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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beschéftigt sich mit Untersuchungen zur Biosynthese

von Meroterpenoiden in Rohrlingen.

e Zu Beginn werden die Synthesen der zur Durchfiihrung der Verfiitterungsexperimente
erforderlichen "*C-isotopenmarkierten Verbindungen beschrieben. Dabei handelt es sich um
die polyprenylierten Hydroxybenzoesiuren und Phenole 1*-7* sowie um 4-Hydroxy[1-"C]-

benzoesdure (92%).

CO.H CO.H CO.H CO.H OH
R R
R HO R OH R
OH OH OH OH OH
1* 2* 3* 4* 5*
OH OH CO.H

Py
Py
/
/
T

HO R OH
OH OH OH e ="C
6* 7* 92*

Zur Herstellung insbesondere der Benzoesdurederivate 1-4 erwiesen sich die bisher bekannten
Verfahren als ungeeignet oder zu ausbeutenschwach. Fiir die Einfiihrung von Polyprenylket-
ten in Hydroxybenzoesdurederivate wurde eine neue Methodik entwickelt, welche auf moder-
ner magnesiumorganischer Chemie beruht. Das Verfahren liefert hohe Ausbeuten und verlauft

ohne signifikante Isomerisierung der dem aromatischen Ring benachbarten allylischen

Doppelbindung.
MeOzC MeO,C MeOQC
| iPrMgBr MgHal 4 Li,cucl, AN
_ _— n
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e Dic Effektivitit der Synthese von 4-Hydroxy[l-">C]benzoesdureethylester (91*) aus
y-Pyron (90) und [2-"°C]Malonséurediethylester wurde verbessert. Durch die Bildung von
Produkten wie 4-Hydroxyacetophenon (93) oder 97 wurde das Potential der Umsetzung von

v-Pyron (90) mit Nucleophilen weiter ausgeleuchtet.

(0] OEt (@)
o o o o
EtOJ\O/U\OEt /ll\/ll\
O‘i t-BuOK, t-BuOK, OH
91 t-BUOH, A o t-BUOH, A 93
|
o o
/”\/U\OEt (o) 2 X
(0] OEt 20 o) o
t-BuOK, DBU,
t-BuOH, A THF, A 0
OH
OH
92 97

e Zur Applikation an Pilzfruchtkérper wurden potentielle Biosynthesezwischenstufen erst-
mals mit Cyclodextrinderivaten komplexiert oder in Liposomen eingeschlossen. Auf diese
Weise konnten die lipophilen Verbindungen in wéBrigem Medium verfiittert und auf eine
Anwendung unphysiologischer organischer Losungsmittel verzichtet werden. Durch die ver-
besserte Resorption wurden z.T. gesteigerte Einbauraten erzielt oder ein Einbau {iberhaupt

erst moglich gemacht.

o Aus Suillus tridentinus konnte die seit langem postulierte, bisher aber unbekannte unmit-
telbare Vorstufe des Hauptfarbstoffes Tridentochinon (102), das 2-Desoxytridentochinon
(116), isoliert werden. Damit ist gezeigt, dal in der Biosynthese des Ansachinons 102 die
Makrocyclisierung vor der Einfiihrung der 2-Hydroxygruppe erfolgt.

OH

OH

6 2-Desoxytridentochinon (116) Tridentochinon (102)



Zusammenfassung

e Bisher war bekannt, dal Hydroxybenzoesduren von Suillus tridentinus in meta-Stellung
zur Carboxylgruppe geranylgeranyliert werden. Nach Verfiitterung sowohl von 4-Hydroxy-2-
methylbenzoesédure (125) als auch von 4,5-Dihydroxy-2-methylbenzoesdure (127) an S. #ri-
dentinus wurde unerwarteterweise der nichtnatiirliche Metabolit 3-Geranylgeranyl-2-hydroxy-
5-methylbenzo-1,4-chinon (135) isoliert. Dieses Ergebnis zeigt, da3 S. tridentinus auch in der
Lage ist, die Geranylgeranyleinheit in ortho-Stellung zur Carboxylgruppe einzufiihren. Diese

Prenylierungsposition ist fiir den verwandten Rohrling Suillus bovinus charakteristisch.

COzH o] COzH
H S CHs
— 4 D
HO
o

125 135 127
e Die Biosynthese des Bovilactons-4,4 (136), eines Farbstoffes aus Suillus bovinus, konnte
aufgeklart werden. Durch Verfiitterungsexperimente wurde gezeigt, dafl im Pilz eine Kupp-
lung von 3-Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (7) bzw. dessen oxidiertem Aquivalent 147 mit

Bovichinon-4 (101) stattfindet. Anschliefend erfolgt eine oxidative Umlagerung zu Bovi-
lacton-4,4 (136).

H+

°)

HO
(0] Mlchael-
. \- OH Addltlon OH
O o} \
147 CI)J
O

H
Bovichinon-4 (101) (R= Geranylgeranyl Bovilacton-4,4 (136)

Im zweiten Teil der Arbeit werden Strukturaufklérung, Synthese und Abbau des ungewo6hnli-
chen Farbstoffes Stephanosporin (163) aus der seltenen Karottentriiffel Stephanospora caroti-

color beschrieben.

e Bei Stephanosporin handelt es sich um ein Arylhydrazinderivat, welches am -Stickstoff-
atom eine Bernsteinsdureeinheit tragt. Stephanosporin (163) ist eine biosynthetische Vorstufe
von 2-Chlor-4-nitrophenol (162), dessen Vorkommen in S?. caroticolor aus fritheren Arbeiten
bekannt ist. Der enzymatische Abbau des Stephanosporins zu 162 wird im Pilz aber erst durch

duBere Reize wie Kélteschock ausgelost.



e Der Abbau von 163 zu 162 konnte im Labor nachvollzogen werden. Erster Schritt ist die
Oxidation zum Diazen 177. Fiir die auBBergewdhnliche Instabilitit des Diazens 177 ist die
giinstige Positionierung der Carboxylgruppe verantwortlich, welche die intramolekulare
Abspaltung von Bernsteinsdureanhydrid unter Bildung des instabilen Monoaryldiazens 178
ermdglicht. Uber das Arylradikal 179 erfolgt der Zerfall zu 2-Chlor-4-nitrophenol (162). Das
intermedidre Auftreten des Radikals 179 wurde durch die Bildung von Abfangprodukten

@’i@ ¢ g

Stephanosporln 163

gesichert.

NO,
+H
—_—
Cl
] N
2 OH
178 179 162

/

Abfangprodukte



Einleitung

Teil 1: Synthesen isotopenmarkierter polyprenylierter
Arene und Biosynthesestudien an den Rohrlingen Suillus

tridentinus und Suillus bovinus

1 Einleitung

Ausgehend von der Struktur eines Naturstoffes lassen sich oftmals Voraussagen oder Mut-
malungen iiber dessen Biogenese treffen. Ein so aufgestellter hypothetischer Biosyntheseweg
mufl dann experimentell bestitigt werden. Eine der wichtigsten Methoden zur Erforschung
von Biosynthesewegen ist das Verfiitterungsexperiment. Dabei werden potentielle Zwischen-
stufen in isotopenmarkierter Form an den betreffenden Organismus appliziert. Nach einer
Inkubationszeit wird der interessierende Metabolit isoliert und auf eventuelle Isotopenanrei-
cherung(en) untersucht. Als Isotope finden hierbei hauptsichlich “H, *H, "*C, '*C, N, 0
und **S Anwendung.!"*! Daneben kénnen Erkenntnisse iiber Stoffwechselwege beispielsweise

auch aus Untersuchungen mit Mutanten gewonnen werden.!"

COH CO,H CO,H CO,H
7 H 7 H
4 4
A H HO N H OH
4 4
OH OH OH OH
1 2 3 4
OH OH OH
= H
4
N H HO X H OH
4 4
OH OH OH
5 6 7

Abbildung 1. Syntheseziele. Zur Verwendung in Verfiitterungsexperimenten sind die gezeig-
ten Verbindungen 1-7 in "*C-isotopenmarkierter Form herzustellen.

Zur Durchfiihrung von Biosyntheseuntersuchungen an Pilzfruchtkérpern der Rohrlinge Suil-
lus tridentinus und S. bovinus sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit die in Abbildung 1
dargestellten geranylgeranylierten Hydroxybenzoesduren 1-4 und die Hydroxyarene 5-7 in

BC-isotopenmarkierter Form synthetisiert werden. Die Herstellung derartiger polyprenylierter
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Verbindungen hatte sich in fritheren Arbeiten”™ als problematisch erwiesen. Nach einem
Literaturiiberblick iiber die Prinzipien der Herstellung polyprenylierter Arene und Benzochi-
none werden die eigenen Synthesearbeiten geschildert. Uber die Verfiitterungsexperimente

und deren Ergebnisse wird spiter in eigenen Kapiteln berichtet.



Synthesen polyprenylierter Arene

2 Synthesestrategien zur Herstellung polyprenylierter Arene

und Chinone - eine Literaturuibersicht

Der Transfer von (Poly)prenyleinheiten wird von Wessjohann' als die nach der Aldolreak-
tion moglicherweise zweitwichtigste in der Natur auftretende C—C-Kupplungsreaktion
bezeichnet. Seit der Strukturaufkldrung der K- und E-Vitamine sowie der Ubichinone wurden
viele Anstrengungen unternommen, Arene oder Chinone mit Polyprenylseitenkette synthe-
tisch herzustellen. Die bei der Herstellung polyisoprenoider Verbindungen wichtigsten zu
optimierenden Parameter sind die Konfigurationsreinheit der allylischen 2',3'-Doppelbindung
sowie — bei den entsprechenden Reaktionstypen — das Verhiltnis von a- zu y-Substitutions-

produkt (Schema 1).

Nu
B Nu
X Nu
X —_— X
V\(\R V\(\R L(\R \4\/R

Schema 1. Mogliche Produkte beim nucleophilen Angriff auf trisubstituierte (£)-Allylver-
bindungen.

[7-10] [11,12]

Eine meist unerwiinschte Nebenreaktion stellt die von Siuren oder Lewis-Sduren

katalysierte Cyclisierung von ortho-Hydroxy-(poly)prenylarenen zu Chromansystemen dar

(Schema 2).
OH o
- R
~ R

Schema 2. (Lewis-)Saurekatalysierte Cyclisierung von ortho-(poly)prenylierten Phenolen zu

Chromanen.

Bei langeren Ketten (etwa ab Cis) bildet in aller Regel der Polyprenylrest die im Verhéltnis
zum Aren- oder Chinonteil wertvollere Komponente,!'* fiir die folglich die Ausbeute zu
maximieren ist. Im folgenden wird ein Uberblick der Synthesestrategien zu prenylierten Aro-
maten und Chinonen gegeben. Zur besseren Ubersicht sind die Darstellungen in den Schemata

durch Weglassen von Substituenten und Reaktionsbedingungen vereinfacht worden. Bei der
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weitaus iliberwiegenden Zahl der Synthesen wird die (Poly)isoprenkette als solche an den

Ring gekuppelt, der retrosynthetische Schnitt also zwischen Ring und Kette gelegt.

OH
Hoj(\)\/)'"' = = WH
n n
HO

: Prenol

: Geraniol

: all-trans-Farnesol

: all-trans-Geranylgeraniol
: Solanesol

Nerol

5 3 3335
nim nun
O WN -

(0]

MeO

MeO X H
o n

Ubichinon-5n, Coenzym Q,

0]
LT,
o) n

Menachinon-n, Vitamin Kysn

Linalool

n=1:
n = 2: Nerolidol

Phytol

Isophytol

(0]
Ny TH
o) n

Plastochinon-n

0]
(0]

R = Phytyl: Phyllochinon, Vitamin Kj

R = H: Menadion, Vitamin Kj

O
OH @)
HO N H HO
o) n

Bovichinon-n (R,R,R)-a-Tocopherol, Vitamin E

Abbildung 2. Géingige Trivialnamen wichtiger (Poly)prenylalkohole sowie von Chinonen mit
isoprenoiden Seitenketten. Fiir [UPAC-Empfehlungen vgl. Lit"* (Prenole) bzw. Lit.!"”
(Chinone). Ubichinone, Plastochinone, K-Vitamine, Bovichinone und Tocopherole werden
unter dem Begriff , Biochinone* zusammengefaBt.'*!



Synthesen polyprenylierter Arene

21 Retrosynthetische Spaltung der allylischen Bindung
211 Die Allyleinheit als Elektrophil

2.1.1.1 Alkylierung von Phenolaten nach Claisen

Im Jahre 1925 erkannte Ludwig Claisen''”! bei Untersuchungen zur Umsetzung von Phenola-
ten mit Allylbromid, da3 die dabei erhaltenen C-Alkylierungsprodukte hierbei nicht iiber die
Claisen-Umlagerung von Allylarylethern entstehen, sondern daB neben der O-Alkylierung
auch direkte Alkylierung am ortho-stindigen C-Atom stattfindet, und daB3 das Verhiltnis von
O-Alkylierungsprodukt zu C-Alkylierungsprodukt in erster Linie von der Art des verwende-
ten Losungsmittels beeinflult wird. Wahrend in protischen Losungsmitteln wie Alkoholen
oder Aceton nahezu ausschlieBlich O-Alkylierung eintritt, wird in aprotischen Losungsmitteln
wie Benzol oder Toluol die Kernalkylierung zur Hauptreaktion. Beziiglich des Prenylbromi-
des berichtet Claisen iiber eine im Vergleich zu Allylbromid stirkere Neigung zur

C-Alkylierung.

OH B'WﬁR OH
_—
O/ Base X R

Schema 3. Einfiihrung von (Poly)prenylresten in Phenolate durch Claisen-Alkylierung.

Die Arbeitsgruppe um Doisy!™

setzte die Claisensche C-Alkylierungsmethode bei einer der
ersten Vitamin K;-Synthesen im Jahre 1939 ein.' Dabei wurde das Produkt nach Umsetzung
von 2-Methyl-1,4-naphthohydrochinon (Menadiol) mit Phytylbromid und Natrium in einem

Benzol-Ethanol-Gemisch und Luftoxidation in schlechter Ausbeute erhalten.*

Bei der Synthese der Vitamine K; und K; und deren Analoga lassen sich bessere Ausbeuten
von 30 bis 50% erzielen, wenn ein Uberschu an Menadiol mit Phytyl-, Isophytyl- oder
Polyprenylbromid und Alkalilauge in einem waBrig-organischen Zweiphasensystem in

Gegenwart eines Phasentransferkatalysators umgesetzt wird.” Ebenso erhoht sich bei der

' Synthetisches Vitamin K; wurde erstmals und unabhingig voneinander von Almquist,"'**" Doisy,!"®! Fieser'*"

und Isler™ im Jahr 1939 hergestellt. Einen Uberblick iiber Vitamin K-Synthesen gibt Riittimann.**!



Synthese von Menachinon-2 (Vitamin Kj(10)) die Ausbeute von 20 auf 45 %, wenn 2-Methyl-
1,4-naphthohydrochinon-1-methylether anstelle des freien Hydrochinons alkyliert wird.!"!

Wihrend bei Umsetzungen von 4-Methoxyphenol mit je einem Aquivalent Prenyl-,1*! Gera-
nyl- oder Farnesylbromid?’! und Natrium sehr gute Ausbeuten von 75 bis 85 % erzielt wer-
den, liefert die analoge Reaktion von 4-Hydroxybenzoesdureethylester mit Prenylbromid
lediglich 27 % Produkt.” Bei der Umsetzung von 4-Hydroxybenzoesduremethylester mit

Geranylbromid werden Ausbeuten von nur 7%* bis 37 % erreicht.”"

Phenol und 2-Methoxyphenol (Guajakol) wurden mit Natriumhydrid und Phytylbromid,
Nonaprenylbromid (Solanesylbromid, vgl. Abbildung 2) oder Decaprenylbromid in Benzol zu
den entsprechenden ortho-alkylierten Produkten umgesetzt, wobei stets auch die

O-Alkylierungsprodukte erhalten wurden.”"

In ein Stilbenderivat, ein Intermediat bei der Synthese von Schweinfurthin C, konnte der Ge-
ranylrest unter Claisen-Bedingungen bestenfalls in 14 % Ausbeute eingefiihrt werden. Auch
hier wurde zusitzlich der unerwiinschte Geranylether isoliert.*?!

Die Synthese von Bovichinonen gelingt in moderaten Ausbeuten durch Umsetzung von

2,5-Dihydroxybenzo-1,4-chinon mit Prenylbromiden in Gegenwart von Base.****!

Wie die Berichte zeigen, fiihrt die Claisen-Alkylierung von Phenolen mit (Poly)prenylbromi-
den oftmals zu Produktgemischen. Als Exempel hierfiir moégen die Prenylierung von

B35 oder die Geranylierung eines Phloroglucinderivates'>®!

2-Hydroxy-4-methoxybenzaldehyd
dienen. Einen Vergleich der Effekte verschiedenener Losungsmittel und Basen bei der

Umsetzung von Modellphenolen mit Prenylbromid fithrten Ritchie und Taylor™>” durch.

2.1.1.2 Alkylierungen vom Friedel-Crafts-Typ

Durch Kondensation von Phytol mit 2-Methyl-1,4-naphthohydrochinon (Menadiol) gelang

Louis F. Fieser?!*

I die Synthese von Vitamin K;."* Die Identitit des Syntheseproduktes mit
natiirlichem Phyllochinon wird bestitigt.*”) Etwas spiter werden bewihrte Reaktionsbedin-
gungen mitgeteilt: ein moderater Uberschu von Menadiol wird in Dioxan mit Phytol in
Gegenwart von wasserfreier Oxalsdure oder 85-proz. Phosphorsdure unter Erhitzen zur Reak-

tion gebracht. Nach Oxidation mit Silberoxid werden dann 24 bis 29 % Vitamin K erhalten.[*!

? Kurz zuvor war Karrer®” die erste Synthese von a-Tocopherol durch Alkylierung von Trimethylhydrochinon
mit Phytylbromid i. Ggw. v. ZnCl, gelungen. Die Cyclisierung zum Chromanring findet bereits unter den
Reaktionsbedingungen statt.
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Synthesen polyprenylierter Arene

Die Kondensation erfolgt auch ohne Katalysator durch bloBes Erhitzen der beiden Kompo-

nenten in Dioxan oder ohne Losungsmittel.**

Neben der Alkylierung an C-3 erfolgt in etwa
demselben AusmalBl auch Alkylierung der 2-Position, welche bereits die Methylgruppe
tragt.*”) Die C-2-Alkylierung wird verhindert, wenn Menadiol vor der Kupplung in das 1-O-

Monoacetylderivat iiberfiihrt wird.!**!

HO
OH MR OH
_—
©/ (Lewis-)Saure AN R

Schema 4. Sauer katalysierte Einfiihrung von (Poly)prenylresten in Phenole durch Friedel-
Crafts-Alkylierung.

In den Jahren 1958 und 1959 wurden die ersten Ubichinonsynthesen durchgefiihrt. Isler kon-
densierte jeweils Phytol,!**! Solanesol* und Decaprenol®” in Gegenwart von Zink(1)-chlorid
mit 2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochinon bzw. Solanesol mit 2,3-Dimethylhydrochinon.!**!
Durch Kondensation des tertidren Allylalkohols al/-trans-Farnesylnerolidol (vgl. Abbildung
2) mit 2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochinon unter denselben Bedingungen wurde Coenzym
Qs erhalten.* Folkers®™ setzte 2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochinon mit verschiedenen
Terpenalkoholen und ,,various condensing agents® um und erhielt nach Oxidation die entspre-
chenden Ubichinone. Kurze Zeit spiter beschrieb er die Alkylierung verschiedener Hydrochi-
none mit Solanesol unter Bortrifluoridetherat-Katalyse.”"! Bortrifluoridetherat war zuvor von

Isler™ und Lindlar®™! als vorteilhaftes Kondensationsmittel in der Vitamin K-Synthese

verwendet worden.

Mitte der 1960er Jahre wurde mittels '"H-NMR-Spektroskopie festgestellt, daB das nach Bor-
trifluorid-katalysierten Kondensationen von Menadiol und (E)-Phytol erhaltene Vitamin K;
7.5 bis 10% unerwiinschtes (2'Z)-Isomer enthilt.”" Setzt man (Z)-Phytol ein, betrigt der
Anteil des unerwiinschten (E)-Isomeren 35%; mit dem tertidren Alkohol Isophytol
(Abbildung 2) erhélt man ein Produkt der Zusammensetzung 70 % (E) und 30 % (Z). Bezlig-
lich der Konfiguration der Doppelbindung des Phytylrestes einheitliche Priparate konnen

erhalten werden, wenn anstelle von Menadiol 1-O-Benzoylmenadiol mit trans- bzw. cis-

3 Auch 2,4-Dihydroxybenzaldehyd und Geranylgeraniol kondensieren ohne Katalysator in siedendem Decalin
mit 19 % Ausbeute.!*’)

* Bis 1959 wurde der Cy45-Alkohol Solanesol (Abbildung 2) irrtiimlicherweise fiir einen Cs-Korper gehalten.**!
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Phytol zur Reaktion gebracht wird, da die kristallinen 1-O-Benzoyl-phyllohydrochinone leicht

gereinigt werden konnen.>"!

Zusétzlich zu den bereits genannten Kondensationsmitteln wurden beispielsweise auch aro-

[55],5 [56 [53,57]

matische N-Sulfinylamine, 4-Toluolsulfonsdure,”® Ameisensiure

[58]

, walfrige Oxal-
saure”™™ und Kaliumhydrogensulfat’®” verwendet, doch wird in neuerer Zeit meist mit Bortri-
fluoridetherat gearbeitet. Den Einflu einiger (Lewis-)Sduren vergleichen Ritchie und
Taylor.””! Teilweise wird das Phenol, teilweise die Allylalkoholkomponente im Uberschuf
eingesetzt. Die Ausbeuten sind i.d.R. miBig bis schlecht. So wurde Hydrochinon in Gegen-
wart von Bortrifluoridetherat mit Geraniol in 24 % Ausbeute!®” und mit a/l-trans-Farnesylge-
ranyllinalool (vgl. Abbildung 2) in 48% Ausbeute!®! kondensiert. Die Umsetzung von
4-Hydroxybenzoesduremethylester mit Phytol lieferte nach Esterverseifung 9% Produkt.”*"
Bei der BFs;-katalysierten Prenylierung von 2,4-Dihydroxybenzaldehyd mit 3-Hydroxy-3-
methyl-1-buten entsteht bei 20 bis 30 % Gesamtumsatz ein Gemisch aus drei Produkten.!®*!

