 R

0,8 1

0,6 +

OD-Wert

0,4

0,2 1

0,0 1

10™ 10™ 10™ 10™ 10° 10° 10”7 10° 10°
[Ouabain)/M

Abbildung 5-3: Ouabain Standard Kurve des ELISA mit anti-Ouabain Antikorpern.

5.2.6 Alkalische Hydrolyse der HP-Fraktionen

Die Hydrolyse erfolgte in einer 0,2 molaren Natronlauge bei Raumtemperatur. Das
Erhitzen der Reaktionsmischung beschleunigte den Prozess. Aus dieser

Reaktionsmischung konnte die p-Hydroxy-benzoesédure isoliert werden.

p-Hydroxy-benzoeséiure: HPLC (System I) tg 5,08 min; ESI-MS: m/z 139,0 (M+H"),
monoisotopische Masse fiir C;H¢O5: 138; 'H NMR (DMSO-dg): 6 = 6,82 (s, 2H; 3-H,
5-H); 7,80 (d, 2H; 2-H, 6-H); 10,0-10,5 (br s, 1H; -OH); 12,0-12,5 (br s, 1H; COOH);
BC NMR (DMSO-dq): 8 = 115,1; 121,3; 131,5; 162,0; 168.2.
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5.2.7 Herstellung des aktiven MCS-Faktors

Der gereinigte und lyophilisierte lipophile Precursor (1,0 mg) wurde in
Ethanol/Wasser (1/1; v/v; 1,0 ml) gelost und mit NaOH (1,2 M; 5,0 ml) versetzt. Die
alkalische Losung wurde dann fiir 8 — 14 h im Olbad (116 °C) erhitzt. AnschlieBend
wurde die Losung mit HCI (1,0 M) zuerst auf einen pH-Wert zwischen 8,0 und 9,6 und
danach erst auf einen endgiiltigen pH von etwa 3,0. Um iiberschiissige Na'-Ionen zu
entfernen, wurde die Losung noch mit einem starken Kationenaustauscher-Harz

(Amberlyst 15) behandelt.
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5.3 Synthesevorschriften

5.3.1.1 Versuch I der Synthese des 2-(3-Hydroxy-6-hydroxymethyl-4-oxo-4H-
pyran-2-yl)-6-hydroxymethyl-pyrano([3,2-b]pyran-4,8-dion:
Malonséuredinitril (0,66 g; 10,0 mmol) und Kojisdure (2,84 g; 20,0 mmol) wurden in
Trifluoressigsdure (2,5 ml) gelost und unter RiickfluB3 erhitzt. Nach 4 h wurde Wasser
(5 ml) zugesetzt und fiir weitere 18 h erhitzt. AnschlieBend wurde nochmals Wasser
(10 ml) zugesetzt und die Losung iiber Nacht im Kiihlschrank belassen. Der
entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und mehrmals mit Wasser gewaschen.

Nach dem Trocknen iiber P,Os erhielt man 0,33 g braune, feine Nadeln,

5.3.1.2  Versuch 2 der Synthese des 2-(3-Hydroxy-6-hydroxymethyl-4-oxo-4H-
pyran-2-yl)-6-hydroxymethyl-pyrano([3,2-b]pyran-4,8-dion:
Malonséurediethylester (1,52 ml; 10,0 mmol) und Kojisdure (2,84 g; 20,0 mmol)
wurden mit Trifluoressigsdure (2,0 ml) versetzt und 15 h unter Riickflu3 erhitzt. Nach
dem Abkiihlen gab man zu der Reaktionslosung absolutes Ethanol (4 ml) und die
Losung wurde iiber Nacht im Tiefkiihlschrank bei -18 °C belassen. Der entstandene
Niederschlag wurde abfiltriert und tiber P,Os getrocknet. Man erhielt 1,14 g eines

cremefarbenen Pulvers.