Fiir weitere Beispiele Bortrifluorid-katalysierter Alkylierungen s. Lit.[%¢¢!

Fiir die allgemein schlechten Ausbeuten ist u.a. die Instabilitit der Polyprenylalkohole unter
den sauren Bedingungen verantwortlich. So zersetzt sich beispielsweise Geraniol nach zwei-
stiindigem Erhitzen in 1-proz. wéBriger Oxalsdurelosung vollstindig in 27 zum Grofteil

identifizierte Verbindungen.!®”

Nur teilweise konnen die Ausbeuten durch Variationen gesteigert werden. So liefert die Um-
setzung von Isodecaprenol mit 2,3-Dimethoxy-5-methylhydrochinon unter Bortrifluorid-Ka-
talyse nach Oxidation Coenzym Qjg in 51 % Ausbeute und >90 % (E)-Anteil, wenn in einem
Zweiphasensystem aus Nitromethan und Hexan gearbeitet wird.[°

22,69] [70]

Anstelle freier Allylalkohole wurden Acetate! oder mit gutem Erfolg Methylether

eingesetzt. Bei Verwendung von Geranyldiisopropylphosphat wird iiber Ausbeuten um 50 %
sowie ausschlieBliche a-Substitution und Erhalt der (E)-Konfiguration berichtet.!”"!

72731 yund Ubichinon-""Modelle aus den entsprechen-

Bei der Synthese einfacher Vitamin K-!
den Hydrochinonen und groBen Uberschiissen von Allylbromiden konnten mit B-Cyclodextrin

als Katalysator Ausbeuteverbesserungen erzielt werden.

Phenole mit elektronenziechenden Gruppen wurden in Gegenwart von Aluminiumoxid

und/oder Bariumoxid in mifigen bis mittleren Ausbeuten mit einfachem Prenylhalogenid

> Dabei wird der Allylalkohol ROH in situ in Form eines Arylamidoschwefligséureesters ArNH-SO,R aktiviert.
12



Synthesen polyprenylierter Arene

alkyliert..”” Gute Ausbeuten liefert die Reaktion von Allylhalogeniden mit Kaliumphenolaten
unter Zink(ll)—chlorid—Katalyse.[76]

(2'E)-Polyprenylarylether lagern in Gegenwart von Bortrifluorid bei —15°C in mittleren bis
guten Ausbeuten regioselektiv und ohne Isomerisierung [1,3]-sigmatrop in die ortho-C-poly-
prenylierten Phenole um (Schema 5). Das Verfahren eignet sich auch fiir Ubichinonsynthe-
sen.’’! Dieser Reaktionstypus kann als intramolekulare® Variante der Friedel-Crafts-Alkylie-
rung aufgefaBit werden. Im Vergleich zur intermolekularen Friedel-Crafts-Alkylierung
verlduft die Umlagerungsvariante unter milderen Reaktionsbedingungen und mit hoherer (E)-
Stereoselektivitit.””! Die Umlagerung wird auch durch Montmorillonit™®*" und Florisil®"®

(ein Magnesiumsilicat) katalysiert.

@/ OV\(\ R Katalysator OH
—_—

Schema 5. ortho-(Poly)prenylierte Phenole durch [1,3]-Umlagerung von (Poly)prenyl-
arylethern.

2.1.1.3 Kupplung von Aryllithiumverbindungen bzw. Arylcupraten mit Allyl-

halogeniden

Die Prisenz der y-Methylgruppe in den (Poly)prenylhalogeniden vermindert bei diesem
Reaktionstypus die Tendenz zur y-Substitution.*”! Die Kupplung von Aryllithiumverbindun-
gen mit Multiprenylhalogeniden wird selten ohne katalytischen oder stdchiometrischen Zusatz
eines Kupfersalzes durchgefiihrt. Im Rahmen vergleichender Untersuchungen zur Menachi-
nonsynthese wurde bei der unkatalysierten Umsetzung des geschiitzten Aryllithiumorganyls
mit Geranylbromid eine wesentlich hohere Ausbeute erhalten als mit dem Chlorid. Noch
besser verlief die Reaktion mit dem Lithiumdiarylcuprat.!'*! Die besten Ergebnisse wurden

mit der Aryl-Grignard-Verbindung erzielt (vgl. 2.1.1.4).

Die Reaktion einer Aryllithiumverbindung mit drei Aquivalenten Geranylbromid ergab das
Kupplungsprodukt in 54 % Ausbeute. Von einer dhnlichen Reaktion wird gleichzeitig berich-

tet, da3 die Geranylierung dann glatt verlief, wenn die Aryllithiumverbindung zuvor mit

% Durch Kreuzungsexperimente mit deuterierten Reaktanden wurde am Beispiel der Florisil®-katalysierten
Reaktion gezeigt, daB die Umlagerung intramolekular verlauft.”®
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einem Aquivalent Kupfer(l)-cyanid versetzt wurde. Dabei wurde die Allylkomponente dqui-

molar eingesetzt.*?

Auch bei der Kupplung von Arylcupraten des Ubichinon- und Menachinon-Substitutionsmu-
sters, welche aus der jeweiligen Aryllithiumverbindung und 1.4 Aquivalenten Kupfer(I)-
bromid hergestellt wurden, wurden mit Geranylbromid ohne nennenswerten Uberschuf3 des
Allylbromides gute Ausbeuten erzielt.™! Beziiglich des Ubichinonsystems berichten andere
Autoren iiber #hnlich gute Ergebnisse, wenn die Cuprat-Spezies mit 1.4 Aquivalenten
Kupfer(1)-cyanid erzeugt wurde — Kupplungsversuche sowohl mit der Aryllithiumverbindung
ohne Kupfersalzzusatz als auch mit dem Lithiumdiarylcuprat (aus der Aryllithiumverbindung

und 0.5 Aquivalenten Kupfer(1)-iodid) waren unbefriedigend verlaufen.*"!

Durch Brom-Lithium-Austausch, Zusatz von 1.5 Aquivalenten Kupfer(i)-iodid und an-
schlieBende Alkylierung mit Polyprenylbromiden konnten polyprenylierte Hydrochinone in

miBigen Ausbeuten von 33 % erhalten werden.!™

Gemischte Gilman-Cuprate (R = Aryl, R' = 3-Methyl-3-methoxy-1-butinyl®) wurden in
guten Ausbeuten mit Geranylbromid oder -chlorid gekuppelt.*”! Die Kupplung einer Aryl-

lithiumverbindung mit einem Polyprenylbromid verlief in Gegenwart des bei Grignard-Reak-

838,89 90
[ )20

tionen hiufig benutzten™**! Katalysators Lithiumtetrachlorocuprat(r

2.1.1.4 Kupplung von Aryl-Grignard-Verbindungen bzw. Arylcupraten mit Allyl-

derivaten

Die Alkylierung der aus 2-Brom-1,4-dimethoxy-3-methylnaphthalin erhaltenen Grignard-Ver-
bindung mit Geranylbromid und Solanesylbromid liefert in hervorragenden Ausbeuten Vit-
amin K-Vorstufen. Mit den Elektrophilen Geranylchlorid und Nerylbromid werden etwas
geringere Ausbeuten erzielt, wobei an der 2',3'-Doppelbindung des cis-Derivates zu einem
kleinen Teil Isomerisierung eintritt. Eine Umwandlung des Naphthylmagnesiumbromides in

ein Cuprat bringt in der Reaktion mit Geranylbromid keine Vorteile.!"!

Ebenso wie Aryllithiumverbindungen werden Arylmagnesiumhalogenide mit Allylderivaten
meist in Gegenwart von katalytischen oder stochiometrischen Mengen an Kupfersalzen
umgesetzt. So wurde zwischen einer Aryl-Grignard-Verbindung vom Substitutionsmuster der
Ubichinone und dem Allylchlorid (E)-4-Chlor-2-methyl-1-phenylsulfonyl-2-buten erst dann
eine Reaktion beobachtet, wenn Kupfer(1)-bromid zugesetzt wurde. Die Ausbeute korrelierte

etwa linear mit der zugesetzten Menge des Kupferhalogenids, in Gegenwart eines Aquiva-
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lentes des Kupfersalzes wurden die besten Ergebnisse erzielt.”") Um zu Ubichinonen zu

gelangen, wird die Cs-Seitenkette des so erhaltenen Bausteins verlingert."””!

Das Produkt der Reaktion von Phenylmagnesiumbromid mit Geranylchlorid in Gegenwart
von katalytischen Mengen Lithiumtrichlorocuprat(i) weist 18 % vy-Substitutionsanteil auf.
Untersuchungen zeigen, dall die Regioselektivitit bei Kupplungen von Aryl-Grignard-
Reagenzien mit Allylchloriden von vielen Faktoren wie Zutropfgeschwindigkeit, Temperatur,
Menge und Art des Katalysators abhingen kann."”*! Einen allgemeinen Uberblick beziiglich
der Regioselektivitit bei Umsetzungen von magnesiumorganischen Verbindungen mit Allyl-

derivaten geben Figadére und Franck."

Anstelle von Halogeniden wurden am Allylderivat ebenso andere Abgangsgruppen erfolg-
reich verwendet. So wurden (Z)-trisubstituierte Allylacetate meist mit Retention der Konfigu-
ration unter Li;CuCly-Katalyse mit Aryl- und Alkylmagnesiumverbindungen gekuppelt. Auch
hier wird iiber eine Abhéingigkeit der Regioselektivitit von der Abgangsgruppe, der Art des
Kupferkatalysators, dessen zugesetzter Menge, der Reaktionstemperatur und dem Ldsungs-

mittel berichtet.”!

Wihrend die Reaktion von Phenylmagnesiumbromid sowohl mit Geranyl- als auch mit
Neryldiphenylphosphat zu E-Z-Gemischen fiihrt,”®” wird mit den entsprechenden
Diethylphosphaten bei der (F)-Konfiguration vollstdndige, im anderen Falle nahezu vollstin-
dige Retention der Doppelbindungsgeometrie beobachtet.”” Aryl-Grignard-Verbindungen
des Vitamin K- und Ubichinon-Typs wurden mit verschiedenen Prenyldiethylphosphaten in
hohen Ausbeuten, mit vollstandiger a-Regioselektivitit und isomerisierungsfrei gekuppelt.

Ein Katalysator wurde dabei nicht eingesetzt.”™

In Gegenwart von Kupfer()-iodid 1ist bei 50°C die Reaktion der stabilen
Polyprenyltetrahydropyranylether (THP-Ether) mit groBen Uberschiissen von Aryl-Grignard-
Verbindungen moglich. Zum Teil entstehen dabei die y-Substitutionsprodukte in signifikanten
Mengen. Mit ldngeren Reaktionszeiten und/oder schlechteren Ausbeuten konnen auch Poly-

prenylethoxyethylether, Polyprenylmethyl- und -phenylether eingesetzt werden.**'*

Die Umsetzung der Grignard-Verbindung eines hochsubstituierten Aromaten mit Isopren-
epoxid unter Kupfer(1)-chlorid-Katalyse lieferte selektiv den trans-Allylalkohol in guter Aus-
beute, welcher nach Bromierung, Kettenverlingerung und Oxidation in Coenzym Qo tiber-

fiihrt wurde.['!]
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2.1.1.5 Alkylierung von 1,4-Cyclohexadienen

Da die Anfang der 1980er Jahre bekannten Methoden zur Einfiihrung von Polyprenylresten in

Phenole nicht den gewiinschten Erfolg brachten, ging Moril!9*1%

I zur Synthese von aromati-
schen prenylierten Naturstoffen mit bestimmten Substitutionsmustern einen anderen Weg.
Dabei wird 1,5-Dimethoxy-3-methyl-1,4-cyclohexadien mit verschiedenen (Poly)prenyl- oder
dhnlichen Allylhalogeniden in Gegenwart von tert-Butyllithium als Base an C-6 alkyliert und
nachfolgend unter Spaltung der Methylether und Einfiihrung eines Chlorsubstituenten aroma-
tisiert (Schema 6). Man erhilt so 4-Chlor-5-methyl-2-polyprenylbenzol-1,3-diole mit der
Option, eine Aldehydfunktion in die noch freie 6-Stellung einzufiihren. Die Ausbeuten sind

uneinheitlich. Das Verfahren wurde bis jetzt noch nicht auf andere Substitutionsmuster ange-

wandt.

OMe OMe OH
1
5 p 1. t-BuLi % R cl 2 = R

-

oMe 5 ___= OMe <~ oH

Schema 6. Polyprenylierung von Dimethoxy-3-methyl-1,4-cyclohexadien.

2.1.1.6 Kupplung der Cuprate von Chinon-Bisketalen mit Allylhalogeniden

Zwischen lithiierten Chinon-Bisketalen und Allylbromiden tritt keine oder nahezu keine
Reaktion ein. Die entsprechenden Cuprate vom Typ R,Culi dagegen kuppeln in hohen Aus-
beuten mit Prenyl-, Geranyl- und Phytylbromid; cis-Isomere wurden in den Kupplungspro-
dukten nicht beobachtet (Schema 7). Wéhrend mit Prenyl- und Geranylbromid jeweils nur ein
Organosubstituent des Cuprates reagiert, werden in der Umsetzung mit Phytylbromid beide

organischen Reste genutzt.'*

RO_ OR 1. n-Buli o
Br 2.Cul yZ R
_—
3.Br/\)\/R
RO OR o
4. H30"

Schema 7. Polyprenylierung von lithiierten Chinon-Bisketalen.
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2.1.1.7 Alkylierung der Enolate von Chinon-Cyclopentadienaddukten

Das Diels-Alder-Addukt aus 2-Methyl-1,4-naphthochinon (Menadion) und Cyclopentadien
kann nach Deprotonierung zum Enolat mit Phytylbromid oder langkettigen Polyprenylbromi-
den in hohen Ausbeuten regioselektiv und beziiglich der 2',3'-Doppelbindung isomerisie-
rungsfrei alkyliert werden. Nach einer Retro-Diels-Alder-Reaktion, welche bereits bei 70 bis
120°C ablauft, erhdlt man wiederum in hohen Ausbeuten die entsprechenden K-Vitamine

[107,108]

(Schema 8).*) Nach diesem Prinzip wurden auch Ubichinone und Kronenether-substi-

tuierte Ubichinone!'* hergestellt.

1. Base A
( —_— _—
A R

Br
OH 2. V\(\R _<:| I

Schema 8. Cyclopentadien als Hilfsreagenz bei der Vitamin K-Synthese.

2.1.1.8 1,2-Addition von Aryllithiumorganylen an a,B-ungesattigte Aldehyde

Die 1,2-Addition von Aryllithiumverbindungen an die a,B-ungeséttigten Aldehyde Geranial,
Neral und all-trans-Geranylgeranial liefert die entsprechenden a-Alkenylbenzylalkohole.
Nach Silylierung werden diese Alkohole einer modifizierten Birch-Reduktion unterworfen, so

] ' (Menachinon-Vorstufen) erhalten werden

daB prenylierte Ary ! oder Naphthylderivate
(Schema 9). Sowohl die Addition als auch die Reduktion verlaufen mit mittleren bis guten
Ausbeuten und unter nahezu vollstdndiger Retention der Konfiguration sowohl der (E)- als

auch der (£)-2',3'-Doppelbindung.

OH
Hal 1. n-BulLi R R
@/K)\/ Red. @/\)\/
- > - >
2' O%\)\/R

Schema 9. Addition von Aryllithiumverbindungen an a,B-ungesittigte Aldehyde.
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2.1.2 Die Allyleinheit als Nucleophil

2.1.2.1 Kupplung von Allyl-Grignard-Verbindungen mit Arylhalogeniden

v-Alkylsubstituierte Allyl-Grignard-Verbindungen liegen hauptsichlich in dieser Form und
nicht als delokalisierte Allylanionspezies vor. Selbst bei tiefen Temperaturen findet eine
schnelle E-Z-Umwandlung statt. Bei geringem Raumanspruch des Alkylsubstituenten ist

[112

dabei das (Z)-Isomer begiinstigt.''* Der Konfigurationsverlust bei der Umwandlung von

Geranyl- und Nerylchlorid in die entsprechenden Polyprenyl-Grignard-Verbindungen wurde

U131 Demnach wird die E-Z-Isomeri-

in Abhéngigkeit von der Temperatur genauer untersucht.
sierungsreaktion der Polyprenylmagnesiumchloride erst bei —95°C ,,eingefroren* und eine

nahezu vollstindige Retention der Konfiguration der allylischen Doppelbindung erreicht.’

Durch kupferkatalysierte Umsetzung von Geranylmagnesiumbromid mit 2-Brom-1,4-di-
methoxybenzol wurde in guter Ausbeute das Geranylhydrochinonderivat erhalten. Angaben

iiber dessen Konfigurationsreinheit fehlen.!''¥

2.1.2.2 Kupplung von Allyl-Grignard-Verbindungen mit maskierten Chinonen

Bei Umsetzung der silylierten Cyanhydrine von Benzo- und Naphthochinonen (,,maskierte
Chinone*) mit Prenylbromid in Gegenwart von Rieke-Magnesium erfolgt eine Sn2'-Addition
der Allyl-Grignard-Verbindung an die freie Carbonylgruppe. Im Zuge der Entschiitzung mit
Fluorid findet eine [3,3]-sigmatrope Umlagerung zu prenylierten Hydrochinonen statt
(Schema 10). Die erforderlichen maskierten Chinone konnen durch Reaktion mit

[115

Trimethylsilylcyanid regioselektiv erhalten werden.''” Die Methode wurde lediglich zur

Einfiihrung des einfachen Prenylrestes angewandt.

TMSO_ CN TMSO_ CN OH
/\)\ Mo i g
+ g N7 — —
o HO OH

N

Schema 10. Einflihrung des Prenylrestes in maskierte Chinone.

" Die E-Z-Isomerisierung von Polyprenyllithium- und -natriumverbindungen wird bereits bei etwa —70°C bzw.
—40°C ,,eingefroren”, die Kaliumorganyle sind bei 0°C in hohem MafBe konfigurationsstabil. Disubstituierte
Allylmagnesiumverbindungen isomerisieren auch bei —100°C rasch.!'"*!
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2.1.2.3 Kupplung von n-Allylnickelhalogenkomplexen mit Arylhalogeniden

Auf der Suche nach besseren Kupplungsverfahren {ibertrug Sato Anfang der 1970er Jahre ein

1[16] 117,118]

von Corey und Semmelhac entwickeltes Reaktionssystem auf Vitamin K-! und
Ubichinon-""""'?lSynthesen. Dabei werden aus den entsprechenden #rans-Allylbromiden
durch Reaktion mit Nickeltetracarbonyl =n-Allylnickel(1)-bromid-Komplexe hergestellt,
welche, eingesetzt in moderatem UberschuB, in mittleren bis guten Ausbeuten mit Aryliodi-
den oder -bromiden kuppeln. Die Stereoselektivitit der Reaktion beziiglich der 2',3'-Doppel-
bindung erwies sich als 16sungsmittelabhingig, doch konnte bestenfalls ein trans:cis-Verhélt-
nis von 80:20 erreicht werden.® n-Allylnickelbromidkomplexe wurden auch direkt mit Chino-
nen umgesetzt, um z.B. Plastochinon-1 oder Coenzym Q; in méBigen Ausbeuten zu

erhalten.['?%1%%]

2.1.2.4 Reduktive Allylierung von Chinonen mit Trialkylallylstannanen

Mit der reduktiven Alkylierung von Benzo-1,4-chinonen durch Trimethyl- oder Tri-n-butyl-

[124]

prenylstannane entwickelten Maruyama und Naruta eine Methode zur Herstellung von

Ubichinonen und &dhnlichen Verbindungen in mittleren bis sehr guten Ausbeuten (Schema
11). Die Kupplung findet unter Bortrifluoridetherat-Katalyse bei tiefen Temperaturen statt,

wobei die Zinnorganyle in meist geringem UberschuB3 beziiglich der Chinonkomponente

[125

eingesetzt werden. Man erhilt auf diese Weise prenylierte Hydrochinone!'* bzw. nach

Oxidation die entsprechenden Ubichinone.!"**"*% Die Alkylierung von Trimethylbenzochinon

1.[126

zur Phytylverbindung gelingt ohne Chroman-Cyclisierung zum a-Tocophero ] K-Vitamine

erhilt man in maBigen bis mittleren Ausbeuten; hierbei tritt z.T. auch Alkylierung an C-2 des

Menadions ein.[!26:131]
O OH
. BF;
N R
(e} OH

Schema 11. Reduktive Alkylierung von Chinonen mit (Poly)prenyltrialkylstannanen.

¥ In einem weiteren Bericht iiber die Einfiihrung des Phytylrestes in ein Arylbromid iiber den Nickelkomplex
werden beziiglich der Konfiguration der 2'-Doppelbindung keine Angaben gemacht.'*'!
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Die (2E)-Doppelbindungsgeometrie der Prenylzinnverbindungen bleibt vollstindig erhalten.
Bei der Kupplung von stereochemisch uneinheitlichen Prenylderivaten zeigen die Produkte
einen im Vergleich zum Ausgangsmaterial erhdhten 2',3'-frans-Anteil, entsprechend tritt bei
cis-Derivaten teilweiser Konfigurationsverlust ein.!'**"*! Eine y-Substitution wird nicht beob-
achtet, kann aber bei Umsetzung disubstituierter Olefine anstelle von Prenylverbindungen

auftreten. '3!3

Beziiglich des Mechanismus handelt es sich wahrscheinlich um eine 1,2-Addition an die Car-

bonylgruppe mit nachfolgender intramolekularer!** Umlagerung.!"**

Bei der Umsetzung von 1,2-Naphthochinonen mit Trialkylallylzinnverbindungen wird an C-4

alkyliert, wihrend 9,10-Phenanthrenchinone das 1,2-Additionsprodukt liefern.!'**!

Die reduktive Alkylierung von Chinonen mit Prenylindiumverbindungen bedarf keiner
Lewis-Sédure-Katalyse, zeigt jedoch nahezu keine Stereoselektivitit und fiihrt z.T. zu uner-

wiinschten Regioisomeren sowie Mehrfachalkylierungen.!'*”

2.1.3 Palladium(0)-katalysierte Kreuzkupplungen

2.1.3.1 Stille-Kupplung von Trialkylarylstannanen mit Allylderivaten

Anfang der 1980er Jahre wurde Vitamin K; durch Kreuzkupplung der entsprechenden Aryl-
trimethylzinnverbindung mit Phytylbromid unter Zink(i)-chlorid-Katalyse hergestellt.!*®! Die
palladiumkatalysierte Kupplung von einfachem Allylbromid mit verschiedenen Aryltri-

methylstannanen war kurz zuvor mit sehr guten Ausbeuten durchgefiihrt worden.!"*”! Die

FIEED) 411391

Umsetzung von Nerylchlori und Geranylchlori mit Tri-n-butylphenylstannan in

Gegenwart von Pd(dba), und PPh; verlduft in hohen Ausbeuten und unter Retention der
jeweiligen Olefingeometrie. Allylacetate kuppeln mit Arylstannanen unter Pd(dba),-Katalyse
nur in Abwesenheit von Triphenylphosphan: Geranyl-, Neryl- und Farnesylacetat wurden so
mit Arylzinnverbindungen unter Retention der Doppelbindungskonfiguration umgesetzt.!'*"’
Bei einer analogen Reaktion mit einem acetylierten (2E)-Farnesolderivat wird allerdings iiber
merkliche Isomerisierung der Doppelbindungsgeometrie berichtet.['*!'4?]

Auch Prenylethylcarbonate, -trichlorethylcarbonate (TROC) und -trifluoracetate gehen die

palladiumkatalysierte Reaktion mit Arylstannanen ein.!'*’!
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Isoprenmonoepoxid kuppelt mit Trialkylphenyl- und Trialkylnaphthylstannan in Gegenwart
von Pd(0) regioselektiv unter 1,4-Addition, wobei beziiglich der 2',3'-Doppelbindung ein E-Z-

Isomerengemisch entsteht.!"*"

Um direkt zu substituierten Chinonen zu gelangen, konnen unter Stille-Bedingungen anstelle
von Arylzinnverbindungen auch Stannylbenzo-1,4-chinone mit Prenylhalogeniden umgesetzt

werden.!'*!

2.1.3.2 Stille-Kupplung von Trialkylallylstannanen mit Arylhalogeniden

Auch die umgekehrte Version der Stille-Reaktion, die Umsetzung von Allylzinnverbindungen
mit Arylhalogeniden unter Pd(PPhs)s;-Katalyse, wurde bereits friih durchgefiihrt.'* Die

65,147-149 150]

Kreuzkupplung von Prenyltributylstannanen mit Arylbromiden! ! oder Aryliodiden!

liefert die Produkte in mittleren bis guten Ausbeuten.

21.4 Claisen-Umlagerung von 1,1-Dimethylallylarylethern

Im Jahre 1912 beschrieb Claisen!”" zum ersten Mal die thermische Umlagerung von Allyl-
arylethern zu ortho-Allylphenolen. Es wird {iber hohe Ausbeuten berichtet. Einige Jahre
spiter wurde die dabei auftretende Wanderung der Doppelbindung erkannt." Erst 1970

fihrte Murray!'™”

die Claisen-Umlagerung mit (1,1-Dimethylallyl)arylethern durch, um
ortho-prenylierte Phenole zu erhalten (Schema 12). Die erforderlichen (1,1-Dimethylallyl)-
arylether werden durch partielle Reduktion von (1,1-Dimethylpropargyl)arylethern gewonnen.

Die folgende Umlagerung findet etwa bei Temperaturen ab 130°C statt und wird ohne

[154 [155,156]

Losungsmittel!>* oder in hochsiedenden Lésungsmitteln wie z.B. N,N-Dialkylanilinen

durchgefiihrt. In Gegenwart von Bortrifluoridetherat als Katalysator erfolgt die Umlagerung

bereits bei —~60°C.["*") Die Umlagerung verliuft oftmals mit brauchbarer Regioselektivitit.’

(@] OH
T —
= A

Schema 12. Claisen-Umlagerung von (1,1-Dimethylallyl)arylethern zu ortho-Prenylphenolen.

’ Bei bestimmten Substitutionsmustern kann trotz freier ortho-Position eine Wanderung der Dimethylallyl-
einheit ausschlieBlich in die para-Position eintreten.!">*
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21.5 Enzymatische Prenylierung

Vielfach katalysieren Prenyltransferasen, bei welchen es sich {iberwiegend um membrange-
bundene Enzyme handelt, die Prenylierung in der ortho-Stellung von Phenolen. So bewirkt
beispielsweise der Enzymextrakt aus Zellkulturen von Lithospermum erythrorhizon in
Gegenwart von MgCl, und Geranylpyrophosphat eine C-3-Geranylierung von

[159]

4-Hydroxy[carboxy-"*C]benzoesiure. Lange Zeit war mit derartigen Befunden keine

6,160,161] fup 4o Alkylierungen mit Prenyl-

synthetische Anwendung verbunden. Wessjohann!
pyrophosphaten in der meta-Position von Benzoeséuren,' die einen Elektronen- und Wasser-
stoftbriickendonor (OH, NH;) in para-Position sowie ein Wasserstoffatom an C-2 tragen
miissen, erstmalig im synthetischen MikromalBstab aus. Die Prenyltransferase wird aus einem
rekombinanten {iberproduzierenden FE. coli-Stamm gewonnen, als Cofaktor ist lediglich
Magnesiumchlorid erforderlich. Die Ausbeuten liegen bei bis zu 80 %, eine zweifache Preny-
lierung wird nicht beobachtet. Da die Reaktion im wélBrigen Medium stattfindet, ist die

Enzymaktivitit mit Geranylpyrophosphat grofler als mit langerkettigen lipophileren Prenylde-

rivaten.

2.2 Retrosynthetische Spaltung der vinylischen Bindung

Weitaus seltener als die retrosynthetische Spaltung der allylischen Bindung wird die Spaltung
der vinylischen 1',2'-Bindung vorgenommen. So kann etwa Benzylbromid mit einem Vinyl-
stannan unter Palladium(0)-Katalyse gekuppelt werden.!'® Zur Synthese von Vitamin K,
wurde eine (E)-Alkenylkupferverbindung mit 2-Brommethyl-3-methyl-1,4-naphthochinon
isomerisierungsfrei in mittleren Ausbeuten umgesetzt. Auch mit der (Z)-Alkenylkupferver-
bindung gelang der Kupplungsschritt ohne Konfigurationsverlust./*’

Auf einem Verfahren von Negishi“63]

griindet die von Lipshutz entwickelte Strategie zur
Kupplung von Vinylalanen mit Benzylhalogeniden. Die Prenylbausteine werden zunichst als
terminale Alkine aufgebaut, die nach Carboaluminierung erhaltenen (E)-Dimethylvinylalane
werden dann mit Benzylbromiden oder -chloriden umgesetzt. Nickel(0)-Katalysatoren zeigen
dabei wesentlich héhere Aktivitit als Palladium(0)-Verbindungen.!'®"! Da die Ausbeuten bei
der abschlieBenden Oxidation der Kupplungsprodukte zu Ubichinon- und verwandten Syste-

men stets unbefriedigend ausfielen, wurde der Oxidationsschritt vorweggenommen: chlor-

' Die Carboxylgruppe ist fiir die verwendete Transferase unerldBlich und kann auch nicht durch andere
Gruppen ersetzt werden. [

22



Synthesen polyprenylierter Arene

methylierte Benzo- und Naphtho-1,4-chinone erwiesen sich im Vergleich zu Benzylhalogeni-
den tiberdies als bessere Kupplungspartner (Schema 13). Die Ausbeuten beziiglich der

Chinonkomponente liegen im Bereich von 70 bis 90 %, der Seitenkettenbaustein wird in

165,166 [167]

moderatem Uberschuf} eingesetzt.! ! Erst vor kurzem lieferte auch Negishi einen

Beitrag iiber die nickelkatalysierte Kupplung von 2-Chlormethyl-benzo- und
-naphthochinonen mit Vinylalanen, wobei der Schwerpunkt auf der Herstellung der Polyiso-

prenkomponenten liegt.

Ni(0)
a T MezAI/\(\R —
A R

0] )

Schema 13. Umsetzung von chlormethylierten Chinonen mit Vinylalanen nach Lipshutz.

2.3 Retrosynthetische Spaltung der 2',3'-Bindung

1. LDA (2 Aquiv.) % R
> OH
CO.H o COH

2. — R
EEDQ = = R
—_—
-2 CO,

Schema 14. Prinzip der Grifolinsynthese nach Ohta.

Bei der Synthese des Antibiotikums Grifolin fithrt Ohta!'®®! den Farnesylrest durch Umset-
zung des Enolates der entsprechenden 3-Phenylpropionsidure mit Geranylaceton ein (Schema
14). Uber eine Olefinierungsreaktion wird die 2',3'-Doppelbindung erhalten. Das trans:cis-

Verhéltnis von 3:1 erfordert eine Reinigung durch Kristallisation.
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2.4 Offnung von Chromenen

Chromene konnen beispielsweise durch Reaktion von Phenolaten mit o,B-ungesittigten Alde-

(191 6der durch Reaktion von Aryloxymagnesiumbromid mit a,B-ungesét-

[171,172]

hyden oder Ketonen

170] entwickelte eine Prozedur zur Offnung

tigten Acetalen!'’” erhalten werden. Whiting
von Chromenen iiber Phenylthiochromane zu den korrespondierenden ortho-Prenylphenolen.
Verbindungen, welche eine ldngere als die einfache Prenylseitenkette tragen, werden aller-

dings in Form des 1:1-E/Z-Isomerengemisches erhalten (Schema 15).

@) OH
R
= AN R

Schema 15. Offnung von Chromenen zu ortho-prenylierten Phenolen.

25 Schrittweise Seitenkettenverlangerung

Polyisoprenketten konnen auch nach Kupplung an ein Aren stereoselektiv und regioselektiv
verldngert werden. Dieses Vorgehen bietet den Vorteil, dafl 1dngere Ketten nicht als kostbarer
Gesamtbaustein eingefiihrt werden miissen. Nach dem Verfahren von Keinan und Eren!'7*!"!
wird beispielsweise die Csop-Polyprenylkette des Coenzyms Q) iterativ aus fiinf Geranylein-
heiten aufgebaut (Schema 16). Die erste Geranyleinheit wird in die entsprechende Aryllithi-
umverbindung eingefiihrt. Nach kettenendstdndiger Funktionalisierung der ersten Einheit
erfolgt die Verldngerung durch sukzessive Einfiihrung dreier identischer C;o-Mitteleinheiten
und eines Endbausteines. AbschlieBend werden Hilfsgruppen in der Csy-Seitenkette entfernt
und zum Benzo-1,4-chinon oxidiert. Simtliche Doppelbindungen entstehen selektiv in (E)-

Konfiguration. Die End- und Mittelbausteine sind aus Geraniol in zwei bzw. vier Stufen

zugénglich.

Ausgehend von der geranylierten Arenvorstufe wurde Coenzym Q;¢ durch zweimalige Ver-
langerung der Allylphosphate der jeweils terminalen Prenyleinheit mit Geranylgeranylmagne-
siumchlorid hergestellt. Die Methode ist im Vergleich zum oben geschilderten Verfahren
wegen der unbefriedigenden Stereoselektivitit (vgl. hierzu auch 2.1.2.1) wenig effektiv,
dariiberhinaus werden sehr hohe Uberschiisse der Geranylgeranyl-Grignard-Verbindung

benstigt.!! "]
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OR
MeO,C

OMe 2 \(\(\)\K

MeO Ts
OCO,Me T +
3 x Mittelbaustein MeO,C

MeO X = ew. R = H ~ CO,Me) \(\(\/\(

OMe Ts

Aromat mit endstandig Endbaustein

funktionalisierter Geranyleinheit l

Coenzym Q10

Schema 16. Iterativer Aufbau der Csp-Seitenkette des Coenzyms Qo nach Keinan und Eren.

Biellmann!!’%!7"]

entwickelte eine Methode zur Verkniipfung von Prenyleinheiten. Dabei wird
ein (Poly)prenylphenylthioether in a-Stellung zum Schwefelatom deprotoniert und anschlie-
Bend mit einem (Poly)prenylbromid umgesetzt, um nach reduktiver Entfernung der Thio-
ethergruppe Verbindungen vom Squalen-Typ zu erhalten. Werden als Elektrophile anstelle
von Prenylbromiden geeignete 2-Methylallylhalogenide (terminal funktionalisierte Prenylver-
bindungen) eingesetzt, so lassen sich beide Partner zu Polyprenylverbindungen kuppeln.!'”™
Dieses modifizierte Biellmann-Verfahren wird auch zur Verldngerung der Seitenketten von
prenylierten Arenen, oftmals im Zuge von Ubichinonsynthesen, verwendet (Schema
17).10M17-1821 Apstelle der Thioether werden meist Sulfonylverbindungen eingesetzt. Seltener
wird die umgekehrte Variante, die Kupplung des Anions eines 2-Methylallyltosylates mit

92,183

Prenylbromiden, ausgefiihrt.! I Die Geometrie der Doppelbindungen wird durch die Reak-

tanden bereits vorgegeben und im Falle der (£)-Konfiguration beider Reaktionspartner kon-

179]

serviert,'' " auch (Z)-2-Methylallylhalogenide kénnen unter Konfigurationserhalt umgesetzt

werden.!'3%

——
X Hal GWH X H
m n m+n+1
SO,R

Schema 17. Verliangerung von isoprenoiden Seitenketten nach dem Biellmann-Verfahren.
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2.6 Retrosynthetischer Schnitt durch den Ring

Zur Synthese prenylierter Arene bzw. Chinone werden auch Konzepte herangezogen, bei wel-
chen die retrosynthetische Schnittstelle durch den die Seitenkette tragenden Sechsring
verlduft. So kénnen Vitamine vom K-"*'* und E-"*Typ nach Détz durch Umsetzung von
Fischer-Chrom-Carben-Komplexen mit isoprenoiden Eninen erhalten werden. Der Alkinein-

bau verlduft jedoch mit schlechter Regioselektivitét.

Die Diels-Alder-Reaktion eines geschiitzten dihydroxylierten Dihydroisobenzofurans mit
einem von Phytol abgeleiteten Propargylmethylester liefert nach Entschiitzung, Reduktion der

Esterfunktion zur Methylgruppe und Oxidation zum Chinonsystem Vitamin K; (Schema

18).1%
E R co,Me
. b\/

Schema 18. Prinzip der Synthese von Vitamin K; iiber eine Diels-Alder-Reaktion.

Durch die vermutlich iiber Keten- und Diradikalintermediate verlaufende thermische Umlage-
rung von 4-Alkinyl-2,3-dimethoxy-4-hydroxycyclobutenonen ist das Substitutionsmuster von

Demethylubichinonen grundsitzlich zuginglich (Schema 19).1'*!

MeQ 0
. 74
=\ 1
MeO OH

Schema 19. Umlagerung von 4-Alkinyl-2,3-dimethoxy-4-hydroxycyclobutenonen zum De-

methylubichinonsystem.
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2.7 Exkurs: Analyse von Doppelbindungskonfigurationen in Polyisopren-

ketten mittels NMR-Spektroskopie

Die bei Bestimmung der Geometrie von Doppelbindungen in Polyisoprenketten mittels NMR-

Spektroskopie wichtigen GesetzméBigkeiten werden im folgenden kurz zusammengefaft.

2.7.1 'H-NMR-Spektroskopie

Die 'H-NMR-Spektroskopie wurde erstmals im Jahre 1965 zu Untersuchungen der Doppel-
bindungsgeometrie bei Phyllochinonen und Menachinonen herangezogen.[54] Die chemischen
Verschiebungen der Protonen der Methylgruppen in jeder Isopreneinheit werden von der
Doppelbindungskonfiguration der betreffenden Einheit beeinfluft. Im 'H-NMR-Sprektrum
treten diese Protonen a, B, v, € (Tabelle 1) als durch *J-Kopplungen verbreiterte Singuletts in
Erscheinung. Die Protonen der Methylgruppe einer (Z)-Isopreneinheit erfahren — bedingt
durch die vinylischen Wasserstoffatome — gegeniiber denen einer (E)-Einheit einen Tieffeld-
shift von A8 = 0.07-0.09.1") In CDCl; betragen die jeweiligen chemischen Verschiebungen
fiir B-Protonen um 6 1.57-1.62 fiir (E)-Einheiten und um 6 1.66-1.69 fiir (2)-Einheiten. Unter-
suchungen am Beispiel der Ubichinone zeigen, dafl die chemische Verschiebung der Methyl-
gruppenprotonen der dem Chinonring benachbarten ersten Isopreneinheit zusitzlich vom
Chinonsystem beeinflult wird, und daB zwischen allen weiteren Isopreneinheiten und dem
Chinonring keine Wechselwirkung mehr besteht.!'”” Beispielsweise im Farnesylsdureethyl-
ester (vgl. Tabelle 1: R = CO,Et, n = 1) ist der EinfluB des Substituenten R besonders stark:
die chemische Verschiebung der Protonen der a-Methylgruppe betrdgt 6 2.16. Die chemi-
schen Verschiebungen der Protonen der beiden terminalen Methylgruppen y und € unterschei-
den sich nicht von denen im Mittelteil einer Kette, und die Protonen der zu dem vinylischen

Wasserstoffatom cis-stdndigen endstindigen Methylgruppe € erfahren ebenso den erwéhnten

Tiefteldshift.
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Methylgruppe d/ppm

1.57-2.2 (abhédngig von R und Konfiguration)
(E)-Einheit: 1.57-1.62; (2)-Einheit: 1.66-1.69
1.57-1.62
1.66-1.69

n < ™R

Tabelle 1. '"H-NMR-Verschiebungen der Protonen von Methylgruppen in Polyisoprenketten
(CDCls, Standard: CHCl; = 7.26)."

2.7.2 "*C-NMR-Spektroskopie

Beim Vergleich der jeweils vier moglichen Isomere von Farnesol (R = CH,OH), Farnesyl-
bromid (R = CH,Br) und Farnesylsdureethylester (R = CO,Et) stellt sich heraus, daB jede Iso-
preneinheit zwei Kohlenstoffatome besitzt, deren chemische Verschiebungen relativ stark von
der Geometrie der Doppelbindungen abhédngen: das Kohlenstoffatom der Methylgruppe und
das Kohlenstoffatom der jeweils dem quartiren C-Atom benachbarten Methylengruppe
(Tabellen 2 und 3). Zugleich sind die chemischen Verschiebungen aller anderen C-Atome

nahezu nicht von der Geometrie der Doppelbindungen abhingig (Tabellen 4 und 5).191

15 14 13 | | 1
\ N R R = CH,OH, CH,Br, CO,Et
12 8 4 2

Abbildung 3. Atomnumerierung in allen mdglichen Isomeren von Farnesol, Farnesylbromid
und Farnesylséureethylester.

C-Atom Oc in (E)-Einheiten dc in (Z)-Einheiten
4 39.6-41.5 31.55-33.9
8 39.8-40.1 31.0-32.2
14 16.0-16.25 23.4-26.0

Tabelle 2. *C-NMR-Signale in Farnesolderivaten, deren '*C-NMR-Verschiebungen nahezu
ausschlieBlich von der Doppelbindungsgeometrie abhingig sind.'?

"' Vgl. hierzu z.B. Lit.'"®! sowie Daten aus dieser Arbeit.
12 CDCl;, TMS, 15 MHz, nach Lit.""”'! Numerierung der Atome wie in Abbildung 3 gezeigt.
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R Oc in (E)-Einheiten Oc in (Z)-Einheiten
CH,0H, CH;,Br 15.9-16.3 23.0-23.6
CO,Et 18.9-19.0 25.5-25.9

Tabelle 3. *C-NMR-Verschiebungen von C-13 in Farnesolderivaten. & (C-13) ist sowohl von
R als auch von der Doppelbindungsgeometrie abhingig. '

C-Atom oc C-Atom oc C-Atom oc
5 25.35-27.1 9 26.3-27.1 12 23.1-25.9
6 123.3-125.3 10 124.0-124.9 15 17.3-17.9
7 135.4-136.4 11 130.9-131.9

Tabelle 4. °C-NMR-Signale in Farnesolderivaten, deren Verschiebungen von R und von der
Doppelbindungsgeometrie nahezu unabhingig sind."?

C-Atom oc (R =CH,0H) dc (R = CH;Br) Oc (R = COEY)
- 58.3-59.3 28.5-29.3 165.8-167.0
2 123.9-125.0 120.8-121.6 116.0-116.9
3 138.6-139.2 142.7-143.5 159.5-160.2

Tabelle 5. °C-NMR-Signale in Farnesolderivaten, deren Verschiebungen nahezu ausschlie-
lich von R abhingig sind."

Das *C-NMR-Spektrum einer Verbindung, die eine (E)-Isopreneinheit enthilt, zeigt ein CHs-
Signal bei 6 16-19 und ein Signal der dem quartiren Kohlenstoffatom benachbarten Methy-
lengruppe bei 6 39-40; die korrespondierenden Signale im Spektrum einer Verbindung mit
(Z)-Isopreneinheit erscheinen bei & 23-26 und & ~ 32.1"¥""!) Dje chemische Verschiebung der
Methylgruppen kann im Falle mittlerer und groBer Ringe zur Bestimmung der Doppelbin-
dungsgeometrie auch in cyclischen Terpenoiden herangezogen werden.!'”! Tanakal'**'**
fiihrte detaillierte *C-NMR-Untersuchungen an Polyprenolen aus und charakterisierte die
jeweils einem tetrasubstituierten Kohlenstoffatom benachbarten Methylengruppen anhand
kleiner (A6 = 0.1-0.3), aber systematisch auftretender Unterschiede in deren chemischen
Verschiebungen zusitzlich nach der Konfiguration der jeweils direkt an diese Methylen-
gruppe angrenzenden Isopreneinheit und der Stellung (Ende, Mitte oder Beginn) eines derar-
tigen Paares in einer Kette. Ebenso ist die chemische Verschiebung des quartdren Kohlen-
stoffatoms in der endstdndigen Isopreneinheit abhéngig von der Geometrie der benachbarten,

(941 Mit diesem System gelingt die Bestimmung der Reihenfolge

195]

vorletzten Doppelbindung.
von (E)- und (Z)-Isopreneinheiten beispielsweise von Ficaprenol-11""*! oder von Schweine-

leber-Dolichol.['*¢!