5.3.1.3  3-(3-Hydroxy-6-hydroxymethyl-4-oxo-4H-pyran-2-yl)-2-oxo-propansdure-
methylester (1):

Kojisdure (284,2 mg; 2 mmol) wurde in Methanol (10 ml) unter Argon gelost und mit

Cs,CO; (325,8 mg; 1 mmol) versetzt. Mit dem Auflésen des Cs,CO; geht eine

Gasentwicklung einher. Nach dem vollstindigen Auflosen erfolgt der Zusatz des

Methyl-brompyruvats (213 pl bzw. 237 ul (90% Reinheit der Verbindung); 2 mmol).

Die Reaktionslosung wurde bei RT fiir 16 h geriihrt, anschlieBend wurde das

Losemittel im Vakuum entfernt und der Riickstand (388 mg) an Kieselgel
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chromatographiert. Als Eluent wurde dabei EE mit einem steigenden Methanol-Anteil
verwendet.

ESI-MS: m/z 243,2 (M+H"), monoisotopische Masse fiir C;oH;,07: 242; '"H NMR
(DMSO-dy): 6 =3,76 (s, 3H; -CH3); 4,34 (d, J= 5,9 Hz, 2H; -CH,0OH); 4,39 (d, /= 5.9
Hz, 1H; -CH,-); 4,79 (d, J = 5,9 Hz, 1H; -CH,-); 5,74 (t, J = 5,9 Hz, 1H; -CH,OH);
6,37 (d, J= 0,7 Hz, 1H; 5-H); 7,12 (s, 21H; 3-OH); ?C NMR (DMSO-dg): & = 53,05;
59,25;79,51; 79,96, 112,35; 144,64; 148,69; 168,18; 169,58; 169,71,

5.3.1.4  Bis(3-hydroxy-6-hydroxymethyl-4-oxo-4H-pyran-2-yl)-methan ((2);Bis-
Kojisdure):
Kojisdure (711 mg; 5,0 mmol) wurde in wiBrigen Ethanol (96%; 50 ml) gel6st und bei
RT geriihrt. Dazu tropfte man die Mischung einer Formalinlosung (37%; 373 ul; 5,0
mmol) und einer wiBrigen Dimethylaminlosung (40%; 633 pl; 5,0 mmol) in Ethanol
(4 ml), welche zuvor fiir 30 min bei RT belassen wurde. Nach 20 min wurde erneut
Kojisdure (711 mg; 5,0 mmol) und Formalinlosung (37%; 373 ul; 5,0 mmol) zugesetzt
und tiiber Nacht geriihrt. AnschlieBend wurde der Ansatz gekiihlt, der dabei
ausgefallene Niederschlag abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Nach der
Umbkristallisation aus Wasser und Trocknen iiber P,Os erhielt man 625 mg (42%) des
gewiinschten Produkts als farbloses Pulver.
HPLC (System I) tg 2,80 min; ESI-MS: m/z 297,2 (M+H"), monoisotopische Masse
fir C3H20g: 296; '"H NMR (DMSO-dg): & = 4,03 (s, 2H; -CH,-), 4,24 (s, 4H; -
CH,OH), 5,61 (br s, 2H; -CH,OH), 6,30 (s, 2H; 5-H), 9,03 (br s, 2H; 3-OH); °C NMR
(DMSO-d¢): 8 =26,75, 59,34, 108,91, 142,46, 145,22, 167,22, 173,23.

5.3.1.5  2-Chlormethyl-5-hydroxy-pyran-4-on ((3); Chlor-Kojisdure):

Kojisdure (14,21 g; 0,10 mol) wurde in eisgekiihltes Thionylchlorid (70 ml)
eingetragen und fiir etwa 1 h geriihrt. Der ausgefallene Niederschlag wurde abfiltriert,

mit n-Hexan gewaschen, aus Wasser umkristallisiert und anschlieBend im Vakuum
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iiber KOH getrocknet. Man erhielt so 12,96 g (81%) der gewiinschten Verbindung als
farbloses Pulver.