" Genauere Messungen an Polyprenolen zeigen, daB die Abhingigkeit der chemischen Verschiebung von C-1
von der Konfiguration der C-2-Doppelbindung gering, aber systematisch ist. Beispiel R = CH,OH: §(C-1) =
59.00-59.04 fiir (2Z)-Farnesole, 5(C-1) = 59.41-59.49 fiir (2E)-Farnesole (CDCl;, TMS, 50 MHz) (nach Lit."""}).
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31 Wahl der Position der Isotopenmarkierung

Mit Ausnahme der Isotopenmarkierung des Carboxyl-Kohlenstoffatoms der Benzoesdurederi-
vate, welche wegen der im Laufe der zu untersuchenden Biosynthesewege auftretenden
Decarboxylierung nicht in Betracht kommt, ist grundsétzlich die Markierung jedes Kohlen-
stoffatoms der potentiellen Biosynthesezwischenstufen denkbar. Eine synthetisch aufwendige
Einflihrung der Isotopenmarkierung in den aromatischen Ring der zu verfiitternden preny-
lierten Verbindungen ist aber nicht unbedingt erforderlich — die Markierung kann ebenso in
eine geeignete Position des Diterpensubstituenten eingefiihrt werden. Diese Uberlegung
erscheint auch unter 6konomischen Aspekten sinnvoll, da der einmal hergestellte *C-markie-
rte Geranylgeranylbaustein dann zur Synthese aller Zielverbindungen Verwendung finden

kann.

Um falschpositive Aussagen zu vermeiden, soll die Isotopenmarkierung so eingefiihrt werden,
daB sich die betreffenden '*C-NMR-Signalverschiebungen in verfiitterter Biosynthesezwi-
schenstufe und erwartetem Stoffwechselprodukt nach Mdglichkeit unterscheiden. Diese
Bedingung wird am besten von den Atomen C-1', C-2' und C-3' einer Polyprenylseitenkette
erfiillt. Eine Markierung von C-1 des Geranylgeraniols (entspricht C-1' der Geranylgeranyl-
seitenkette) ausgehend von relativ preisgiinstigem Natrium[1-""Clacetat ist nach literaturbe-
kannten Verfahren synthetisch ohne groBeren Aufwand durchfiihrbar. Aus Kostengriinden
wurde lediglich eine kleine Menge [1,2-"°C,]Geranylgeraniol hergestellt. Die 1,2-Doppelmar-
kierung hat, bedingt durch die im NMR-Spektrum auftretende charakteristische C—C-Kopp-
lung, den Vorteil der niedrigeren Nachweisgrenze einer Isotopenanreicherung im Metaboliten.
Grundsidtzlich wurde bei allen Syntheseansitzen angestrebt, die Zahl der erforderlichen
Synthesestufen mit isotopenmarkierten Bausteinen zu minimieren und mdglichst hohe
Ausbeuten beziiglich der markierten Komponenten zu erreichen. Vorversuche zu Prenylie-

rungen wurden stets unter Verwendung des billigen Geraniols durchgefiihrt.
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3.2 Herstellung von (E,E,E)-[1-*C]- und (E,E,E)-[1,2-'*C,]Geranylgeraniol
(20*, 20**)

Zur Herstellung von unmarkiertem (E,E,E)-Geranylgeraniol (20) existieren mehrere verschie-
dene Ansitze. Die erste Synthese wurde von Ruzicka'"” durch Anlagerung von Acetylen an

Farnesylaceton durchgefiihrt. Moderner wird die C,-Einheit {iber eine Wittig-Reaktion einge-

[178,199]

bracht."*® Zwei Geranyleinheiten lassen sich durch Biellmann-Kupplung oder unter

[200,201]

Einsatz bariumorganischer Chemie zusammenfiigen. Beliebige Stereoisomere des

.[167]

Geranylgeraniols und anderer Polyprenylalkohole stellt Negishi* °" in reiner Form durch wie-

derholte Kreuzkupplung von Homopropargylzinkhalogeniden mit Alkenyliodidderivaten her.

Farnesol kann in Form des terminalen n-Allylpalladiumkomplexes von Farnesylsduremethyl-

(2921 Ebenso kann die Cs-Einheit in Form von

[203]

ester um eine Prenyleinheit verldngert werden.

Isoprenepoxid in ein von Farnesol abgeleitetes Sulfonylderivat eingefiihrt werden.

Fiir die Umwandlung des nach Verldngerung von (E,E)-Farnesol mit Acetessigester erhalte-
nen B-Ketoesters 14 (Schema 20) in Geranylgeraniol wurden zwei Methoden entwickelt:
Ubertragung einer Methylgruppe auf das Alkenylphosphat 16 durch ein Cuprat®®"! und
Einfiihrung der Methylgruppe in das entsprechende Alkenyltriflat durch Suzuki-Kupp-
lung.*”! Wegen der guten Zuginglichkeit *C-markierten Acetessigesters (s.u.) kommen
beide Verfahren fiir die Synthese isotopenmarkierten Geranylgeraniols in Betracht. Wéhrend
das bei letzterem Verfahren benotigte Alkenyltriflat aus dem B-Ketoester 14 in 58 % Ausbeute
erhalten wird, zeichnet sich — bei sonst dquivalenten Ausbeuten — die erstere, von Schmalz**¥
entwickelte Methode durch einen nahezu quantitativen Umsatz bei der Herstellung des

Alkenylphosphats 16 aus und wurde deshalb hier bevorzugt.

Schmalz!?*!

wandte sein Verfahren bereits zur Herstellung von isotopenmarkiertem Geranyl-
geraniol an. Demnach kann (E,E,E)-[1,2,3,4-13C4]Geranylgeraniol in vier Stufen aus
[1,2,3,4-°C4]Acetessigsiureethylester synthetisiert werden. Die Synthesesequenz wurde mit
[1-"*C]Acetessigsdureethylester (10%) und [1,2-°C,]Acetessigsdureethylester (10%*) durchge-
fiihrt, um entsprechend zu [1-"*C]- (20%) bzw. [1,2—13C2]Geranylgeraniol (20**) zu gelangen
(Schema 20). Durch Reaktion des Dianions des Acetessigesters mit Farnesylbromid erhalt
man den B-Ketoester 14, welcher selektiv in das (Z)-Alkenylphosphat 16 {iberfiihrt werden

kann. Umsetzung mit Lithiumdimethylcuprat ergibt den (E,E,E)-Geranylgeranylsdureethyl-
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ester (18) unter Retention der Doppelbindungsgeometrie,'* welcher mit DIBAL zum Allyl-
alkohol 20 reduziert wird.

o o 1. LIHMDS o o 1. NaH
(Et0);S0, 2. CH;COCI 2. n-BuLi
P P VO U -
1 ONa  455.165°C 1 OEt  THF, -78°C 1 OEt 3. Geranylbromid: 11
2 85 % 2 60-65 % 2 Farnesylbromid: 12
1-13%: 8* 1-13%: o* 1-13%: 10* THE. 0°C
1,2-PC,: 8 1,2-3C,: 9 1,2-3C,: 10 56.70 %
1. NaH ,P(O)OE):
O O 2. P(O)(OE),Cl W LiMe,Cu
H NN _— H NN NN _—
n ) 1 OEt Etzo, OOC N ) 1 OEt ETZO, _780C
92-98 % 70-90 %
n=2:13 n=31-"C:. 14 n=2:15 n=3,1-"2C:. 16*
n=3: 14 n=31.2"Cy 14= n=3:16 n=31.2"C, 16*
] Q DIBAL y
N X —— X N
1 OBt ol 0°C o o
. 75-85 % ”
n=2:17 n=3,1-°C: 18* n=2:19 n=3,1-"C: 20*
n=3: 18 n=3,12"C, 18* n=3:20 n=3,12"C, 20*

Schema 20. Synthese von (E,E)-Farnesol (19), (E,E,E)-Geranylgeraniol (20), (E.E.E)-[1-"C]-
Geranylgeraniol (20%) und (E,E,E)-[1,2-"°C,]Geranylgeraniol (20%*).

Die wohl billigste Ressource zur Synthese von isotopenmarkiertem Acetessigester stellt
BC-angereichertes Natriumacetat (8% bzw. 8**) dar. Dieses wird mit Diethylsulfat zu Essig-
sdureethylester (9%, 9%*) O-ethyliert.?**'> Aus dem Esterenolat und Acetylchlorid wird dann

Acetessigsiureethylester (10%, 10**) erhalten.!*”!

Nichtmarkiertes Geranylgeraniol (20) wurde ebenfalls nach dem Verfahren von Schmalz
synthetisiert. Aufgrund des hohen Preises des zur Herstellung des Farnesylbromides erforder-
lichen (E,E)-Farnesols (19) wurde die Schmalzsche Methode auch zu dessen Synthese ange-
wandt. In diesem Falle ist bei der Verldngerung des Acetessigesters anstelle von Farnesyl-

bromid Geranylbromid einzusetzen.

' Die Farnesylsdureethylester 17 bzw. Geranylgeranylsiureethylester 18 eigener Herstellung enthielten stets
noch einen geringen Anteil (ca. 5%) des (2Z)-Isomeren. Dieses kann aber auf der Stufe der Allylalkohole 19
bzw. 20 mittels Chromatographie an Kieselgel vollstdndig abgetrennt werden.

' Fiir eine Ubersicht der hierbei gebrauchlichen Ethylierungsmethoden s. Kap. 4.3.
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3.3 Anmerkungen zur Bromierung von Polyprenylalkoholen

Das klassische und immer noch hiufig angewandte Verfahren zur Uberfiihrung von (Poly)-
prenylalkoholen in die entsprechenden Bromide besteht in der Umsetzung mit Phosphortri-
bromid mit oder ohne Pyridinzusatz. Die Reaktion verlduft allgemein zuverldssig, mit sehr
guten Ausbeuten und unter weitgehender Retention der Doppelbindungsgeometrie. Teilweise
wird aber in der Literatur von der Bildung nicht definierter Nebenprodukte berichtet.l**®]
Wihrend eine Reinigung von Geranylbromid durch Vakuumdestillation ohne weiteres mog-
lich ist, kann eine solche mit den hheren Homologen wegen thermischer Instabilitdt nicht
mehr durchgefiihrt werden. Ebenso fiihrt Sdulenchromatographie an Kieselgel zur Zersetzung

der Verbindungen. Farnesylbromid und hohere Homologe werden deshalb stets im rohen

Zustand weiter umgesetzt.

Verglichen damit verlduft die vollig neutrale Bromierung nach Appel, d.h. Umsetzung mit
dem System Tetrabrommethan / Triphenylphosphan,'® nach eigenen Erfahrungen wesentlich
sauberer. Diese Reaktion ist auch mit Polyprenylalkoholen seit langem literaturbekannt.'**”’
Als unangenehm erweist sich dabei lediglich die Abtrennung des Triphenylphosphanoxids,
die erst durch mehrtidgige Hexanfillung weitgehend gelingt. Nicht umgesetztes Tetrabrom-
methan kann an der Olpumpe entfernt werden. Es sollten nur geringe Uberschiisse beider
Reagenzien eingesetzt werden. Versuche, das Tetrabrommethan durch das leichter fliichtige

Bromtrichlormethan zu ersetzen, fiihrten zu Produktgemischen.

3.4 Synthesen prenylierter Verbindungen liber die Stille-Reaktion

Als eine vielversprechende Methode erschien die Anwendung der Palladium(0)-katalysierten
Kreuzkupplung einer Aryltrialkylzinnverbindung mit Allylhalogeniden bzw. eines Arylhalo-
genids mit einer Allyltrialkylzinnverbindung (Schema 21). Deshalb wurde zundchst ange-
strebt, die Syntheseziele 1-7 auf diesem Wege zu erschliefen. Um die Zahl der Reaktions-
schritte fiir die '*C-isotopenmarkierte Komponente, die Terpeneinheit, méglichst gering zu

halten, wurde die Umsetzung von Allylhalogeniden mit Arylstannanen gegeniiber dem umge-

'® Die Bromierungsreaktion verlduft nach eigenen Beobachtungen deutlich schneller als die analoge Chlorierung
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kehrten Ansatz bevorzugt. Wegen ihrer im Vergleich zu den Tri-n-butylderivaten hoheren

Toxizitdt'” unterblieben grundsitzlich Versuche mit Trimethylorganostannanen.

©\SnR3 Hal X H
n —,

Pd(0)

/
Hal R3S"MH
n

Schema 21. Sowohl die Umsetzung von Arylstannanen mit Polyprenylhalogeniden als auch
der umgekehrte Ansatz fithren zu polyprenylierten Arenen (vgl. 2.1.3).

3.4.1 Herstellung von Aryltributylzinnverbindungen

Ein groBer Vorteil der Stille-Kupplung und anderer verwandter Kreuzkupplungen besteht in
der breiten Schutzgruppentoleranz. Zur Synthese der ndtigen Ausgangsverbindungen, der

211 welche das

Organostannane, dagegen sind oftmals drastische Bedingungen erforderlich,'
Spektrum der verwendbaren Schutzgruppen stark einschrinken. Eine Mdoglicheit zur milden
Einfiihrung des Trialkylzinnsubstituenten in Arene bietet die Palladium(0)-katalysierte
Umsetzung von Hexaalkyldistannanen mit Arylbromiden oder -iodiden. Bei diesem
Verfahren werden beispielsweise auch Acetatschutzgruppen toleriert. Uber mittlere bis gute
Ausbeuten wird berichtet, wenn zwei Aquivalente des Distannans in Gegenwart von
Pd(PPhs); oder Pd(PPh;),Br; bei Temperaturen von 105 bis 115°C eingesetzt werden.*'”
Organozinnverbindungen sind im allgemeinen luft- und feuchtigkeitsstabil und konnen

beispielsweise durch Destillation oder Chromatographie gereinigt werden.!'**!'!]

Zunichst wurden Syntheseversuche am System der 3,4-Dihydroxy-5-polyprenylbenzoesduren

und der 6-Polyprenylbenzol-1,2,4-triole unternommen.

Zur Synthese von 3,4-Diacetoxy-5-brombenzoesduremethylester (21) wurde 3,4-Dihydroxy-
benzoesdure in Methanol bromiert, anschlieBend unter Standardbedingungen verestert und

acetyliert (79 % tiber alle Stufen).

"7 Innerhalb der Verbindungsklasse R,SnX,., (X: anorganischer Rest) ist die Toxizitit fiir n = 3 am ausgeprig-
testen. Unter diesen zeigen Trimethyl- und Triethylverbindungen ggiib. Sdugetieren die hochste Toxizitit,
welche dann mit steigender Kettenlinge abnimmt. Trioctylzinnverbindungen sind bereits nahezu untoxisch.*'"
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Synthesen polyprenylierter Arene

Zur Herstellung von 1,2,4-Triacetoxy-6-brombenzol (23)'® wurde Vanillin in Eisessig bro-

231 ynd das erhaltene Bromvanillin anschlieBend einer Dakin-Oxidation unterworfen.

214]

miert!
Die modernere Variante mit Natriumpercarbonat unter Einwirkung von Ultraschall,*'¥ wobei
im vorliegenden Falle auf letzteren verzichtet werden kann, liefert etwas bessere Ausbeuten
und ist bequemer durchzufiihren als die klassische Methode mit Wasserstoffperoxid in
Gegenwart von Kaliumhydroxid.*"”! Nach Entschiitzung mit Bortribromid™®'® wurde acety-

liert.*!”]

R R
n'BUGSnz
Pd(PPh3),Cl,
_—
AcO Br Toluol, A AcO SnBus
15-40 %
OAc OAc
R =CO,CH3: 21 R = CO,CH3: 22
R = OAc: 23 R = OAc: 24

Schema 22. Palladiumkatalysierte Umsetzung von Hexabutyldistannan mit den Arylbromiden
21 und 23.

Die Arylbromide 21 und 23 wurden mit einem bis zwei Aquivalenten Hexa-n-butyldistannan
in Gegenwart der Katalysatoren Pd(PPhs)4, Pd(dba), bzw. Pd(PPh;),Cl, in Toluol fiir 12 bis
60 h auf 90 bis 115°C erhitzt (Schema 22). Die schwankenden Ausbeuten lagen mit 15 bis
40 % in einem unerfreulich niedrigen Bereich. Zur Beschleunigung des Reaktionsablaufs wird
der Zusatz von substdchiometrischen Mengen Tetraethylammoniumchlorid empfohlen,*'®
doch konnten auch auf diese Weise keine bedeutenden Verbesserungen erzielt werden, eben-
sowenig bei Zusatz von Tetrabutylammoniumiodid. Uberdies erwies sich die Abtrennung von
iiberschiissigem Hexabutyldistannan als schwierig. Wéhrend eine zufriedenstellende Tren-
nung durch Sdulenchromatographie an Kieselgel trotz des groBen Polarititsunterschiedes
zwischen Distannan und Produkt nicht gelang, konnte eine akzeptable Reinigung mittels

praparativer Radial-Schichtchromatographie an Kieselgel mit Laufmittelfraktionen steigender

Polaritat erzielt werden.

Bei groBerer sterischer Abschirmung des Halogenatoms verlduft die Stannylierung mit dem

beschriebenen Verfahren selbst unter Einsatz von Aryliodiden noch schlechter. Durch Iodie-

"® Diese Bezeichnung wurde wegen der besseren Anschaulichkeit gewihlt und ist nicht korrekt. Die richtige
Bezeichnung fiir 21 nach IUPAC lautet 2,4-Bis(acetyloxy)-6-bromphenylacetat.
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(2191 Entschiitzung™ und Acetylierung wurde 1,2,4-

rung von 2,3,6-Trimethoxyphenyllithium,
Triacetoxy-3-iodbenzol®® erhalten. Aus diesem Iodaren konnte mit der beschriebenen

Methode nahezu kein Arylstannan gewonnen werden.

3.4.2 Kupplung von Aryltri-n-butylstannanen mit Polyprenylbromiden

Die Kupplung der Aryltri-n-butylstannane 22 und 24 mit Geranyl- (11) und Geranylgeranyl-
bromid (25) gelingt in guten Ausbeuten unter milden Bedingungen. Bei stochiometrischem
Einsatz der Reaktanden werden in Tetrahydrofuran bei 50°C in Gegenwart von Pd(dba), ohne
Zusatz von Triphenylphosphan Ausbeuten von 60 bis iiber 70 % erreicht. Allerdings werden
Isomerengemische beziiglich der 2',3'-Doppelbindung der Seitenkette erhalten (Schema 23).
Das durch NMR-Spektroskopie ermittelte trans:cis-Verhiltnis liegt fiir alle Verbindungen 26-
29 bei etwa 3:1.

R
4+ Br N N H
AcO SnBuj n
OAc
R = CO,CH3: 22 n=1:11
R = OAc: 24 Pd(dba), n=23:25
THF, 50°C | 60-70%
>12h
R
AcO H
OAc
n=1, R=C0O,CHs: 26 n=1,R=0Ac:27
n =3, R=C0O,CHs: 28 n=3,R=0Ac:29

Schema 23. Stille-Kupplung der Arylstannane 22 und 24 mit Geranyl- (n = 1) und Geranylge-
ranylbromid (n = 3).

Uber eine E-Z-Isomerisierung wihrend der Kupplungsreaktion wird in der Mehrzahl der dies-
beziiglichen Arbeiten nicht berichtet (vgl. 2.1.3). Im Unterschied dazu beobachtet Mori'*"-144
bei der Kupplung eines (2E)-Farnesylacetates mit einem Aryltrimethylstannan einen Verlust

an (F)-Konfiguration in dhnlicher Groenordnung wie der oben beschriebenen. Echavar-

' Versuche mit BBr;'*'®oder Pyridiniumhydrochlorid®” fiihrten nicht zum Erfolg. Die Entschiitzung mit frisch
hergestelltem Aluminiumiodid'**'***! und anschlieBende Acetylierung des Rohproduktes verliefen dagegen mit
55 % Ausbeute iiber beide Schritte.

 Die richtige Bezeichnung lautet 2,4-Bis(acetyloxy)-3-iodphenylacetat.
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Synthesen polyprenylierter Arene

rent'*) bezweifelt grundsitzlich Berichte iiber die Retention der Doppelbindungsgeometrie

bei Reaktionen, die iiber n’-Allylpalladiumkomplexe verlaufen.

Ein weiteres Problem stellt die Kontamination der Reaktionsprodukte mit Resten von Orga-
nozinnverbindungen dar. Durch Schiitteln einer Losung des Rohproduktes mit waBriger Kali-
umfluoridlésung kann zwar der gréfte Teil des Tri-n-butylzinnbromides als sowohl in Wasser

2231 doch lassen

als auch in organischen Solventien schwerldsliches Fluorid ausgefillt werden,
sich Reste von Zinnverbindungen auch durch anschlieende Sdulenchromatographie oder
durch priparative Radial-Schichtchromatographie nicht vollig entfernen. Insbesondere bereits
aus den Synthesen der Arylstannane mitgeschleppte zinnorganische Verunreinigungen erwie-

sen sich als ungeniigend abtrennbar. Die Probleme bei der Abtrennung der toxischen'*'”

224]

Verunreinigungen werden von Fouquet'***! als ,.the main drawback of the organotin-based

methodology“ bezeichnet.

Fouquet entwickelte eine Variante des Stille-Verfahrens, bei welcher Monoorganozinnverbin-
dungen als Kupplungspartner eingesetzt werden. Die Zinnverunreinigungen in den Produkten
sind dann mit 100 bis 200 ppm mindestens 50-fach geringer konzentriert als bei der konven-
tionellen Kupplungsmethode mit Tetraorganostannanen und iiberdies hauptsichlich anorgani-
scher Natur.””! Bei der Kupplung der entsprechenden Allyl- und Prenylzinnderivate mit
Arylhalogeniden findet aber ausschlieBlich y-Substitution statt,**! so daf das Verfahren zur

Einfiihrung von Polyprenylresten in Arene ungeeignet ist.

Die vollstindige Entschiitzung der 3,4-Diacetoxy-5-polyprenylbenzoeséduremethylester 26
und 28 gelingt in sehr guten Ausbeuten mit Lithiumhydroxid im refluxierenden Methanol-
Wasser-Gemisch. Die Acetatschutzgruppen der 1,2.4-Triacetoxy-6-polyprenylbenzole'® 27

[227) entwickelten Methode nucleophil mit

und 29 werden nach einer von Steglich und Zechlin
Hydrazinhydrat in Methanol in wenigen Minuten sauber abgespalten. Dabei werden nahezu

quantitative Ausbeuten erzielt.

Aufgrund der Erfahrungen mit Zinn-Kontaminationen wurden weitere Versuche auf dem Ge-
biet der Stille-Kreuzkupplung unterlassen. Es muf3ten andere Verfahren fiir die Synthese der

polyprenylierten Phenole und Benzoesduren gefunden werden.
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3.5 Synthesen polyprenylierter Phenole

Nachdem eine allgemeine Herstellung der erforderlichen polyprenylierten Arene iiber die
Stille-Reaktion aus den genannten Griinden nicht in Frage kam, wurde zunichst auf klassische
Methoden der Herstellung polyprenylierter Arene zuriickgegriffen. Mit derartigen Verfahren

konnten die polyprenylierten Phenole 5-7 in zufriedenstellender Weise hergestellt werden.

3.5.1 [1-"*C]Geranylgeranylhydrochinon (5*) durch Friedel-Crafts-Alkylierung

OH
[1-13C]Geranylgeraniol
BF3 °OEt2
Dioxan, 60°C
31%
OH

Schema 24. Friedel-Crafts-Alkylierung von Hydrochinon mit (E,E,E)-[1-"°C]Geranylgera-
niol.

10891 yerlauft

Die Friedel-Crafts-Alkylierung von Hydrochinon unter Bortrifluorid-Katalyse
mit Geranylgeraniol (20) in einer Ausbeute von 31 % beziiglich des Allylalkohols (Schema
24). Hydrochinon wird im Uberschuf eingesetzt. Das (2'Z)-Isomere zu 5 entsteht nur in vollig
untergeordnetem Mafe. Nachdem keinerlei Schutzgruppenchemie erforderlich ist und
bequemerweise der Allylalkohol direkt eingesetzt wird, erschien eine, wenn auch erfolgver-

sprechende, Ausbeutenverbesserung durch Umstieg auf metallorganische Verfahren nicht

notwendig.

Nach Beendigung dieser Arbeiten erschien ein Bericht iiber die Herstellung von 2-Polyprenyl-
6-methylhydrochinonen.™ Dazu wurde das entsprechende geschiitzte Arylbromid nach Halo-
gen-Lithium-Austausch mit Kupfer(1)-iodid in ein Cuprat tiberfiihrt und anschlieend alky-
liert. Die Ausbeuten beziiglich der Terpenkomponente sind dabei allerdings noch geringer als

die durch Friedel-Crafts-Alkylierung erhaltenen Ausbeuten.
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Synthesen polyprenylierter Arene

3.5.2 Polyprenylierte Phenole liber Arylmetallverbindungen

Zur Einfiihrung der Terpeneinheiten in trihydroxylierte Arene wurden Arylmetallverbindun-

gen mit Polyprenylbromiden umgesetzt.

3.5.2.1 Wahl der Schutzgruppen

Beziiglich der Basenstabilitidt werden an die Schutzgruppen der Hydroxyfunktionen hohe An-
spriiche gestellt. Versuche der Spaltung von Arylmethylethern fithren meist zu Nebenreaktio-
nen in der isoprenoiden Seitenkette,” weshalb Methylether nicht zur Anwendung kommen
sollen. Basenstabile Silylschutzgruppen wurden als zu sperrig erachtet, um ungestorte Sub-
stitutionsvorgange in der ortho-Stellung zu ermoglichen.

Nicht zuletzt wegen der starken ortho-Lenkungswirkung auf Alkyllithiumverbindun-

2282291 welche bei den beschriebenen Synthesen verschiedentlich ausgenutzt wird, fiel die

gen,!
Wahl auf Methoxymethylether (MOM). Die saure Hydrolyse dieser Acetale kann auch in
Gegenwart ortho-stindiger Polyprenylketten ohne unerwiinschte Nebenreaktionen durchge-
fiihrt werden.**%*%#2 In den eigenen Arbeiten hat sich die Acetalspaltung mit einer alkoho-
lischen Chlorwasserstofflosung sehr bewdhrt. Zur bequemen Steuerung der Sdurekonzentra-
tion wird HCIl zweckméBig durch Alkoholyse von Acetylchlorid erzeugt. Die Acetylierung

von Methanol unter Freisetzung von Chlorwasserstoff erfolgt rasch.'

Das Schiitzen auch von trihydroxylierten Arenen gelingt in guten Ausbeuten standardméfig
mit Chlormethoxymethan (MOMCI) in Gegenwart von Hiinig-Base.'**”! Mit dem alternativen
Konzept der siurekatalysierten Umacetalisierung von Dimethoxymethan!*®! lieBen sich vor
allem beim Schiitzen mehrwertiger Phenole keine befriedigenden Ausbeuten erzielen. Beson-
ders bequem und billig ist die Herstellung von Chlormethoxymethan aus Acetylchlorid und
Dimethoxymethan.'”*”! Dabei sind keinerlei Abtrennungs- oder Reinigungsschritte erforder-
lich, einziges Nebenprodukt ist der i.d.R. nicht storende Essigsduremethylester. Verwendet
man statt Acetylchlorid n-Hexansdurechlorid, so kann das gebildete Chlormethoxymethan

[238

von dem schwererfliichtigen Hexansduremethylester abdestilliert werden.**! Mit dem erstge-

I Die Geschwindigkeitskonstante fiir die Solvolyse von Acetylchlorid in Methanol betrigt k = 0.108 s.1%

Nach ¢ = ¢, e™ haben nach 43 s bereits 99 % des Séurechlorides abreagiert. Arylmethoxymethylether wurden
bereits auf diese Weise gespalten.*!
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nannten Verfahren wurden aber stets zufriedenstellende Ergebnisse erzielt, so dall auf eine

Destillation des toxischen Chlormethoxymethans verzichtet werden konnte.

3.5.2.2 3-Polyprenylbenzol-1,2,4-triole (7, 7*, 33)

OAc OMOM
OAC 4 N,H,, MeOH OMOM
2. MOMCI, i-Pr,NEt,
OAc CH2OC'2 OMOM
30 62% 31
OMOM OH
1. n-BuLi, THF, RT
2. CuCl, 0°C, 0.5 h OMOM' accl (0.2 M) OH
> —_—
3. RBr, -20°C R MeOH R
70-73% 64 - 68 %
OMOM OH
R = Geranyl 32 33
R = Geranylgeranyl 34 7
R =[1-"C]-Geranyl-  34* 7
geranyl

Schema 25. Kurze Synthese von 3-Geranylbenzol-1,2,4-triol (33), 3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-
benzol-1,2,4-triol (7) und 3-(E,E,E)-[1'-°C]Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (7*).

Fiir den Zugang zu diesem Substitutionsmuster wird von der ortho-dirigierenden und aktivie-
renden Wirkung der Methoxymethylethergruppe bei der Lithiierung von Aromaten Gebrauch
gemacht. Wegen des relativ hohen Preises flir Benzol-1,2,4-triol wird dessen Herstellung in
groflerer Menge aus dem billigeren Thiele-Winter-Reaktionsprodukt 1,2,4-Triacetoxybenzol
(30) empfohlen. Die nahezu quantitative Abspaltung der Acetylgruppen gelingt, wie bereits
an anderer Stelle erwihnt (vgl. 3.4.2), schnell und sauber nach Steglich und Zechlin'**"! mit
Hydrazinhydrat. Die Methoxymethyl-Schutzgruppen werden standardmifBig mit Chlor-

methoxymethan in Gegenwart von Hiinig-Base eingefiihrt.

Wie die Auswertung von 'H-NMR-Spektren der Produkte mit [Ds]Methanol gequenchter
Lithiierungsansitze zeigt, fiihrt die Deprotonierung von 1,2,4-Tris(methoxymethoxy)benzol
(31) mit 1.2 Aquivalenten n-Butyllithium bei Raumtemperatur in 30 Minuten zu 95 % Lithiie-
rung. Das Verhéltnis von C-3- zu C-6-Deprotonierung betrdgt 83:17. Der Anteil an C-5-
Deprotonierung ist relativ gering und kann vernachlissigt werden. Zusatz von zwei Aquiva-

lenten TMEDA bleibt ohne Auswirkung.

40



Synthesen polyprenylierter Arene

Das aus der Lithiierung von 31 mit 1.1 Aquivalenten n-Butyllithium in Diethylether und
anschlieBender Umsetzung mit lod erhaltene Isomerengemisch aus 3- und 6-lod-1,2,4-tris-
(methoxymethoxy)benzol im Verhiltnis 75:25 ist durch Chromatographie an Kieselgel nicht
trennbar. Das 5-lod-Isomere wird nicht gefunden. Nur bei kleinen Ansatzgrofen im
0.25 mmol-Bereich wurde durch Wechsel des Losungsmittels auf Tetrahydrofuran eine selek-
tive 3-lodierung erzielt. Die Ausbeute betrdgt dabei etwa 65 %, der Rest ist nicht umgesetztes

Edukt. Bei zunehmender AnsatzgroBe entstand ebenso das 6-lod-Isomere.

LaBt man 31 30 Minuten mit #-Butyllithium bei Raumtemperatur in Tetrahydrofuran reagie-
ren und alkyliert die Aryllithiumverbindung unter Zusatz von 1 mol-% Li,CuCls,* so entste-
hen 55 % des gewiinschten Produktes und zusdtzlich 12 % des 6-Geranylisomers. Der zwar
geringe Unterschied im Laufverhalten erlaubt grundsitzlich die Abtrennung des 6-Geranyl-
1,2,4-tris(methoxymethoxy)benzols (39) von der gewiinschten 3-Geranylverbindung 32 durch

Chromatographie an Kieselgel.

Trotz dieser Schwierigkeiten beziliglich der Regioselektivitit der Deprotonierung bzw. Alky-
lierung des Aromaten konnte ein Verfahren gefunden werden, bei welchem die Regioselek-
tivitdtsprobleme nicht auftreten. Wandelt man die Aryllithiumverbindung bei 0°C durch
Zusatz eines Aquivalentes Kupfer(I)-chlorid in ein Cuprat um und alkyliert mit Geranylbro-
mid oder Geranylgeranylbromid im geringen Unterschuf, so erhélt man selektiv das entspre-
chende 3-Polyprenyl-1,2,4-tris(methoxymethoxy)benzol 32 bzw. 34 in Ausbeuten von etwa
70 % (Schema 25). Eine nennenswerte Bildung regioisomerer Produkte oder von (2'Z)-Isome-

ren wird nicht beobachtet.

Die Entschiitzung gelingt bereits mit geringen Konzentrationen von Chlorwasserstoff in
Methanol (vgl. 3.5.2.1) innerhalb weniger Stunden mit guten Ausbeuten. Dabei tritt keine

Cyclisierung zum Chroman auf.

2 Niheres zu diesem Katalysator in Kap. 3.6.3.
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3.5.2.3 6-Polyprenylbenzol-1,2,4-triole (6, 6*, 40)

CHO CHO OH
Bry Natriumpercarbonat 1. BBr3, CH,Cl,
e > >
MeO '*7%" MeO Br  HEH0 g r 2 ?f.?“é?' -PraNE,
) 91 % 2vl2
OH OH OH 82 %
35 36 37
OMOM OMOM OH
1. n-BuLi, -78°C
2. Li,CuCl, (0.04 Aquiv.) AcCI (0.2 M)
> _—
MOMO Br 3.RBr,-78C—>RT om0 R _MeOH 1o R
-850 71-86 %
OMOM 74-85% OMOM ’ OH
38 R = Geranyl 39 40
R = Geranylgeranyl 4 6
R = [1-"°C]Geranylgeranyl 41* 6*

Schema 26. Synthese von 6-Geranylbenzol-1,2,4-triol (40), 6-(E,E,E)-Geranylgeranylbenzol-
1,2,4-triol (6) und 6-(E.E,E)-[1-"°C]Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (6*). Als Katalysator
kann auch Lithiumtrichlorocuprat verwendet werden.

Um selektiv an der C-6-Position von Benzol-1,2,4-triol zu metallieren, ist die Einfiihrung
eines Halogenatoms erforderlich. Wie bereits in Abschnitt 3.4.1 beschrieben wird Vanillin in
Eisessig selektiv zu 5-Bromvanillin bromiert.*"*! Die freie para-Hydroxygruppe ermoglicht
eine saubere Dakin-Reaktion. Die Dakin-Reaktion scheiterte dagegen mit 5-lodvanillin:

sowohl mit H202/KOH[215 I als auch mit Natriumpercarbonat / Ultraschall®'¥!

216]

wurde lediglich
Ausgangsmaterial isoliert. 37 wird nach Spaltung des Arylmethylethers™® unter Standard-
bedingungen mit Chlormethoxymethan geschiitzt. Nach Brom-Lithium-Austausch bei —78°C
und Zusatz von 4 mol-% Lithiumtrichlorocuprat(1) oder Lithiumtetrachlorocuprat(i)** wird
mit dem entsprechenden (Poly)prenylbromid alkyliert. Als einziges Nebenprodukt wird 1,2,4-
Tris(methoxymethoxy)benzol gefunden. Sny2'-Substitutionsprodukte sind nicht nachweisbar.
Die 2'-cis-Isomeren der Produkte werden nur in einem vernachldssigbar kleinen Anteil

(<5%) gebildet. Beziiglich der Isomerenreinheit der Produkte und der Ausbeuten kann

zwischen den Katalysatoren Li,CuCl; und Li,CuCly kein Unterschied festgestellt werden.
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Synthesen polyprenylierter Arene

3.6 Synthese polyprenylierter Benzoesauren durch Kupplung funktionali-

sierter Arylmagnesiumhalogenide mit Polyprenylhalogeniden

3.6.1 Voruberlegungen

Ist man an einer minimalen Zahl an ndtigen Reaktionsschritten mit bereits prenylierten (isoto-
penmarkierten) Verbindungen interessiert, so ergeben sich besonders fiir die zu synthetisie-
renden Benzoesdurederivate Schwierigkeiten. Ein hdufig angewandtes Verfahren zum Schutz
der Carboxylfunktion gegen metallorganische Reagenzien ist die Umwandlung der korre-
spondierenden Aldehyde in cyclische Acetale. Die zur Acetalspaltung erforderlichen Bedin-
gungen spalten weitere im Molekiil vorhandene (Lewis-)sdurelabile Schutzgruppen wie
Methoxymethylether ebenfalls ab, so da3 die nachfolgende Oxidation zweifach hydroxylierter

Benzaldehydderivate zu den jeweiligen Benzoesdurederivaten Probleme bereiten kdnnte.

Zur Protektion gegen metallorganische Reagenzien kann die Carboxylfunktion auf dieser
Oxidationsstufe in Form von Orthoestern oder 1,3-Oxazolinen geschiitzt werden. Im Unter-
schied zu letzteren werden Orthoester unter liberaus milden Bedingungen sauer hydrolysiert.
Die Herstellung von Orthoestern erfolgt allerdings i.d.R. unter Bedingungen, welche eine
vorherige Einfiihrung weiterer (Lewis-)sdurelabiler Schutzgruppen nicht erlauben.!*-*4-%3
Dies ist mit der Herstellung der Arylhalogenide verschiedener Substitutionsmuster teilweise
schwierig zu vereinbaren bzw. fiihrt zu wenig eleganten Synthesewegen. Die Umsetzung des
Amides 42 mit 1,1,1-Tris(hydroxymethyl)ethan (,,Pentaglycerin®) in Gegenwart von Trifluor-

292 fiihrte zwar

methansulfonsiureanhydrid und eines Uberschusses an Pyridin nach Charette
wie erwartet nicht zur Spaltung des Methoxymethylethers, aber es konnte anstelle des erwar-

teten cyclischen Orthoesters 43 lediglich Ausgangsmaterial isoliert werden (Schema 27).

Der hohe kovalente Charakter der Kohlenstoff-Zink-Bindung und die damit verbundene nied-
rige Reaktivitit von Organozinkreagenzien ermoglichen die Herstellung beispielsweise
Carboxylatester-funktionalisierter zinkorganischer Verbindungen, welche bei Raumtempera-
tur gehandhabt werden konnen. Unter Katalyse von Ni(0) oder Pd(0) verlaufen Allylierungen
von Diorganozink- und Organozinkhalogenverbindungen bevorzugt unter Snx2-Substitution,
wihrend in Gegenwart von Kupfer(1)-salzen hauptsichlich y-Alkylierung eintritt.**) Die

palladiumkatalysierte Umsetzung von Phenylzinkchlorid mit Prenylchlorid liefert z.B. 57 %

2 Der Braunsche Orthoester ist stabil gegen lithiumorganische Reagenzien und kann aus Carbonsduren unter

Vermeidung saurer Bedingungen eingefiihrt werden. Diese Schutzgruppe ist aber fiir a-verzweigte Carbonséduren
: [241]

ungeeignet.
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Sx2-Produkt neben 7% Sn2'-Produkt.**"! Nach der erfolgreichen Anwendung der in Kap.

3.6.3 geschilderten Methodik auf die Synthese der Benzoeséurederivate wurden alle in diesem

"

Abschnitt erwidhnten Ansétze nicht weiter verfolgt.

08 o
CONEt,
Pentaglycerin
Br Py, Tf,0 Br
EtOH, MeCN
OMOM CH,Cl, OMOM
42 43

Schema 27. Versuch zur Herstellung von Orthoestern unter Bedingungen, die einen Erhalt
der Acetalschutzgruppe erlauben.

3.6.2 Magnesiumorganische Verbindungen mit sensiblen funktionellen

Gruppen

Fiir lange Zeit wurden magnesiumorganische Verbindungen als weitgehend inkompatibel mit
empfindlichen funktionellen Gruppen erachtet. Die Arbeiten Knochels auf diesem Gebiet
bewirken eine Neubewertung der Grignard-Chemie. Werden Aryliodide mit stéchiometri-
schen Mengen Isopropylmagnesiumbromid, Diisopropylmagnesium oder Dicyclopentylmag-
nesium behandelt, so findet ein lod-Magnesium-Austausch unter Bildung des entsprechenden
Arylmagnesiumhalogenides statt. Diese Austauschreaktion erfolgt bei Anwesenheit elektro-
nenziehender Substituenten am Aromaten auch im Temperaturbereich von —20 bis —40°C.
Unter diesen Bedingungen sind Grignard-Verbindungen gegeniiber vielen funktionellen
Gruppen wie Amid-, Nitril-, Halogenid- oder Esterfunktionen unreaktiv. Somit ist die Her-
stellung entsprechend substituierter Aryl-Grignard-Verbindungen moglich.***! Das Prinzip

t [246,247

wurde auf Heterocyclen ausgedehn I Teilweise konnen anstelle der (Hetero-)Aryliodide

%81 oder sogar -chloride!®*"! eingesetzt werden. Die Anwesenheit von elektro-

[249 [248

auch -bromide

nenzichenden (besonders Ester- und Cyano-**"') oder chelatisierenden'**® Substituenten am
(Hetero-)Arylhalogenid beschleunigt in jedem Falle die Geschwindigkeit der Austauschreak-
tion erheblich. Alkenyliodide oder -bromide gehen den Halogen-Magnesium-Austausch

wesentlich langsamer ein als die aromatischen Vertreter. Bei Metallierungen von Alkenyl-
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250]

halogeniden iiben dirigierende Sauerstoff-funktionalisierte Gruppen! oder elektronen-

[251]

ziehende a-Substituenten'”” - einen stark beschleunigenden Effekt aus.

Knochel® zeigt fiir Allylierungen die Notwendigkeit der Katalyse mit CuCN -2 LiCl auf.
Als allylische Elektrophile wurden bei Anwendung der Halogen-Magnesium-Austauschreak-

[245

tion bei tiefen Temperaturen bisher ausschlieBlich Allylbromid®*! oder 2-substituierte Allyl-

bromide wie 2-(Brommethyl)acrylsiureethylester>*

eingesetzt. Deren Sn2- und Sn2'-
Substitutionsprodukte sind allerdings identisch und die Voraussetzung fiir £-Z-Isomerie ist

nicht gegeben.

3.6.3 Verfahren zur effektiven Einfiihrung von Polyprenylsubstituenten in

Hydroxybenzoesaurederivate

Das geschilderte Prinzip liel Untersuchungen zur Verwendung von Magnesium-metallierten
Benzoesduremethylesterderivaten als Nucleophile bei der Umsetzung mit isotopenmarkierten
Polyprenylhalogeniden interessant erscheinen: nach einer erfolgreichen Kupplung sind neben

der Abspaltung der Schutzgruppen keine weiteren Schritte mehr erforderlich.

3.6.3.1 lod-Magnesium-Austausch

CO,CH3 CO,CH3 CO,CH3 CO,CH3
i B i |
I MOMO I OMOM
OMOM OMOM OMOM OTIPS
44 45 46 47

Der lod-Magnesium-Austausch ist bei allen untersuchten Aryliodiden 44-47 nach 30 Minuten
Reaktionszeit bei —20°C abgeschlossen. Protoniert man mit Methanol, so werden die dehalo-
genisierten Arene in nahezu quantitativer Ausbeute isoliert. Ein Angriff von Isopropylma-
gnesiumbromid auf die Methylesterfunktion findet nicht statt. Bei den Substitutionsmustern
44-46 wird die lod-Magnesium-Austauschreaktion {iiber die Chelatisierung durch die
Methoxymethylgruppe unterstiitzt. Beim System 47 reicht offenbar alleine der Elektronenzug

der Carboxylatestergruppe fiir einen schnellen Austausch aus.
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3.6.3.2 Katalysator und Kupplungsreaktion

Ohne Katalysatorzusatz findet bei —20°C in 1.5 h nahezu keine Umsetzung der Arylmagnesi-

umhalogenide mit Geranylbromid statt.

Als Katalysator wird bei Umsetzungen von Elektrophilen mit Grignard-Reagenzien oftmals
Dilithiumtetrachlorocuprat(i) verwendet.®*! Der Komplex ist in Tetrahydrofuran 16slich
und wird durch einfaches Mischen von Kupfer(i)-chlorid mit Lithiumchlorid hergestellt.[***!
Die katalytisch aktive Spezies ist mit groBer Sicherheit eine Kupfer(1)-Verbindung.!**! Das
Kupfer(i1)-Komplexsalz wird von der Organomagnesiumverbindung in situ reduziert. Diese
Reduktion kann bei intramolekularer Stabilisierung der Grignard-Verbindung durch chelati-
sierende Substituenten wie die Methoxymethylgruppe erschwert werden, so da3 erhebliche
AusbeuteeinbuBen eintreten.”*! Diese Schwierigkeiten lassen sich durch den Einsatz des

Kupfer(1)-Salzes Dilithiumtrichlorocuprat(1)/** umgehen,™* so daf die eigenen Versuche
zur Einfiihrung des Polyprenylrestes zunédchst mit Li,CuCl; als Katalysator durchgefiihrt

wurden. Die Experimente verliefen erfolgreich.

Zahlreiche Vergleichsexperimente zeigten spéter aber weder in der katalytischen Wirkung
noch im E-Z-Verhiltnis der 2'-3'-Doppelbindung oder im Verhéltnis o : y-Substitutionsprodukt
einen signifikanten Unterschied zwischen Li,CuCl; und Li,CuCls. Wihrend sich die Losung
des Kupfer(1)-Salzes auch unter Schutzgasatmosphére bereits nach wenigen Stunden verférbt,
kann die auch als Fertigprodukt kéufliche Losung des Kupfer(i1)-Salzes lange Zeit autbewahrt

werden und ist somit bequemer in der Handhabung.