HPLC (System II) tg 3,31 min; ESI-MS: m/z 161,2 (M+H"), monoisotopische Masse
fiir C¢HsO5Cl: 160; 'TH NMR (DMSO-d): 8 = 4,65 (s, 2H; -CH,C), 6,56 (s, 1H, 5-H),
8,12 (s, 1H, 2-H), 9,28 (s, 1H, 3-OH); “C NMR (DMSO-d¢): 8 = 112,97, 139,79,
145,80, 161,51, 173,45.

5.3.1.6  5-Hydroxy-2-methyl-pyran-4-on ((4); Allomaltol):

Chlor-Kojisdure (12,48 g; 0,078 mol) wurde zu 100 ml destillierten Wasser gegeben
und unter Riihren auf 50 °C erhitzt. Zinkstaub (10,20 g; 0,156 mol) wurde zugesetzt
und dann mit dem Zutropfen von konzentrierter HCI (23,3 ml) begonnen. Wéhrend
dieser Zeit (ca. 1 h) wurde darauf geachtet, dal} sich die Temperatur zwischen 70-80
°C bewegt. Danach wurde fiir 3 h bei 70 °C geriihrt. Die Losung wurde noch heil3
filtriert und das Filtrat nach dem Abkiihlen mit DCM (3x100 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und im
Vakuum eingeengt. Nach der Umkristallisation aus 2-Propanol erhielt man 6,03 g
(62%) des gewlinschten Produkts als farblose Pléttchen.

HPLC (System II) tg 2,43 min; ESI-MS: m/z 127,2 (M+H"), monoisotopische Masse
fiir C¢HeqO5: 126; 'H NMR (DMSO-dq): & = 2,24 (s, 3H; -CH;), 6,23 (s, 1H, 5-H), 7,96
(s, 1H, 2-H), 8,93 (s, 1H, 3-OH); °C NMR (DMSO-d): & = 18,11, 111,74, 138,96,
145,09, 164,96, 173,49.

5.3.1.7  Bis(3-hydroxy-6-methyl-4-oxo-4H-pyran-2-yl)-methan ((5); Bis-Allomaltol):

Die Mischung einer Formalinlosung (37%; 188 ul; 2,5 mmol) und einer wéBrigen
Dimethylaminlosung (40%; 319 ul; 2,5 mmol) in Ethanol (2 ml) wurde fiir 30 min bei
RT geschiittelt und anschlieend zu einer Losung von Allomaltol (795 mg; 6,3 mmol)

in waBrigen Ethanol (96%; 35 ml) langsam zugetropft. Der Ansatz wurde nach Riihren
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iiber Nacht kiihl gestellt, der dabei ausgefallene Niederschlag abfiltriert und mit
Ethanol gewaschen. Nach Trocknen im Vakuum erhielt man 380 mg (46%) der
gewiinschten Verbindung.

HPLC (System II) tg 4,40 min; ESI-MS: m/z 265,2 (M+H"), monoisotopische Masse
fiir C3H,,0¢: 264; '"H NMR (DMSO-de): & = 2,20 (s, 6H; -CH3), 3,99 (s, 2H; -CH,-),
6,21 (s, 2H; 5-H), 8,94 (s, 2H; 3-OH); *C NMR (DMSO-d,): & = 18,87, 26,70, 110,61,
110,98, 142,02, 145,29, 164,19, 173,08.

5.3.1.8  Toluolsulfonsdure-(6-methyl-4-oxo-4H-pyran-3-yl)-ester (6):

Allomaltol (I mmol; 126 mg) wurde in DCM (5 ml) gelost und mit 2,6-Lutidin (3
mmol; 350 pl) und Tosylchlorid (1,03 mmol; 196 mg) versetzt. Die Mischung wurde
bei RT fiir drei Tage geriihrt. Die Mischung wurde mit DCM auf 20 ml gebracht und
dann mit ges. NaHCOs-Losung, Wasser und ges. NaCl gewaschen. Die Losung wurde
iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Man erhielt 210 mg (75%) des
gewlinschten Produkts.