Mit der Kupfer(1)-katalysierten Kupplung von Polyprenylbromiden mit Arylmagnesiumhalo-
geniden, welche einen Carboxylestersubstituenten tragen, wurde ein neuer und direkter
Zugang zu polyprenylierten Benzoesdurederivaten erschlossen (Schema 28). Aryliodid und
Polyprenylbromid konnen stochiometrisch eingesetzt werden, doch wird empfohlen, die
Arylkomponente im moderaten Uberschu8 zu dosieren, um die Ausbeute beziiglich der Ter-
peneinheit zu maximieren. Die im Kupplungsschritt erzielten Ausbeuten liegen im Bereich
von 70 % bis teilweise iiber 85 %. Bei Einfilhrung des Geranylgeranylrestes werden vergli-
chen mit der des kiirzeren Geranylrestes nur geringfiigig schlechtere Ausbeuten erhalten. In
Kap. 3.6.4 wird detailliert auf die Synthesen der polyprenylierten Hydroxybenzoesduren

eingegangen.
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Synthesen polyprenylierter Arene

CO,CHjz . CO,CHs
i-PrMgBr (1.35 Aquiv.)

THF, -20°C, 30 min

RO I RO MgHal
1.2 Aquiv.
1. Li,CuCl, (0.04 Aquiv.)
) CO,CH
2, Br{\)\)ﬂ (1.0 Aquiv.) 2>
THF, -20°C, 1.5 h RO N H

70-85%

Schema 28. Effektive Herstellung polyprenylierter Benzoesdurederivate.

Bickvall® berichtet bei der Umsetzung von Geranylchlorid mit Phenylmagnesiumbromid in
Gegenwart des Katalysators Dilithiumtrichlorocuprat(1) bei 0°C iiber ein groBeres Verhiltnis
von o :y-Substitutionsprodukt (82:18) als bei der Umsetzung mit n-Butylmagnesiumbromid
(45:55). Eine vollstandig regioselektive a- oder y-Substitution gelang aber nicht. Zudem trat
eine Abhidngigkeit der Regioselektivitit von Faktoren wie Zutropfgeschwindigkeit, Tempe-
ratur und Menge des Katalysators auf (vgl. 2.1.1.4). Derartige Schwierigkeiten wurden bei
den hier beschriebenen Umsetzungen nicht beobachtet. Eine SN2'-Substitution (y-Substitution)
trat in keinem Falle ein. Eine E-Z-Isomerisierung der (2'E)-Doppelbindung im Polyprenylrest

findet bei den untersuchten Substitutionsmustern nur sehr untergeordnet (<5 %) statt.

3.6.3.3 EinfluR der Katalysatormenge

Die Reaktion von Alkyl-Grignard-Reagenzien mit Alkylhalogeniden wird bereits durch sehr

252]

geringe Mengen (0.3 mol-%) von Li,CuCly katalysiert,*** ein Katalysatorzusatz von mehr als

(2541 Bei der hier beschrie-

2 mol-% wirkt sich nach Literaturberichten oftmals nachteilig aus.
benen Kupplungsreaktion hat die Menge des eingesetzten Katalysators keinen feststellbaren
EinfluB8. Versuche hierzu wurden im Bereich von 1 bis 10 mol-% Katalysatoranteil durchge-
fiihrt. Bei der Verwendung groferer Mengen des Kupfer(ir)-Komplexes ist zu beachten, dal3

die Reduktion zum Kupfer(1)-Salz unter Verbrauch von Grignard-Verbindung erfolgt.!”*!
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3.6.3.4 Andere Elektrophile

(2561 sind aus den Allylalkoholen in nahezu

Polyprenylacetate® und -tetrahydropyranylether
quantitativer Ausbeute zuginglich. Im Unterschied zu Polyprenylbromiden koénnen die
genannten Derivate problemlos durch Sdulenchromatographie iiber Kieselgel gereinigt und
unbegrenzt aufbewahrt werden. Eine Umsetzung der bei tiefer Temperatur durch lod-Magne-
sium-Austausch hergestellten Aryl-Grignard-Verbindungen mit Geranylacetat oder Geranyl-
tetrahydropyranylether (vgl. 2.1.1.4) fiihrte zu nahezu keiner Reaktion. Mit Geranylchlorid als
Elektrophil wurden im Vergleich zu Geranylbromid (11) etwas schlechtere Ausbeuten erhal-

ten. Als Elektrophile wurden deshalb grundsétzlich Polyprenylbromide eingesetzt.

3.6.4 Synthesen polyprenylierter Hydroxybenzoesaurederivate

3.6.4.1 4-Hydroxy-3-polyprenylbenzoesauren (1, 1*, 52)

CO,CHg CO,CHj4 CO,CH3
Nal MOMCI
Chloramin T I-PerEt
_—
MeCN CH2C|2
83 % Mono- 90 %
OH iodierung ° OMOM
48 49 44
1. i-PrMgBr CO,CH3 CO,H CO,H
2. Li2CUC|4
3. RBr LiOH TsOH (0.1 M)
—_— _— _—
THF, -20°C R H,O, MeOH R i-PrOH, 60°C R
79-88 % reflux 85-90 %
OMOM 98 % OMOM OH
R = Geranyl 50 51 52
R Geranylgeranyl 53 54 1
[1— C]Geranyl— 53* 54+ 1%
geranyl

Schema 29. Synthese von 4-Hydroxy-3-polyprenylbenzoeséauren.

4-Hydroxybenzoesduremethylester (48) wird mit Natriumiodid / Chloramin T in ortho-Stel-

lung zur Hydroxygruppe iodiert'®’! und anschlieBend durch Umsetzung mit Chlormethoxy-

** Die Acetylierung erfolgte unter Standardbedingungen.”'”! Ausbeute fiir Geranylacetat: 95 %.
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methan und Hiinig-Base geschiitzt (Schema 29). Das Monoiodierungsprodukt 49 bildet zwar
bei weitem den Hauptanteil, doch findet eine selektive Monoiodierung nicht reproduzierbar
statt. Die Abtrennung des doppelt iodierten Produktes gelingt sowohl auf der geschiitzten als
auch auf der ungeschiitzten Stufe chromatographisch an Kieselgel, dagegen ist eine Abtren-
nung des nicht umgesetzten Hydroxybenzoesdureesters 48 auf keiner der beiden Stufen
moglich. Deshalb wird der Anteil des letzteren durch NMR-Spektroskopie bestimmt und als
Ballast durch die Kupplungsreaktion mitgeschleppt.

Nach der Kupplungsreaktion wird zundchst der Methylester verseift. Das Produkt fallt nahezu
quantitativ und in hoher Reinheit an, so daf} sich ein Reinigungsschritt eriibrigt. Obwohl hier
nur eine Acetalschutzgruppe abgespalten werden muB, erfordert die saure Entschiitzung von
51 im Vergleich zu allen anderen in dieser Arbeit untersuchten Substitutionsmustern die
schérfsten Bedingungen. Mit einer 1 M Losung von Chlorwasserstoff in Isopropanol ist die
Acetalspaltung bei Raumtemperatur nach etwa 7 h abgeschlossen. Dabei tritt aber bereits in
nennenswerten Anteilen (etwa 8 %) Addition von Chlorwasserstoff an die endstindige
Doppelbindung der Geranylseitenkette ein (Schema 30). Die Bildung dieses Nebenproduktes
55 kann im *C-NMR-Spektrum gut anhand des Signales fiir die beiden endstindigen Methyl-
gruppen erkannt werden. Eine E-Z-Isomerisierung oder Cyclisierung zum Chromansystem
wurden nicht beobachtet. Die HCI-Addition an Doppelbindungen isoprenoider Verbindungen

(258251 Der Zusatz von 20 Aquivalenten

ist bekannt und kann auch préparativ genutzt werden.
2-Methyl-2-buten beeinfluflt diese Nebenreaktion in keiner Weise. Deshalb wurde eine andere
(Lewis-)Saure zur Spaltung der Acetalschutzgruppe bendtigt.

Die Spaltung von Methoxymethylethern mit Trimethylsilylbromid in Methylenchlorid®®”

verlduft bei 51 auch mit hohen Uberschiissen an TMSBr sehr langsam und ist deswegen
unbrauchbar.

Obwohl 4-Toluolsulfonsdure als guter Katalysator fiir die Cyclisierung ortho-(poly)preny-

102612631 pann die Acetalschutzgruppe mit einer dqui-

lierter Phenole zu Chromanen wirkt,[
molaren Menge dieses Reagenzes bei 60°C in Isopropanol innerhalb weniger Stunden pro-
blemlos abgespalten werden. Eine Cyclisierung zum Chroman wird dabei nicht beobachtet.

[168

Substdchiometrische Mengen an 4-Toluolsulfonsdure!'® fiihren ebenso wie der alternative

Einsatz von PPTS zu unnétig langen Reaktionszeiten.

Wegen der lipophilen Seitenketten ist eine Reinigung der Produkte durch Séulenchromatogra-

phie an Kieselgel ohne groere Substanzverluste moglich.
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CO.H

AN AN
OMOM
51
AcCl (1 M)
i-PrOH, 7 h
CO,H CO,H
+ cl
AN AN AN
OH OH
52 11.5:1 55

Schema 30. Signifikante Addition von Chlorwasserstoff bei Einwirkung auf 51 in relativ

hoher Konzentration.

Gegeniiber dem bisher als Zugang zu diesem Substitutionsmuster der 4-Hydroxy-3-poly-

prenylbenzoesduren hauptsdchlich angewandten Claisen-Ansatz (vgl. 2.1.1.1) ermoglicht das

hier beschriebene Verfahren wesentlich bessere Ausbeuten. Die Einfiihrung (isotopenmar-

kierter) Polyprenylseitenketten gelingt nun effizienter.

3.6.4.2 3,4-Dihydroxy-5-polyprenylbenzoesauren (2, 2%, 60)

CHO CHO CO,CHjs
1. BBr3, CH20|2,
4h, RT I,, KOH
> —_—
HsCO | 2. MOMCI, i-PryNEt, MOMO | CH3;0OH MOMO
OH CHCa oMom 4% OMOM
91 %
56 57 45
1. i-PrMgBr CO,CH; CO.H COzH
2. Li,CuCl,
3. RBr LiOH AcCl (0.5 M)
E—— E— e
THF, -20°C H,0, MeOH i-PrOH
’ MOMO 2> MOMO R HO
71-87% reflux 84 - 86 %
OMOM g5 _gg9, OMOM OH
R = Geranyl 58 59 60
R= Ge1r3anylgeranyl 61 62 2
R =[1-""C]Geranyl- 61* 62* o

geranyl

Schema 31. Synthese von 3,4-Dihydroxy-5-polyprenylbenzoesduren.
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5-Todvanillin (56) ist kiuflich, kann aber auch aus Vanillin hergestellt werden.>”) Nach
Etherspaltung mit Bortribromid wird mit Chlormethoxymethan geschiitzt. Die Aldehydfunk-

tion wird nach dem Verfahren von Yamada!**

mit alkalischer Iodlosung oxidiert. Die Reak-
tion wird in Methanol durchgefiihrt, so da3 direkt der Methylester 45 erhalten wird (Schema
31). Die Oxidation ist bereits nach wenigen Minuten beendet. Die Yamada-Methode liefert
allgemein hohe Ausbeuten und stellt eine nichttoxische und einfach durchzufiihrende Alter-

265]

native zur Corey-Oxidation®! mit Braunstein und Cyanid dar.

Nach der Kupplung mit der Polyprenyleinheit werden die Acetale sauer gespalten. Der
Chlorwasserstoff wird durch Solvolyse von Acetylchlorid in Isopropanol generiert. Bei Ver-
wendung von Methanol als Losungsmittel wurde in geringem Umfang eine Methylesterbil-
dung beobachtet. Die Solvolyse des Saurechlorides erfolgt auch in Isopropanol rasch.”
Verglichen mit der Entschiitzung der 4-(Methoxymethoxy)-3-polyprenylbenzoesduren (vgl.
3.6.4.1) geniigen hier bereits geringere Chlorwasserstoffkonzentrationen. Eine signifikante

Addition von Chlorwasserstoff an Doppelbindungen der Seitenkette findet deshalb nicht statt.

3.6.4.3 3,4-Dihydroxy-2-polyprenylbenzoesauren (4, 4*, 68)

1. LTMDA,

CHO THF. 0°C CHO CO,CH;3
2. n-BuLi ' l,, KOH '
e E—
OR 3. [(CH,),l OMOM CH3;OH OMOM
0, 0,
OR 63% OMOM 9% OMOM
R=H: 63 65 46
83 %
R =MOM: 64
1. i-PrMgBr CO,CHj3 CO.H COxH
2. Li,CuCly R R R
3. RBr LiOH AcCl (0.5 M)
Em— E— _—
THF, -20°C OMOM H,O, MeOH OMOM i-PrOH, RT OH
78 - 88 % reflux 78 - 86 %
OMOM 95 - 98 % OMOM OH
R = Geranyl 66 67 68
R= Ge1r3§anylgeranyl 69 70 4
R =[1-""C]Geranyl- 69* 70 4*

geranyl

Schema 32. Synthese von 3,4-Dihydroxy-2-polyprenylbenzoesduren.

» Eine 1 M Losung von Acetylchlorid in Isopropanol zeigt nach wenigen Minuten Reaktionszeit im 'H-NMR-
Spektrum vollstindige Umsetzung zu Essigsdureisopropylester.
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Zur selektiven Metallierung an C-2 des 3,4-Bis(methoxymethoxy)benzaldehyds (65) wird in

(266267 entwickelten Verfahren zur ortho-Lithiierung von

Benzaldehyden die stark ortho-dirigierende Wirkung der Acetalschutzgruppe™***” ausge-

Verbindung mit einem von Comins

nutzt. Dabei wird der aromatische Aldehyd mit dem Lithiumsalz des N,N,N'-Trimethylethy-
lendiamins (LTMDA) zum a-Aminoalkoxid umgesetzt. Der Aminosubstituent ermoglicht
einerseits als TMEDA-éhnliche Aktivierungsgruppe die ortho-Lithiierung mit iiberschiissi-
gem n-Butyllithium bereits bei —20°C und wirkt andererseits als eine in situ generierte
Schutzgruppe der Aldehydfunktion. Bedingt durch die zusitzliche dirigierende Wirkung des
Methoxymethoxysubstituenten tritt fast ausschlieBlich Lithiierung an C-2 ein. Die Metallie-
rungszeit kann wegen der Begiinstigung der Metallierung durch doppelte Chelatisierung mit
3 h relativ kurz gewdhlt werden. Als Elektrophil zur Einfilhrung des Iodsubstituenten
bewihrte sich 1,2-Diiodethan besser als elementares lod. Bereits bei nur schwach saurer Auf-
arbeitung mit Ammoniumchloridlosung wird die Aldehydfunktion wieder freigesetzt. Durch
Oxidation mit alkalischer Iodlosung (vgl. 3.6.4.2) wird direkt der Methylester 46 erhalten
(Schema 32). Im Vergleich zur Oxidation des Aldehyds 57 ist hier eine deutlich ldngere Reak-
tionszeit (2 h) und ein groBerer Reagenzieniiberschuf3 erforderlich. Das bei der lodierung in
sehr geringer Menge entstandene 6-lodderivat kann auf dieser Stufe durch Chromatographie

abgetrennt werden.

Trotz der sterisch gehinderten Situation verlduft die Kupplung mit Polyprenyleinheiten in
guten Ausbeuten. Auch die der Esterverseifung angeschlossene Acetalspaltung erfolgt pro-

blemlos nach bewédhrtem Muster.

3.6.4.4 4-Hydroxy-2-polyprenylbenzoesauren (3, 3*, 76)

Zur selektiven Metallierung wird die bewidhrte Methode nach Comins angewandt (vgl.
3.6.4.3). Um die Metallierung in ortho-Position zur Aldehydfunktion nicht durch eine weitere
dirigierende Gruppe wie einen Methoxymethoxysubstituenten zu stéren, wird die Hydroxy-
gruppe durch Silylierung raumlich abgeschirmt.”*®®! Bei der Chromatographie des TBDMS-
Ethers an Kieselgel tritt eine geringfiigige Spaltung ein, weswegen der hydrolysestabilere
TIPS-Ether als Schutzgruppe gewéhlt wurde. Versuche, die Aldehydfunktion nach Yamada
oder Corey zu oxidieren (vgl. 3.6.4.2), scheiterten. Deshalb wurde zunédchst mit Natriumchlo-
rit zur Benzoesdure 74 oxidiert. Bei dieser milden Oxidationsmethode sind verschiedene

HOCI-Abfinger gebrauchlich.?**"" In Gegenwart des neutralen Abfingers 2-Methyl-2-
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buten?"**"*! gelingt die Oxidation von 73 glatt. Die Carboxylfunktion wird anschlieBend unter

milden Bedingungen methyliert’®’* (Schema 33).

1. LTMDA, NaClO,
CHO THF, 0°C CHO CHAI CO,CH3
2. n-BuLi, THF, al,
Py | )\/ | DBU |
—_— —_— _—
3. I(CHy),l NaH,PO, D'\élgb/RT
80 0, o
OR & omps  HO.RT OTPS OTIPS
97 %
R=H: 71 73 47
96 %
R=TIPS: 72
1. i-PrMgBr CO,CHjs CO,H
2. Li,CuCl,
3. RBr R LiOH R
_— —_—
THF, -20°C H,O, MeOH
81 % reflux
OTIPS 84-93% OH
R = Geranyl 75 76
R = Geranylgeranyl 77 3
R = [1-"°C]Geranylgeranyl  77* 3*

Schema 33. Synthese von 4-Hydroxy-2-polyprenylbenzoeséduren.

Nach der Umsetzung der bei tiefer Temperatur erzeugten Grignard-Verbindung mit Polypre-

nylbromiden werden beide Schutzgruppen basisch gespalten.

Fiir das Substitutionsmuster der 4-Hydroxy-2-polyprenylbenzoeséuren sind in der Literatur

bisher mit Ausnahme der einfachen Allylverbindung (R = C;Hs) keine Herstellungswege

beschrieben. Auch in der Natur ist diese Verbindungsklasse bisher unbekannt.
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3.7 Prenylierte Benzoesaurederivate in der Natur

(Poly)prenylierte Benzoesdurederivate kommen héufig in der Natur vor. Oftmals zeigen sie
biologische Wirkung, vielfach wurden aber noch keine Synthesen durchgefiihrt. Im folgenden
werden einige Beispiele fiir prenylierte Benzoesduren aufgefiihrt. Das in der vorliegenden
Arbeit entwickelte Prinzip konnte vorteilhaft zur Herstellung von Vertretern dieser

Naturstoffgruppe herangezogen werden.

2- und 4-Polyprenylbenzoeséduren sind in der Natur nur selten anzutreffen. Erwdhnenswert ist
das Auftreten von 2-Geranylgeranyl-3,4-dihydroxybenzoesdure (4) in der Pfefferart Piper
saltuum.*™! Die iiberwiegende Zahl der bekannten Verbindungen trigt die Polyprenylkette in

meta-Stellung zur Carboxylgruppe.

So dient beispielsweise 3-Geranyl-4-hydroxybenzoesdure (52) als Intermediat der Biosyn-

these von Shikonin in Murasaki (Lithospermum erythrorhizon) und wurde aus dessen Zell-

[277

kulturen isoliert.”’”®" Das Farnesylderivat 78 wird von Piper auritum®” produziert, das

Geranylgeranylderivat 1 ist ein Inhaltsstoff von Piper saltuum.”*"!

Teilweise nimmt die Natur in der Terpenkette Verdnderungen durch Oxidation von Methyl-
gruppen, bis-Hydroxylierung einzelner Doppelbindungen oder Cyclisierung zum Chroman
vor. In den japanischen Basidiomyceten Boletus asiaticus und B. paluster wird etwa jeweils
eine der kettenendstdndigen Methylgruppen der 3-Geranylgeranyl-4-hydroxybenzoesédure zur
Carboxylfunktion oxidiert (79, 80).*’* Die trans-Methylgruppe des Prenylrestes liegt in dem
cytotoxischen Benzaldehyd Montadial (81), einem Inhaltsstoff des Bergporlings Bondarzewia

[279],26

montana, zum Aldehyd oxidiert vor. An der endstindigen bzw. mittleren Doppelbin-

dung der Seitenkette bis-hydroxylierte 3-Farnesyl-4-hydroxybenzoesduren, die Kuhistanole A
(82) und B (83),%” wurden neben weiteren Derivaten in Ferula kuhistanica gefunden, einer in

der usbekischen Volksmedizin benutzten Heilpflanze.!**!!

Zu der aus einer amerikanischen Varietdt des Griinen Kammerporlings Albatrellus cristatus
isolierten Grifolsdure (84)**” gibt es eine Reihe von Homologen: Cannabigerovarinsiure

(85)** und Cannabigerolsdure (86)1**%* aus dem indischen Hanf Cannabis sativa sowie 87

[286]

bzw. 88 aus Helichrysum umbraculigerum unterscheiden sich lediglich im C-6-Substitu-

% Eine Synthese fiir Montadial (81) wurde inzwischen von Ermel®” entwickelt.
7 Kuhistanol A (82): 10'-Racemat, Kuhistanol B (83): k.A. zur Stereochemie.
% 86 existiert als Cannabinerolsiure auch in der 2'Z-Form.**”)
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enten. Der 4-Methylether der Verbindung 88 wurde als Amorfrutin B aus Amorpha fruticosa

isoliert.?%”]

CO,H CO.H

o;:zé >—
T

/

> T

OH R?
2 : g ;g R CO;H, R, = CHj3: Asiaticusin A (79)
n=41 R' = CHs, R, = CO,H: Asiaticusin B (80)

KPW W

Montadial (81) Kuhistanol A (82)

CO.H

WW

Kuhistanol B (83)

R= Grifolsaure (84)

R=n- Pr Cannabigerovarinsre. (85)
R = n-Pent: Cannabigerolsaure (86)

R = CH=CHPh: 87

R = (CH,),Ph: 88
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4 Effektive Synthese von 4-Hydroxy[1-"*C]benzoesiure (92*)%*°!

41 Bedeutung von ring-C-isotopenmarkierter 4-Hydroxybenzoesaure

4-Hydroxybenzoesiure (92) spielt im sekundiren Stoffwechsel eine wichtige Rolle.**” Ver-
fiitterungsexperimente mit Hydroxybenzoesédure in isotopenmarkierter Form werden deshalb
haufig durchgefiihrt. Am leichtesten gelingt die >C- oder '*C-Isotopenmarkierung des Koh-
lenstoffatoms der Carboxylgruppe. Dabei wird eine Arylmagnesiumverbindung mit isoto-
penmarkiertem Kohlendioxid umgesetzt.**” Oftmals tritt jedoch beim Metabolismus der
4-Hydroxybenzoesdure Verlust der Carboxylgruppe durch Decarboxylierung ein, so dal die
synthetisch aufwendigere Einfiihrung einer Isotopenmarkierung in den aromatischen Ring
erforderlich ist. So wird 92 etwa im Laufe der Biosynthese des Arbutins in Hydrochinon
umgewandelt.[zgl] Geranylhydrochinon, eine Vorstufe des Shikonins, entsteht durch Gerany-
lierung der 4-Hydroxybenzoesiure (92) und anschlieBende Decarboxylierung.* Auch bei der
Biosynthese des Pentabrompseudilins in Altermonas luteoviolaceus wird 92 decarboxy-

liert.*%%

Die Position der Isotopenmarkierung im Ring der 4-Hydroxybenzoesdure (92) ist in aller
Regel von untergeordneter Bedeutung. 1,2-">C,-Doppelmarkierungen erhdhen grundsitzlich
die Nachweisempfindlichkeit fiir den Einbau einer Biosynthesezwischenstufe in einen

Metaboliten.

Im Rahmen der eigenen Arbeiten wurde ring-">C-markierte 4-Hydroxybenzoesiure fiir Ver-

fiitterungsexperimente an Pilzfruchtkérpern benotigt.

4.2 Literaturbekannte Synthesen von ring-C-isotopenmarkierten 4-Hydro-

xybenzoesauren

Im Jahre 1907 beschrieb Grignard®**! die Umsetzung von Essigsiureethylester mit n-Pentan-
1,5-bis(magnesiumbromid) zu 1-Methylcyclohexanol. Setzt man Ethyl[1-’Clacetat bzw.
Ethyl[1-"*CJacetat ein, so wird 1-Methy1[1-13/ CJeyclohexanol erhalten. Durch Eliminierung
von Wasser und anschlieBende katalytische Dehydrogenierung bei sehr hoher Temperatur
(400 bis 450°C) ist [1-"*C]Toluol zugénglich. Nach Oxidation des Toluols zu Benzoesdure

wird in maBiger Ausbeute zur [1-">C]Salicylsiure ortho-hydroxyliert. Durch Behandlung mit
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Kaliumhydroxid bei 240°C lagert sich die Carboxylgruppe um, so dal man 4-Hydroxy-

[3-"*C]benzoesdure erhalt.*!!

4-Nitrophenol 148t sich in einem Reaktionsschritt durch Umsetzung von Aceton mit Nitro-
malondialdehyd in Gegenwart von Base gewinnen. Da hierbei simtliche Kohlenstoffatome
des Acetons in den aromatischen Ring eingebaut werden, 146t sich jede Art von C-isotopen-
markiertem Aceton einsetzen. Nach Schiitzen der Hydroxygruppe und Reduktion zum Anilin
erhilt man nach Sandmeyer 4-Methoxybenzonitril und daraus durch Umsetzung mit Chlor-

wasserstoff in Methanol 4-Methoxybenzoeséiuremethylester.[295'297]

Derselbe Schliisselschritt wurde zur Synthese von ring-'>C-markiertem Phenol benutzt, wel-
ches aus markiertem 4-Aminophenol durch Diazotierung und Reduktion gewonnen wird.**®!
Floss'®? setzt das auf diesem Wege erhaltene Kalium[2,6-"°C,]phenolat nach Kolbe-Schmitt
um, wobei die 4-Hydroxy[3,5-">C,]benzoesdure im Vergleich zur [1,3-"°C,]Salicylsdure aller-

dings nur in untergeordneten Mengen entsteht.

Der aromatische Ring kann auch durch eine Diels-Alder-Reaktion aus Trimethylsilyl-
[2,3-°C,]propiolsiuremethylester, zuginglich aus [’C,]Acetylen, und dem Danishefsky-
Dien!®? (1-Methoxy-3-trimethylsiloxy-1,3-butadien) aufgebaut werden.**”

Ein von Leistner>®"

entwickeltes mikrobiologisches Verfahren fiihrt auch zu isotopen-
markierter 4-Hydroxybenzoesédure: nach Transformation einer Mutante von Klebsiella pneu-
moniae produziert der Stamm 4-Hydroxybenzoesdure anstelle von Chorisminsédure. Setzt man
dem Medium [1-"°C]Glucose zu, so 148t sich 4-Hydroxy[2,6-13C2]benzoeséiure isolieren.
Allerdings erweist sich diese Methode bei ndherer Betrachtung als relativ unwirtschaftlich:
Leistner verwendet fiir 100 ml Ndhrmedium ein Gemisch aus 1.75 g unmarkierter Glucose
und 0.05 g [1-°C]Glucose und gibt fiir die Isolierung der 4-Hydroxybenzoesiure aus dem
Medium eine Ausbeute von 120 mg/l an. Die so gewonnene 4-Hydroxybenzoesdure zeigt an
C-2 und C-6 eine *C-Einbaurate von 1.55%. Will man in den Bereich von zur Verwendung
in Verfiitterungsexperimenten brauchbaren Isotopenanreicherungen kommen, so muf3 der

Anteil an [1-°C]Glucose im Nihrmedium wesentlich erhoht bzw. ausschlieBlich isotopen-

markierte Glucose eingesetzt werden.
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4.3 Synthese von 4-Hydroxy[1-'*C]benzoesiure (92*) aus [2-'*C]Malon-

saurediethylester und y-Pyron

Die Anregung zur Synthese von 4-Hydroxybenzoesdureethylester (91) aus Malonsduredi-
ethylester (89) und y-Pyron (4H-Pyran-4-on, 90) in Gegenwart von Base geht auf einen Hin-

BT untersuchte die Reaktion in verschiedenen

weis Woodwards"®®" zuriick. Lang-Fugmann
Kombinationen von Basen und Lésungsmitteln, doch waren die Ausbeuten meist gering. Als
das mit Abstand am besten geeignete System erwies sich die Kombination Kalium-zerz-buty-
lat / tert-Butylalkohol. ErwartungsgemiB wird bei der Umsetzung von [2-"°C]Malonséure-
diethylester (89%) die Isotopenmarkierung an C-1 des Aromaten eingebaut, so dafl mit diesem
Verfahren ein sehr eleganter Zugang zum ring-""C-markierten Produkt 91* gefunden wurde.
Nach der Vorschrift von Lang-Fugmann wird Malonsiurediethylester mit 1.5 Aquivalenten
v-Pyron unter Zusatz von Kalium-fert-butylat im Losungsmittel tert-Butylalkohol refluxiert,

anschlieBend angesiuert und zur Decarboxylierung nochmals refluxiert.”"*! Die Esterversei-

fung gelingt problemlos in nahezu quantitativer Ausbeute mit wélriger Natronlauge bei

Raumtemperatur.
o
O © ) t BuOK 2 N NaOH
+
EtO OEt tBuOH A RT, 98%
o >80 %
89* 90

Schema 34. Kurze und effektive Synthese von 4—Hydr0xy[1—13C]benzoeséiure aus [2-"°CJ-
Malonséurediethylester und y-Pyron.

In eigenen Arbeiten stellte sich heraus, daf} ein erneutes Erhitzen nach Ansiduern unnétig ist,
da sich das aromatische System bereits im basischen Reaktionsmedium bildet. In Anbetracht
des relativ hohen Preises von y-Pyron” (90) erschien es wiinschenswert, dessen einzusetzende
Menge zu reduzieren. Sobald auf den UberschuB3 an y-Pyron verzichtet wird, sinken allerdings
die Ausbeuten. Dies 148t sich nicht durch einen Uberschuf8 an Base kompensieren, vielmehr

sinken die Ausbeuten nochmals, wenn ein groBerer UberschuB3 an Kalium-zert-butylat einge-

¥ y-Pyron (90) kann durch kupferkatalysierte Decarboxylierung der billigeren Chelidonsdure (y-Pyron-2,6-di-
carbonsdure) in refluxierendem Tetralin in Gegenwart von 2,2'-Bipyridyl mit guter Ausbeute erhalten
werden.*"”!
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setzt wird. Ein Zutropfen des Pyrons (90) zu einem Gemisch aus Malonsédurediethylester (89)
und Base bringt keine Verbesserung. Entscheidend war die Beobachtung, daf3 die Reaktion in
guten Ausbeuten (>80 %) und ohne wesentlichen UberschuB an y-Pyron (1.05 Aquivalente)
durchgefiihrt werden kann, wenn die Base in substdchiometrischer Menge (0.2 Aquivalente)
eingesetzt wird.

Den als Ausgangsmaterial erforderlichen [2—13C]Malonséurediethylester (89*) erhdlt man

nach dem Protokoll von Leete***

I durch Umsetzung des mit Lithium-bis(trimethylsilyl)amid
(LiHMDS)™ erzeugten Esterenolates von Ethyl[2-l3C]acetat (8") mit Chlorameisensdureethyl-
ester (Schema 35). Wegen der Aciditit des Produktes werden zwei Aquivalente Base einge-
setzt. Eigene Versuche zeigen, daB [2-'°C]Malonsdurediethylester (89%) nach sorgfiltiger
Destillation bereits bei Ansatzgroflen um 10 mmol in 92 % Ausbeute erhalten werden kann.

Das Produkt muf3 dabei von dem Hydrolyseprodukt Trimethylsilylalkohol bzw. dessen kon-

densierter Form Hexamethyldisiloxan abgetrennt werden.

1. LIHMDS
CO,Na Et2so4, COEt 2 EtozCC,' EtO0,C_ _CO,Et
o 160°C o 92 % e
0
g* ca. 85 % o 89*

Schema 35. Synthese von [2—13C]Malonséiurediethylester aus Natrium[2-">CJacetat.

Zur Herstellung von isotopenmarkiertem Essigsdureethylester (9) aus relativ preisgiinstigem
C-isotopenmarkiertem Natriumacetat (8) existieren mehrere literaturbekannte Methoden.
Nach Graebe!”"! wird das Salz bei etwa 160°C mit Diethylsulfat alkyliert, wobei der gebil-
dete Essigsdureethylester abdestilliert. Die Ausbeuten liegen nach eigenen Erfahrungen bei
Ansatzgroflen ab 13 mmol (1 g Natriumacetat) um 85 % (Schema 35). Eine Ausbeute von
93 % wird mit Triethylphosphat als Alkylierungsmittel bei Temperaturen von 170 bis 220°C
erzielt.?”*%) In nahezu quantitativer Ausbeute kann mit Ethylbromid alkyliert werden.
Wegen der leichteren destillativen Reinigung des Produktes wird dabei das hochsiedende
toxische HMPT gegeniiber DMF als Losungsmittel bevorzugt.”*” Durch Herstellung von
Acetylchlorid aus Acetat und dessen anschlieende Umsetzung mit Ethanol ist Essigsdure-

ethylester in zwei Stufen mit 77.5 % Gesamtausbeute zuginglich.?%!

30 Mit Lithiumdiisopropylamid (LDA) oder Lithium-2,2,6,6-tetramethylpiperidid als Base werden schlechtere
Ausbeuten erhalten.**!
3! Graebe benutzt Dimethylsulfat zur Alkylierung.
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EtO,C. _CO,Et
2 \./ 2
89*
+ COzEt EtO,C_ CO,Et
o o -0
Base CO,Et
| — | — |
=
o) o- 0
90 H
COqEt Et0,C. CO,Et EtO,C. CO,Et
-0 o)
XN ©
- S |
-CO, \
-EtO™
OH OH OH
91*

Schema 36. Moglicher Mechanismus der Bildung von 4-Hydroxy[1-">C]benzoesdureethyl-
ester aus y-Pyron und [2-">C]Malonséurediethylester in Gegenwart von Base.

Ein moglicher Mechanismus der Bildung von 4-Hydroxybenzoeséure ist in Schema 36 darge-
stellt. Woodward®®®" nimmt an, da3 im ersten Schritt eine Michael-Addition stattfindet,
gefolgt von einer Ringdéffnung und Recyclisierung zum Kohlenstoffcyclus. Die Aromatisie-

rung erfolgt unter Eliminierung einer der Ethoxycarbonylgruppen und der Hydroxygruppe.

4.4 Synthese von 4-Hydroxybenzoesdure (92*) aus Acetessigsaureethyl-

ester und y-Pyron

(0] (0] OEt
(@)
t-BuOK (o) o) t-BuOK
~4— |+ —
t-BuOH, A OFEt t-BuOH, A
0,

OH o 90 %
93 90 10 91

Schema 37. Bei der Umsetzung von Acetessigester mit y-Pyron entsteht 4-Hydroxy-
benzoesdureethylester.

Bei der Reaktion von Acetessigsiureethylester (1) mit y-Pyron (90, 1.1 Aquivalente) war
zunichst die Bildung von 4-Hydroxyacetophenon (93) infolge Eliminierung der Ethoxycar-
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bonylgruppe erwartet worden. Stattdessen wird in hohen Ausbeuten (90 %) ausschlielich
4-Hydroxybenzoesdureethylester (91) gebildet (Schema 37). Bei dieser Reaktion fiihrt ein
substochiometrischer Baseneinsatz zu einer Verschlechterung der Ausbeute. Trotz ihrer etwas
geringeren Ausbeute ist die Synthese von 4-Hydroxy[1-">C]benzoesiureethylester (91*) aus
y-Pyron (90) und [2-"°C]Malonsiuredicthylester (89%) zu bevorzugen, da 89* in besserer
Ausbeute aus Ethyl[2—13C]acetat zuginglich ist als [2—13C]Acetessigséiureethylester (1%).
Letzterer wird nach Leete'*’”! bei der Umsetzung des Esterenolats von Ethyl[2-">Clacetat mit
Acetylchlorid erhalten. In eigenen Versuchen konnten bei Durchfithrung im 10 mmol-Ma63-
stab keine hoheren Ausbeuten als 70 % nach Destillation des Acetessigesters (1) erreicht

werden (vgl. auch 3.2).

4.5 Weitere Umsetzungen von y-Pyron

4.51 Umsetzung mit Acetylaceton

4-Hydroxyacetophenon (93) kann man in etwa 45 % Ausbeute erhalten, indem man y-Pyron
(90, 1.1 Aquivalente) in Gegenwart von Kalium-tert-butylat (1.0 Aquivalente) mit Acetyl-
aceton (94) umsetzt (Schema 38). Substdchiometrische Basenzugabe sowie Uberschiisse an
Base fiihren zur Verschlechterung der Ausbeute. Etwa dieselbe Ausbeute von 49 % a6t sich
erzielen, wenn man die Umsetzung im Losungsmittel Tetrahydrofuran mit der Base DBU (1.1
Aquivalente) durchfiihrt. Versuche, y-Pyron mit 1,1,1-Trifluorpentan-2,4-dion und Base

umzusetzen, scheiterten: es findet keine Reaktion statt.

(0]
t—BuOK
45%
OH
94 920 93

Schema 38. Bildung von 4-Hydroxyacetophenon aus Acetylaceton und y-Pyron.
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4.5.2 Umsetzung mit Dimedon

Der Gedanke, die bei der Aromatisierung zu eliminierenden Gruppen durch Umsetzung des
v-Pyrons (90) mit einem cyclischen Derivat des Acetylacetons (94) intramolekular zu fixie-
ren, liegt nahe. Bei der Umsetzung des y-Pyrons (90) mit Dimedon (95) in Gegenwart von
Base war die Bildung von 96 erwartet worden (Schema 39). Tatsdchlich wird bei der Umset-
zung von 90 und 95 mit DBU als Base im Losungsmittel Tetrahydrofuran eine intensiv rote
Verbindung isoliert, deren Fleck auf dem Diinnschichtchromatogramm sich bei Behandlung
mit Ammoniakdampf orange verfarbt. Eine ndhere Betrachtung dieses Reaktionsproduktes
erschien interessant. Daneben wurde noch ein zweites, farbloses Reaktionsprodukt gefunden,

welches nicht genauer untersucht wurde.

0 DBU
Q N I ] . HO,C
O o THF, A
0
90 95

Schema 39. Bei der Reaktion von y-Pyron (90) mit Dimedon (95) war die Bildung von 96
erwartet worden.

OH
96

Dem EI-Massenspektrum wird eine Molekiilmasse von m/z = 358 entnommen. Dieses Ergeb-
nis 146t bereits erkennen, dal Dimedon und y-Pyron im stochiometrischen Verhéltnis 2:1 rea-

giert haben. Die Ausbeute des Farbstoffes beziiglich Dimedon betrigt 43 %.

Im Olefinbereich des 'H-NMR-Spektrums (CDCls) der zunichst unbekannten Verbindung
fallen zwei Dublettpaare auf (Abbildung 4). Die Kopplungskonstanten betragen *Jiy = 9.6 Hz
und *Juy = 13.3 Hz. Trotz sorgfiltiger HPLC-Reinigung erkennt man stets zwei zusitzliche
Dubletts (6y 7.59 und 8.11, J = 14.2 Hz), deren Integralwert sich zu dem der Hauptsignale 1:5
verhdlt. Ferner 14Bt sich ein weiteres {iberlagertes Dublettpaar im Bereich oy 7.15-7.30

vermuten.

Wenn das '"H-NMR-Spektrum in Deuterobenzol anstelle von Deuterochloroform aufgenom-
men wird, liegen die Signale im Olefinbereich weiter auseinander (Abbildung 5). Die Uber-
sichtlichkeit wird dadurch verbessert. Offensichtlich liegt auch in C¢Dg ein Gemisch zweier

Verbindungen im Verhéltnis von ca. 5:1 vor. Die chemischen Verschiebungen der beiden
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Dublettpaare der Hauptverbindung sind Tabelle 6 zu entnehmen. Die Kopplungskonstanten

der beiden Dublettpaare aus der Nebenverbindung betragen Jyy = 10.0 Hz und Jy = 13.8 Hz.

7.3 7.2
H,O

T

I
"\"‘“‘“‘\‘“"“"\““Jfl\‘“‘\““““‘\““““‘\“““"‘\‘“‘““‘\““““‘\““““‘

9 8 7 6 5 4 3 2 1

Abbildung 4. '"H-NMR-Spektrum des Reaktionsproduktes 97 in CDCl; (300 MHz).

¥C-Satellit
zu CHCI3

\

6.9 6.8 2.4 2.3

VA

9 8 7 6 5 4 3 2 1

Abbildung 5. "H-NMR-Spektrum des Reaktionsproduktes 97 in C¢Dg (300 MHz).
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15" 15

C-Atom oc H-Atom o Mult. Jun/Hz
C-1,C-5 196.85, 198.27 - - - -
C-2,C4 52.31,53.99 2-H, 4-H 2.36,2.37 S, S -

C-3 29.92 - - - -
C-3 28.30 3'-H 0.80 S -
C-6 124.68 - - - -
C-7 142.08 7-H 8.82 d 13.3
C-8 105.10 8-H 7.73 d 13.3
C-9 164.30 - - - -
C-10 120.54 10-H 5.63 d 9.6
C-11 128.50 11-H 6.84 d 9.6
C-12 114.66 - - - -
C-13 191.96 - - - -
C-14 50.04 14-H 1.86 S -
C-15 31.28 - - - -
C-15' 27.66 15'-H 0.52 S -
C-16 40.17 16-H 1.59 S -
C-17 170.88 - - - -

Tabelle 6. NMR-Daten der Verbindung 97 (C¢Ds, 300 MHz, Signalzuordnungen durch
HMBC- und HMQC-Messungen).

Im Aliphatenbereich des in C¢Dgs aufgenommenen Spektrums erkennt man lediglich sechs
Singuletts. Ein &hnliches Bild zeigt das in CDCl; gemessene Spektrum, wobei eines der

Singuletts offensichtlich in zwei Signale im Integralverhéltnis von 1:5 aufgespalten wird.

Das "C-NMR-Spektrum (CDCl; oder C¢Ds) zeigt 21 Signale. Man erkennt drei Signale im
Tieffeld-Carbonylbereich, zwei Signale im Hochfeld-Carbonylbereich, Signale zweier quarta-
rer olefinischer Kohlenstoffatome sowie vier olefinische CH-Signale. Im Aliphatenbereich

des *C-NMR-Spektrums treten die Signale von vier Methylengruppen auf. Daneben erkennt
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man die Signale zweier quartidrer Kohlenstoffatome sowie zwei Singulettsignale fiir jeweils

zwei Methylgruppen (Tabelle 6).

15" 15'
0 DBU
|+ —
0 o) THF, A
0
90 95

Schema 40. Bei der Reaktion von y-Pyron (90) mit Dimedon (95) wird 97 gebildet.

Fiir das ungewohnliche Reaktionsprodukt wird die Struktur 97 vorgeschlagen. Demnach
erfolgt nach Michael-Addition des Dimedon-Enolates an y-Pyron (90) mit anschlieBender
Ring6ffnung eine Knoevenagel-Kondensation mit einem weiteren Dimedonmolekiil anstelle

einer Recyclisierung zum Kohlenstoffcyclus (Schema 40). Die nucleophile Ringdffnung von

y-Pyron beispielsweise mit Alkalien,”" primiren®'” oder sekundéren®''”'l Aminen ist
bekannt (Schema 41).
0 INHR, RN NR;
| — |
-H,0
O o)

Schema 41. Nucleophile Ringéffnung von y-Pyron (90) mit priméren oder sekundidren Ami-
nen.

Das konjugierte push-pull-substituierte Doppelbindungssystem erklart die Farbigkeit der Ver-
bindung 97 (Polymethin-Farbstoff). Durch HMBC- und HMQC-Messungen konnen die
NMR-Signale zugeordnet werden (Abbildung 6, Tabelle 6). Die Kopplungskonstante fiir die
Protonen 10-H und 11-H betrigt *Jiy = 9.6 Hz. Der Doppelbindung C-10-C-11 kommt somit
die cis-Konfiguration zu. Die Konfiguration der Doppelbindung C-8—C-9 kann nicht

bestimmt werden.