HPLC (System II) tg 7,42 min; ESI-MS: m/z 281,2 (M+H"), monoisotopische Masse
fir C13H,05S: 280.

5.3.1.9  3-Brom-4-oxo-4H-pyran-2,6-dicarbonsdurediethylester (7):

2,4,6-Trioxo-heptan-1,7-dicarbonsdurediethylester (516,4 mg; 2,0 mmol) wurde in
CHCI; (10 ml) gelost und bei RT geriihrt. Brom (639,2 mg; 4,0 mmol) wurden mit
CHCI; (0,5 ml) verdiinnt und langsam zugetropt. Der Ansatz wurde anschlieend noch
fiir 24 h geriihrt. Zur Aufarbeitung wurde dann mit CHCI; auf das doppelte Volumen
verdiinnt, mit 5%-iger Na,S,03-Losung und Wasser (2x) gewaschen, mit Na,SO,
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde nochmals aus Et,O

umgefillt und man erhielt 195,0 mg (31%) des Produktes.
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HPLC (System I): tg 10,42 min; ESI-MS: m/z 319,0; 321,0 (M+H"), monoisotopische
Masse fiir C;;H1BrOg: 319; 321; '"H NMR (CDCl): 6 = 1,38-1,45 (2xt, J = 7,1 Hz,
6H; 2x-CHs), 4,40-4,51 (2xqt, J= 7,1 Hz, 4H; 2x-CH,-), 7,17 (s, 1H; 5-H); *C NMR
(CDCl): & = 14,61, 14,66, 64,11, 64,31, 117,33, 118,92, 152,62, 152,96, 159,52,
159,74, 173,99.

5.3.1.10 (6-Hydroxymethyl-4-oxo-4H-pyran-3-yloxy)-fumarsduredimethylester (8):

Kojisdure (3 mmol; 426 mg) wurden in DMF (2,5 ml) gelost und dazu eine Mischung
von NMM (3 mmol; 331 pl) und Acetylen-dicarbonséuredimethylester (3 mmol; 369
ul) in DMF (2,5 ml) gegeben. Der Ansatz wurde fiir 3 h bei RT geriihrt und zur
Aufarbeitung mit Wasser (50 ml) versetzt. ‘Diese Losung mit IN HCIl auf pH 6
eingestellt und mit DCM (3*50 ml) extrahiert. Die organische Phase wurde mit
Wasser und ges. NaCl gewaschen, liber Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingeengt.
Der Riickstand wurde an Kieselgel mit EE als Eluenten chromatographiert. Man
erhielt 550 mg (65%) des Gemisches der beiden Diastereomere (8) und (9).

HPLC (System I): tg 6,36 min (8); 6,56 min (9); ESI-MS: m/z 285,0 (M+H"),
monoisotopische Masse fiir C;,H;,05: 284; Die NMR-Daten sind fiir (8) angegeben:
'H NMR (DMSO-dq): & = 3,62 (s, 3H; -OCH,); 3,81 (s, 3H; -OCH;); 4,35 (d, /= 5.9
Hz, 2H; -CH,OH); 5,48 (s, 1H, -C=CH-); 5,78 (t, J = 5,9 Hz, 1H; -CH,OH); 6,46 (s,
1h, C-2); 8,65 (s, 1H, C-5); °C NMR (DMSO-dy): & = 51,46; 52,69; 59,12; 99,54;
107,60; 112,55; 141,28; 149,80; 156,79; 161,83; 164,70; 169,00; 169,39; 170,90.

5.3.1.11 3-Hydroxy-2-hydroxymethyl-6-methyl-pyran-4-on (10):

NaOH (11 mmol; 440 mg) wurde in Wasser (10 ml) geldst, dazu wurde Allomaltol (10
mmol; 1,26 g) gegeben. Nach 5 min wurde Formalinlésung (37%; 11 mmol; 820 pl)
zugetropft und tiber Nacht bei RT geriihrt. Die Losung wurde mit konz HCI auf pH 1

gebracht und kiihl gestellt. Der ausgefallene Niederschlag wurde mit kaltem Wasser
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gewaschen und tlber P,Os getrocknet. Man erhielt 0,78 g (50%) des gesuchten
Produkts.

HPLC (System IV): tg 2,76 min; ESI-MS: m/z 157,0 (M+H"), monoisotopische Masse
fiir C;Hs04: 156; 'H NMR (DMSO-dq): & = 2,26 (s, 3H; -CH); 4,39 (s, 2H; -CH,OH);
5,0-6,0 (br s; 1H; -CH,OH); 6,21 (s, 1H, 5-H); 7,7-9,5 (br s, 1H, 3-OH); °C NMR
(DMSO-d¢): 6 =19,27; 54,98; 77,21; 111,14; 141,27, 149,04; 164,60; 173,88.

5.3.1.12 Versuch zur Darstellung des TBDMS-geschiitzten Triflats von (10):

(10) (1 mmol; 156 mg) wurde mit 2,6-Lutidin (3 mmol; 348 ul) in DCM (3 ml) gelost
und bei —78 °C geriihrt. Tft,0 (1,03 mmol; 170 ul) wurde zugesetzt und nach 30 min
das TBDMSOTHt (1,1 mmol; 253 pl) zugegeben. Die Losung wurde innerhalb von 30
min auf RT gebracht und mit ges. NaHCO;-Losung versetzt. DCM (10 ml) wurde
zugegeben und die organische Phase wurde mit Wasser und ges. NaCl gewaschen,
iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Bei einem LC-MS des oligen
Riickstandes konnte der Molekiilionen-Peak des gesuchten Produkts nicht

nachgewiesen werden.

5.3.1.13 2-Methyl-3-(dimethyl-t-butyl-silanyloxy)-pyran-4-on (11):

Maltol (10 mmol; 1,26 g), TBDMS-CI (12 mmol; 1,81 g) und E;N (20 mmol; 2,79
ml) wurden in DCM (40 ml) gelést und bei 0 °C fiir 3 h geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde dann mit ges. NH4Cl (50 ml) aufgenommen und es wurde
nochmals mit DCM (2*50 ml) extrahiert. Die organische Phase wurde iiber Na,SO,
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde an Kieselgel mit Et,0O als
Eluenten chromatographiert. Man erhielt 2,36 g (98%) des gewlinschten Produkts.

HPLC (System III): tg 3,23 min; ESI-MS: m/z 241,2 (M+H"), monoisotopische Masse
fir C,H,,05S1: 240; '"H NMR (DMSO-dg): 6 = 0,18 (s, 6H; -SiCH3); 0,93 (s, 9H;
-Bu); 2,27 (s, 3H; -CHj3); 6,32 (d, J = 5,5 Hz, 1H, 5-H); 8,02 (d, /= 5,5 Hz, 1H, 6-H);



144 EXPERIMENTELLER TEIL

PC NMR (DMSO-de): & = -3,99; -3,42; 14,30; 18,15; 25,64; 113,33; 114,70; 141,66;
154,23.

5.3.1.14 Versuch zur Bromierung von (11) mit NBS:

(11) (7,3 mmol; 1,75 g) wurde in CCly (35 ml) geldst und mit NBS (7,3 mmol; 1,30 g)
und kat. Mengen an AIBN versetzt und zum Sieden gebracht. Nach 5 h fand keine
Umsetzung statt, es erfolgte nochmals eine Zugabe von AIBN und erneutes Ehitzten
fiir weitere 5 h. Ein LC-MS der Reaktion zeigte nicht den Molekiilionen-Peak des
gesuchten Produkts.

5.3.1.15 2,4,6-Trioxo-heptan-1,7-dicarbonsdurediethylester (12):

Eine aus Natrium (6,90 g; 0,3 mol) und absoluten Ethanol (250 ml) hergestellte
Alkoholat-Losung wurde in zwei Teile geteilt. Zu der ersten Hélfte wurde unter
Eiskiihlung Aceton (11,0 ml; 0,15 mol) und Oxalsdurediethylester (40,7 ml; 0,3 mol)
zugetropft. Diese Mischung wurde fiir 30 min unter RiickfluB erhitzt und dann die
zweite Hilfte der Alkoholat-Losung zugegeben. AnschlieBend wurde der Ansatz {iber
Nacht bei RT stehen gelassen. Das Ethanol wurde bei 110 °C weitgehend abdestilliert,
danach wurde mit der dquimolaren Menge FEisessig neutralisiert und in Eiswasser
gegossen. Der Niederschlag wurde abgesaugt, aus PE umkristallisiert und man erhielt
17,6 g (46%) der gewiinschten Verbindung.

HPLC (System I): tg 9,35 min; ESI-MS: m/z 259,0 (M+H"), monoisotopische Masse
fiir C1H,40-: 258; '"H NMR (CDClL): 8 = 1,7 (t, J = 7,1 Hz, 6H; 2x-CH3); 4,35 (qt, J =
7,1 Hz, 4H; 2x-CH,-); 6,35 (s, 2H; 2x=CH-); 12,8-13,8 (br s, 2H; 2x-OH); *C NMR
(CDCl3): 6 =14,67; 63,33; 104,59; 162,18; 162,87; 196,93.
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5.3.1.16 Octan-2,4,5,7-tetraon ((13),; Tetraketon):

Natriumdraht (9,20 g; 0,4 mol) wurde in absoluten Et,O (200 ml) eingetragen, dazu
lieB man Ethanol (11,7 ml; 0,2 mol) langsam zutropfen und rithrt den Ansatz noch
iiber Nacht. Am folgenden Tag wurde unter Kiihlung (-20 °C) zuerst Aceton (14,7 ml;
0,2 mol) und dann eine Mischung aus Aceton (14,7 ml; 0,2 mol) und
Oxalsdurediethylester (27,1 ml; 0,2 mol) zugetropft und der Ansatz noch fiir zwei
Tage bei RT geriihrt. Das entstandene gelbe Natriumsalz wurde abgesaugt, im
Vakuum getrocknet und anschlieBend durch Eintragen in kalte HCI zersetzt. Der
Niederschlag wurde abgesaugt und gleich aus Methanol umkristallisiert. Man erhielt
5,6 g (17%) der gewiinschten Verbindung als gelbliche, feine Nadeln.

HPLC (System I): tg 2,18 min; ESI-MS: m/z 171,2 (M+H"), monoisotopische Masse
fiir CgH,,0,: 170 '"H NMR (CDCly): 6 = 2,25 (s, 6H; 2x-CH3), 6,34 (s, 2H; 2x=CH-),
14,63 (br s, 2H; 2x-OH); >C NMR (CDCl;): & = 28,45, 100,23, 171,81, 200,87.

5.3.1.17 2-Acetyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-on (14):

Das Tetraketon (13) (2 mmol; 340 mg) wurde in Eisessig (2 ml) gelost und innerhalb
von 6 h wurde portionsweise PhI(OAc), (4 mmol; 1,29 g) zugegeben. Nach Riihren
iiber Nacht bei RT wurde das Losemittel im Vakuum entfernt, EtOH zugegeben und
kiihl gestellt. Der ausgefallene Produkt wurde abfiltriert und im Vakuum getrocknet.
Man erhielt 158 mg (47/%) der gewiinschten Verbindung.

HPLC (System I): tg 4,33 min; ESI-MS: m/z 169,2 (M+H"), monoisotopische Masse
fiir CsHsO4: 168; '"H NMR (CDCls): & = 2,38 (s, 3H; -CHa3), 2,59 (s, 3H; -COCHj),
6,30 (s, 1H; 5-H), 9,5-11,0 (br s, 1H; 3-OH); >C NMR (CDCly): & = 20,90, 27,31,
113,71, 140,69, 150,11, 165,90, 175,04, 197,86.
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5.3.1.18 5-Allyloxy-2-methyl-pyran-4-on (15):

Allomaltol (5,04 g; 40 mmol) wurde in absoluten DMF (60 ml) geldst und mit K,CO;
(11,06 g; 80 mmol) versetzt. Nach 5 min Riihren bei RT wurde Allybromid (5,07 ml;
60 mmol) zugegeben und der Ansatz fiir 4 h bei 55 °C erhitzt. Nach Riihren iiber
Nacht bei RT wurde das DMF im Hochvakuum entfernt und der Riickstand mit
gesittigter NaHCO;-Losung aufgenommen, welche anschlieBend mit DCM (3x100
ml) extrahiert wurde. Die vereinigten organischen Extrakte wurden mit gesittigter
NaHCO;-Losung (50 ml), Wasser (2x100 ml) und gesittigter NaCl-Losung (50 ml)
gewaschen, liber Na,SO, getrocknet, filtriert und im Vakuum eingeengt. Man erhielt
6,32 g (95%) der analytisch reinen Verbindung.

HPLC (System II) tg 4,19 min; ESI-MS: m/z 167,0 (M+H"), monoisotopische Masse
fiir CoH,005: 166; 'H NMR (DMSO-dq): & = 2,24 (s, 3H; -CH;), 4,38-4,41 (m, 2H; -
CH,-), 5,24-5,28 (m, 1H; =CH,), 5,33-5,39 (m, 1H; =CH,), 5,92-6,01 (m, 1H; =CH-),
6,21 (s, 1H, 5-H), 8,05 (s, 1H, 2-H); °C NMR (DMSO-d¢): & = 18,82, 69,55, 113,22,
117,74, 132,90, 141,62, 145, 94, 164,79, 172,89.

5.3.1.19 2-Allyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-on (16):

5-Allyloxy-2-methyl-pyran-4-on (6,32 g; 38 mmol) wurde in 2-Propanol (100 ml)
gelost und fiir 5 Tage bei 100 °C erhitzt. Der Ansatz wurde fiir mehrere Stunden bei
-18 °C gekiihlt, der ausgefallene Niederschlag abfiltriert und mit wenig kaltem
2-Propanol gewaschen. Man erhielt 5,65 g (90%) der gewiinschten Verbindung als
farblose, kleine Nadeln.

HPLC (System II) tg 5,21 min; ESI-MS: m/z 167,0 (M+H"), monoisotopische Masse
fiir CoH,,0;: 166; '"H NMR (DMSO-dg): 6 = 2,23 (s, 3H; -CH3), 3,34-3,37 (m, 2H; -
CH,-), 5,10-5,17 (m, 2H; =CH,), 5,82-5,93 (m, 1H; =CH-), 6,19 (s, 1H, 5-H), 8,73 (s,
1H, 3-OH); *C NMR (DMSO-dq): & = 18,87, 31,58, 110,83, 117,17, 132,13, 141,09,
148,49, 164,05, 173,12.
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5.3.1.20 3-Hydroxy-6-methyl-2-oxiranyl-pyran-4-on (17):

2-Allyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-on (16) wurde in CHCl; (5 ml) gelost und unter
Eiskiihlung und Riihren wurde mCPBA (0,5 mmol; 173 mg) zugesetzt. Sofern das
Edukt noch vorhanden war (HPLC Kontrolle), wurde weiter mCPBA portionsweise
zugesetzt. Das Epoxid wurde mittels priaparativer HPLC gereinigt.

HPLC (System II) tg 3,30 min; ESI-MS: m/z 183,0 (M+H"), monoisotopische Masse
fiir CoH;(O4: 182; Die NMR-Spektren zeigen ein Gemische des Epoxids und des durch

Hydrolyse entstandenen Diols.

5.3.1.21 2-(2,3-Dibrompropyl)-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-on (18):

2-Allyl-3-hydroxy-6-methyl-pyran-4-on (16) (1,66 g; 10 mmol) wurde in CHCI; (60
ml) geldst und bei 0 °C geriihrt. Dazu tropfte man eine Losung von Brom (3,20 g; 20
mmol) in CHCl; (10 ml). Anschlieend wurde noch eine katalytische Menge LiBr (30
mg) zugesetzt und fiir 12 h bei RT geriihrt. Der Ansatz wurde mit CHCl; auf das
doppelte Volumen verdiinnt, mit 5%-iger Na,S,05-Losung, Wasser und gesittigter
NaCl-Losung gewaschen, liber Na,SO, getrocknet, filtriert und im Vakuum eingeengt.
Es wurden 3,12 g (96%) des Rohprodukts erhalten.

HPLC (System II) tg 7,31 min; ESI-MS: m/z 327,0 (M+H"), monoisotopische Masse
fiir CoH;oBr,05: 326; 'H NMR (DMSO-d): 8 = 2,25 (s, 3H; -CH3), 3,21 (dd, J = 15,3
Hz, J=9,7 Hz, 1H; -CH,-), 3,40 (dd, J = 15,3 Hz, J = 4,3 Hz, 1H; -CH,-), 3,99-4,08
(m, 2H; -CH,Br), 4,65-4,73 (m, 1H; -CHBr-), 6,22 (s, 1H; 5-H);

5.3.1.22 2-Methyl-6H-pyrano[3,2-b]pyran-4-on (19):

K,CO; wurde in DMF (5 ml) suspendiert und dazu das Dibromid (16) (2 mmol; 653
mg) gegeben. Nach Riihren tiber Nacht bei RT wurde die Mischung mit Na,COj; (5%;
50 ml) aufgenommen und mit CHCIl; (3*50 ml) extrahiert. Die organische Phase

wurde mit ges. NaCl gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingeengt.
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Der Riickstand wurde an Kieselgel mit CHCl; chromatographiert. Man erhielt 35 mg
(11%) der gesuchten Verbindung.

HPLC (System IV) tg 3,22 min; ESI-MS: m/z 165,2 (M+H"), monoisotopische Masse
fiir CoHsO5: 164; 'TH NMR (DMSO-dy): 8 = 2,24 (s, 3H; -CH3); 4,73 (dd, J = 3,8 Hz, J
= 1,9 Hz, 2H; 6-H), 6,15 (dt, J = 10,2 Hz, J = 3,8 Hz, 1H; 7-H), 6,16 (s, 1H; -3-H),
6,42 (dt, J = 10,2 Hz, J = 1,9 Hz, 1H; 8-H); °C NMR (DMSO-d): & = 18,65, 64,69,
113,88, 118,38, 127,59, 139,36, 147,90, 162,66, 170,69.

5.3.1.23 2-Bromomethyl-5-methyl-2,3-dihydro-furo[3,2-b]pyran-7-on (20):

Wurde bei der Darstellung von (19) erhalten.

HPLC (System IV) tg 4,68 min; ESI-MS: m/z 245,0; 247,0 (M+H+), monoisotopische
Masse fiir CoHoBrOs: 244; 246; '"H NMR (DMSO-dg): 2,27 (s, 3H, -CH3); 3,09 (dd, J
= 7,4 Hz, J =17 Hz, 1H, -CH,-); 3,44 (dd, /= 10,3 Hz, J = 17 Hz, 1H, -CH,-); 3,80
(m, 2H, -CH,Br); 5,03 (m; 1H, -CH-); 6,18 (s, 1H, 5-H).
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