Durch Rotation um Einfachbindungen und Keto-Enol-Tautomerie stehen verschiedene
Formen von 97 im Gleichgewicht. Uber diese Prozesse findet eine Aquilibrierung der Konfi-

guration der Doppelbindungen C-8—C-9 und C-10-C-11 statt. Im NOESY-Spektrum treten
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Kreuzsignale zwischen 3'-H und 15'-H, 14-H und 2-H / 4-H** sowie 16-H und 2-H / 4-H auf.
Es ist somit anzunehmen, dal3 97 in einer Konformation vorliegt, in welcher die beiden Ringe
A und B iibereinanderliegen bzw. raumlich benachbart sind. Bei der im 'H-NMR-Spektrum
erkennbaren Nebenform konnte es sich um ein Tautomer oder Konformer von 97 handeln. In
Hochtemperaturspektren (CDCIs) tritt bis 60°C keine signifikante Anderung des Verhiltnisses

zwischen Haupt- und Nebenform ein.

Abbildung 6. Auswahl der iiber HMBC-Messung ermittelten Fernkopplungen im Reaktions-
produkt 97.

Es mul} eine sorgfiltige Betrachtung der die Ringe A und B der Verbindung 97 betreffenden
NMR-Signale vorgenommen werden. Um die Situation besser analysieren zu konnen, folgt
zunichst ein kurzer Exkurs tiber NMR-Studien an Dimedon (95) selbst.

Die Protonen- und Kohlenstoff-NMR-Spektren von Dimedon (95) wurden bereits mehrfach in

der Literatur diskutiert.”'*"

] Die Geschwindigkeit der gegenseitigen Umwandlung von
Keto- und Enolform ist im Verhédltnis zur NMR-Zeitskala langsam. Deshalb liegen die
Signale der Keto- und der Enolform des Dimedons (95) in dessen 'H- und *C-NMR-Spektren
nebeneinander vor (Abbildung 7). Das Verhéltnis zwischen Keto- und Enolform hingt stark
von Temperatur, Konzentration und Losungsmittel ab und kann durch Integration bestimmt
werden.

Im "H-NMR-Spektrum der Ketoform des Dimedons (95) erkennt man lediglich drei Singu-

letts.*'>1]

Im '"H-NMR-Spektrum der Enolform von 95 erscheint fiir die vier Methylenprotonen und fiir
die sechs Methylprotonen jeweils nur ein Singulett (Abbildung 7). Fiir die Methylgruppen, fiir

2 Wegen des geringen Unterschiedes in der "H-NMR-chemischen Verschiebung ist eine Differenzierung von
2-H und 4-H in den 2D-NMR-Spektren nicht moglich.
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die Methylengruppen und fiir die sp’-Kohlenstoffatome beobachtet man jeweils nur ein
gemitteltes *C-NMR-Signal. Die Koinzidenz dieser Signale wird durch eine schnelle Ring-
inversion® und einen schnellen Protonentransfer, d.h. eine rasche Umwandlung der beiden

Enolformen untereinander,’* erklirt (Schema 42).5"!

1.05 (s) 1.0 (s)
28.2 28.3
30.9 32.7
2.54 (s) X& ™ 2.27 (s)
54.1 - . 46.2
o) 0 0 0
203.8° 335 (s) 550 (s) ~ 1912
57.3 103.1

Abbildung 7. 'H- und *C-NMR-Signale fiir Dimedon (95) in CDCl; nach Osborne.”'”! Die
Signale von Keto- und Enolform werden in den NMR-Spektren nebeneinander beobachtet.

Schema 42. Sowohl die Ringinversion des Dimedons (95) als auch die Umwandlung der
Enolformen ineinander verlaufen bei Raumtemperatur im Sinne der NMR-Zeitskala schnell.

Eine mit 97 verwandte Verbindung ist nicht bekannt. Fiir einige Strukturelemente sind aber in

der Literatur NMR-Vergleichsdaten verfiigbar (Abbildung 8).

a) Strukturelement C

Im '"H-NMR-Spektrum erscheinen die vier Methylenprotonen als ein einziges Singulettsignal
bei ca. 8y 2.5 (CDCL3).P'3"") Wegen der hohen Rotationsbarriere der C—C-Doppelbindung ist
hier aber von einer zufilligen Isochronie zweier Singuletts auszugehen. Im *C-NMR-Spek-

trum des Retinyliden-Dimedons (98) erscheinen die Kohlenstoffatome der Methylengruppen

3 Bei langsamer Ringinversion wiirde man im "H-NMR-Spektrum die Signale der axialen und dquatorialen
Methylenprotonen getrennt und mit den entsprechenden Kopplungsmustern beobachten. Bei —50°C ist die
Koaleszenztemperatur noch nicht erreicht.*'”!

3 Die Umwandlung der Enolformen ineinander ist im Dimedon-enol-methylether blockiert. Im "H-NMR-
Spelgt{%m dieser Verbindung erscheinen die Signale der Methylenprotonen als zwei getrennte Singuletts zu je
2 H.
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und die Signale der Carbonylgruppen jeweils getrennt.*'® Fiir die beiden Methylgruppen
wird in 'H- und *C-NMR-Spektren immer nur ein Signal beobachtet. Die schnelle Ringinver-

sion ist somit im Strukturelement C nicht behindert.

1.1 (s)
28
/299
2.52 (s); 52.06%

2.52 (s); 53.88%

1972" O 0 1982

7.84 (d, J = 13 Hz) H
( 2) H 8.21(d, J=13Hz)

Cc D 98

Abbildung 8. Strukturelemente C und D, die den Ringen A und B der Verbindung 97 ent-
sprechen und Ausschnitt aus der Struktur von Retinyliden-Dimedon (98) mit 'H- und "C-
NMR-Verschiebungen (CDCls. #, t: Zuordnungen austauschbar. Daten nach Acton('®).

b) Strukturelement D

Die 'H-NMR-Signale der Methylenprotonen erscheinen als zwei getrennte Singuletts. Im *C-
NMR-Spektrum beobachtet man jeweils zwei getrennte Signale fiir die Kohlenstoffatome der
Methylengruppen und der Carbonylgruppen.”*”! Somit verlduft die Umwandlung der beiden
moglichen Enolformen ineinander — im Unterschied zu Dimedon — langsam. Es findet offen-

sichtlich eine schnelle Rotation des Ringes statt.

Eine schnelle Ringinversion erfolgt auch in beiden Ringen A und B der Verbindung 97.
Dadurch wird erklért, daB im "H-NMR-Spektrum von 97 keine getrennten Signale fiir axiale
und dquatoriale Methylenprotonen und damit auch keine Kopplungen der betreffenden Proto-
nen untereinander zu beobachten sind. Weiterhin wird erklirt, daf3 fiir beide Methylgruppen

der Ringe A und B jeweils nur ein NMR-Signal zu beobachten ist.

Die 13C-NMR—Verschiebungen fiir die Atome des Ringes A in Verbindung 97 stimmen sehr
gut mit den Literaturwerten filir das Strukturelement C {iberein (Tabelle 6, Abbildung 8).

Die Signale fiir C-14 / C-16 und C-13 / C-17 des Ringes B sind wie erwartet getrennt zu
beobachten (Tabelle 6). Ein Vergleich der chemischen Verschiebungen mit Literaturwer-
[320]
ten

lich.

ist wegen der starken Abhéngigkeit der Verschiebungen vom Substituenten nicht mog-

Nach allen Erkenntnissen kann Struktur 97 fiir das unerwartete Reaktionsprodukt von y-Pyron

(90) mit Dimedon (95) als gesichert gelten.
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4.5.3 Umsetzung mit Nitromethan

Bereits Lang-Fugmann'® hatte y-Pyron (90) im bewéhrten System Kalium-zerz-butylat / tert-
Butylalkohol erfolgreich mit Nitromethan (99) umgesetzt. Dabei wird in 75% Ausbeute
4-Nitrophenol (100) erhalten (Schema 43). Bei der Reaktion mit Nitroethan war zunichst die
Eliminierung der Nitrogruppe in Form eines Nitrates unter Bildung von para-Kresol erwartet

worden, die Reaktion liefert aber ein untrennbares Produktgemisch.

NO,
o t-BUOK
CH3NO, + || | —
99 t-BuOH, A
7 0,
5 5% OH
90 100

Schema 43. Bildung von 4-Nitrophenol aus Nitromethan und y-Pyron.

4.6 Diskussion

Die Umsetzung von [2-"’C]Malonsdurediethylester (89*) mit y-Pyron (90) im System
Kalium-zert-butylat / tert-Butylalkohol stellt wegen des zuverldssigen Reaktionsverlaufes auch
bei kleinen AnsatzgroBen (0.5 mmol), der einfachen Reaktionsdurchfiihrung und der guten
Zuginglichkeit der Vorstufe [2-*C]Malonsiurediethylester einen konkurrenzlos giinstigen
Weg zu 4-Hydroxy[1-"C]benzoesdure (92*) dar. Diese selbst ist wiederum ein wichtiges
Ausgangsmaterial fiir weitere Synthesen ringmarkierter Arene. So erhélt man beispielsweise
aus 4-Hydroxy[1-">C]benzoesiureethylester (91*) in 5 Stufen mit 42 % Gesamtausbeute DL-
[ring-1-">C]Tyrosin oder in 3 Stufen mit 77 % Gesamtausbeute 3,4-Dihydroxy[1-"C]benzoe-

sdure. Aus letzterer ist iiber 5 Stufen [4-'*C]Benzol-1,2,4-triol zuginglich.***

Die Umsetzungen des y-Pyrons (90) mit Acetylaceton (94) oder Nitromethan (99) bieten die
Moglichkeit effizienter Zugéinge zu ring-">C-markiertem 4-Hydroxyacetophenon (93) bzw.
4-Nitrophenol (100). Weitere Untersuchungen zur Reaktion von y-Pyron (90) mit Nucleophi-
len erscheinen sinnvoll. Die Reaktion bietet das Potential, neue Verbindungstypen wie 97 zu

erschlieBen.
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5 Cyclodextrine und Liposomen als Hilfsmittel bei der Applika-

tion unpolarer Biosyntheseintermediate an Pilzfruchtkorper

Bei Verfiitterungesexperimenten von Biosynthesevorldufern an junge Pilzfruchtkdrper mit
Hutdurchmessern von etwa 2 bis 4 cm lassen sich Fliissigkeitsmengen von hochstens 0.1 bis
0.3 ml mittels einer Spritze applizieren. Fiir gro3ere Fliissigkeitsmengen innerhalb kurzer Zeit
reicht das Aufnahmevermogen eines Fruchtkorpers meist nicht aus. Biosynthesevorlaufer
werden im allgemeinen in Mengen von ca. 5 bis 25 mg pro Fruchtkérper in geldster Form
verflittert. Ist die betreffende Substanz nicht ausreichend wasserldslich, so ist man auf die
Verwendung organischer Losungsmittel wie Dimethylsulfoxid, Aceton oder Diethylether
angewiesen. Abhingig von Pilzart und Losungsmittel treten dabei teilweise Schiadigungen der
Fruchtkorper auf. Ein mit der Wasserloslichkeit verbundener weiterer Aspekt ist das u. U.
schlechte Transportverhalten eines wasserunloslichen Biosynthesevorldufers im Zellverband.
Neben Verfiitterungsexperimenten mit einfachen Benzoesdurederivaten wurden im Rahmen
dieser Arbeit unter anderem Versuche mit in hohem Mafe lipophilen Biosynthesezwischen-
stufen durchgefiihrt. Dabei wurde die Eignung von Cyclodextrinen und Liposomen als Hilfs-
stoffe zur Solubilisierung unpolarer Molekiile in wélrigen Medien fiir Verfiitterungszwecke

untersucht.

5.1 Solubilisierung durch Komplexierung mit Cyclodextrinen

5.1.1 Cyclodextrine

Cyclische Oligosaccharide, die aus a(1—4)-verkniipften D-(+)-Glucopyranoseeinheiten auf-
gebaut sind, werden in Analogie zu den linearen Dextrinen als Cyclodextrine bezeichnet. Die
dullere Form der Cyclodextrine dhnelt einem hohlen Kegelstumpf (Torus) (Abbildung 9). a-,
B- und y-Cyclodextrin mit sechs, sieben und acht Zuckereinheiten pro Molekiil sind die

bekanntesten Vertreter ihrer Klasse.

Die bekannteste Eigenschaft der Cyclodextrine besteht in ihrer Fahigkeit, Addukte mit einer
Vielzahl von Substanzen zu bilden. Es kann sich dabei um EinschluB3verbindungen, wobei das
Cyclodextrin als Wirtkomponente fungiert und den Gast vollstindig oder teilweise

umschlieBt, oder um Anlagerungsverbindungen, wobei sich das Gastmolekiil aulerhalb der
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Cavitit befindet, handeln.”?") Haufig betriigt das Wirt : Gast-Verhiltnis = 1:1, es werden aber
auch andere Stochiometrien beobachtet."**! Treibende Krifte fiir die Komplexbildung sind
Coulomb-, Dipol-Dipol-, van-der-Waals- und hydrophobe®> Wechselwirkungen sowie

Wasserstoftbriickenbindungen zwischen Wirt und Gast.

Abbildung 9. Gestalt der Cyclodextrine und Anordnung der Hydroxygruppen (schematisch,
verandert nach Lit.”*)). Die primdren Hydroxygruppen befinden sich an der engeren, die
sekunddren an der weiteren Seite des Torus. Die 2-OH-Gruppen sind nach innen, die 3-OH-
Gruppen nach auBen gerichtet.*?") Das Volumen der Cavitit von p-Cyclodextrin (n = 7) be-
trigt 262 A*, das entspricht 157 ml/mol.***!

Cyclodextrin-Gast-Komplexe konnen als stabile, kristalline Substanzen isoliert werden. Die
Adduktbildung unterliegt stets einem Gleichgewicht, welches durch eine Gleichgewichts-
konstante quantifizierbar ist. Das Gastmolekiil kann somit z.B. durch Verdiinnung oder kom-

petitive Verdringung freigesetzt werden.***!

Die Komplexbildung wird hauptsidchlich von geometrischen Faktoren gesteuert. Die Wahl des
geeigneten Cyclodextrins richtet sich also in erster Linie nach GroBe und Form des einzu-
schlieBenden Gastmolekiils. In den meisten Féllen wird B-Cyclodextrin oder eines seiner De-
rivate benutzt. Ladung und Polaritéit des Gastes beeinflussen die Komplexbildung in unterge-
ordnetem MaBe.”*! Zur Herstellung eines Adduktes wird die Gastkomponente unter Riihren

zu einer evtl. erwarmten waBrigen Losung des Cyclodextrins gegeben.

Aufgrund ihrer hydrophilen AuBlenflachen sind Cyclodextrine und deren Komplexe mehr oder
weniger gut wasserloslich. Die Wasserldslichkeit eines Cyclodextrin-Gast-Komplexes kann
grofler sein als die Loslichkeit des freien Gastmolekiils. Allerdings ist die Wasserloslichkeit

insbesondere des PB-Cyclodextrins mit 1.85g / 100 ml (16.3 mm)*** (Raumtemperatur)

> Die Komplexbildung findet i.d.R. in wiBrigen oder zumindest wasserhaltigen Systemen statt.

71



begrenzt, und so zeigen auch dessen Komplexe in vielen Féllen keine hohe Loslichkeit. Da an
der Solubilisierung unpolarer Molekiile in wiirigen Medien etwa im pharmazeutischen Sek-
tor grof3es Interesse besteht, wurden Derivate der Cyclodextrine mit {iberaus guter Wasserlds-

lichkeit entwickelt.

Neben der Solubilisierung unpolarer Substanzen lassen sich durch die Komplexierung von
Stoffen mit Cyclodextrinen oder geeigneten Derivaten viele andere Effekte erreichen, die
bereits zu Anwendungen gefiihrt haben. So kdnnen etwa photo- oder oxidationslabile Stoffe
stabilisiert, Geruchs-, Geschmacks- oder Giftstoffe maskiert, fliichtige Stoffe zurlickgehalten
oder die Verfiigbarkeit von Arzneistoffen fiir den Organismus gesteuert werden.?*'220-328]
Cyclodextrine werden auBerdem als Enzymmodelle®**" bzw. als Katalysatoren oder Hilfs-

[331

stoffe fiir chemische Reaktionen"*!! eingesetzt.

Cyclodextrine und einige ihrer Derivate wie beispielsweise 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin
zeigten in Studien iiber Toxizitdt, Mutagenitit, Teratogenitdt und Carcinogenitit keine auffal-

3213233321 Der Metabolismus von Cyclodextrinen ist mit dem von

ligen Gefahrenmomente.!
Stirke vergleichbar. Die glycosidischen Bindungen von Cyclodextrinen werden von einigen
Amylasen gespalten, allerdings langsamer als die Bindungen linearer Zucker. Allgemein fiihrt
die Einfithrung von O-Substituenten zu einer Verlangsamung der enzymatischen Hydro-

lyse [323,333]

5.1.2 Cyclodextrinderivate mit hoher Wasserloslichkeit

Jedes Glucosemolekiil eines Cyclodextrinringes besitzt zwei sekunddre Hydroxygruppen an
C-2 und C-3 sowie eine primdre Hydroxygruppe an C-6, deren Protonen mehr oder weniger
selektiv gegen andere Substituenten ausgetauscht werden konnen.”** Derivate der Cyclodex-

trine wurden in iiberaus groBer Zahl entwickelt.**”

In Wasser geloste unsubstituierte Cyclodextrine neigen zur durch Wasserstoftbriickenbindun-
gen unterstiitzten Selbstaggregation (Kristallisation). Durch Substitution der Protonen der

Hydroxygruppen kann dieser Zusammenlagerungseffekt vermindert werden.**®!

Die am besten wasserloslichen Cyclodextrinderivate sind im allgemeinen keine Reinstoffe.
Sie bestehen — bei definiertem Substituenten R (Abbildung 10) — aus einem vielfdltigen
Gemisch individueller Substitutionsprodukte, die sich beziiglich des Substitutionsgrades, der
Kombination der Substitutionspositionen und, sofern der Rest R ein oder mehrere Asymme-

triezentren enthélt, der Stereochemie unterscheiden. Fiir keines der einzelnen Molekiile eines
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solchen Gemisches wird die Loslichkeitsgrenze erreicht,*®

323]

so dal} es aufgrund des Multi-
komponentencharakters®**! zu verbliiffend hohen Wasserldslichkeiten kommen kann. Zur
Charakterisierung derartiger Cyclodextrinderivate wird der durchschnittliche Substitutions-
grad pro Cyclus oder pro Glucoseeinheit angegeben. Die Wasserloslichkeit definierter, reiner
Substitutionsprodukte wie z.B. 2-O-[(S)-2-Hydroxypropyl]-B-cyclodextrin kann kleiner sein

als die des unsubstituierten Cyclodextrins selbst.[**’]

RO

/%
e} OR
rRo> 7 OR o
OR RO
RO o
A RO
R
OR 0
(0]
RO OR
Q RO

OR

RO 0]
OR

g OR

B-Cyclodextrin: R=H,

RO

OH

2-Hydroxypropyl--cyclodextrin: R = H, 4\}\

Sulfobutyl-3 -cyclodextrin: R=H, .-“\/\/\ -
803 Na

Abbildung 10. B-Cyclodextrin und zwei seiner Derivate.

Hervorragende Wasserloslichkeiten werden beispielsweise von hydroxyalkylierten oder sul-
foalkylierten Cyclodextrinen erreicht.’*®! Derartige Derivate konnen selbst véllig hydrophobe

321 Setzt man B-Cyclodextrin

Molekiile wie Paraffine oder Toluol in Wasser solubilisieren.
bei 50 bis 60°C in Gegenwart von Natronlauge mit Propylenoxid um, so erhidlt man
2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin (Abbildung 10). Bei der Herstellung des 2-Hydroxypropyl-

B-cyclodextrins wird der durchschnittliche Substitutionsgrad liber das Verhéltnis der Reakti-
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onspartner gesteuert.”® Die Kontrolle des Substitutionsgrades ist von Bedeutung, da eine zu
hohe Substitution aufgrund sterischer Effekte die Komplexbildungsfahigkeit der Cyclodex-
trine beeintrichtigt.”**! Die relativen Reaktivititen der C-2-, C-3- und C-6-Hydroxygruppen
der Glucoseeinheiten des B-Cyclodextrins beziiglich der Hydroxypropylierung und die Was-
serloslichkeit der Produkte in Abhéngigkeit vom Substitutionsgrad wurden untersucht.”*” Die
Wasserloslichkeit des 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrins mit einem durchschnittlichen

Substitutionsgrad von 7 pro Cyclodextrinmolekiil wird mit bis zu 200 % (w/v) angegeben.**"’

Setzt man B-Cyclodextrin bei 70°C in Gegenwart von Natronlauge mit 1,4-Butansulton um,

3411 Auch hier wird der Substituti-

so erhilt man Sulfobutyl-B-cyclodextrin (Abbildung 10).!
onsgrad iiber das Verhéltnis der Reaktanden gesteuert. Bei einem durchschnittlichen Substi-
tutionsgrad von sieben Resten pro Cyclus wird eine Wasserloslichkeit von >50% (w/v)

erreicht.??!

Eine zweite Gruppe von sehr gut wasserloslichen Cyclodextrinen bilden die ,,verzweigten™
(engl. ,,branched*) Cyclodextrine. Dabei handelt es sich um i.d.R. enzymatisch hergestellte
Derivate, bei denen ein oder zwei 6-O-Atome pro Cyclodextrinmolekiil ein a(1—6)-glycosi-
disch verkniipftes Mono- oder kurzes Oligosaccharid tragen. Im Unterschied zu den oben
erwdhnten auf chemischem Wege erzeugten Derivaten sind die verzweigten Cyclodextrine
auch als Reinstoffe sehr gut wasserloslich. Die Wasserloslichkeit beispielsweise von 6-O-

Glucosyl-p-cyclodextrin betrigt iiber 50 % (w/v).F2%

5.1.3 Solubilisierung von Hydroxybenzoesauren und eigene Arbeiten mit

Cyclodextrinen

Wie Dbereits erwédhnt, werden Verfiitterungsexperimente mit isotopenmarkierter
4-Hydroxybenzoesdure aufgrund ihrer Schliisselfunktion im sekundéren Stoffwechsel haufig
durchgefiihrt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war die Applikation von 4-Hydroxy-
[1-C]benzoesdure (92%), 4-Hydroxy-2-methylbenzoesdure (125) und 4,5-Dihydroxy-2-
methylbenzoesdure (127) an Pilzfruchtkoérper erforderlich.

Die Wasserloslichkeit von 4-Hydroxybenzoesdure betrigt bei 25°C 42.7mMm (0.589 g /

100 ml).?** Bei der Herstellung einer wiBrigen Losung von 10 mg dieser Substanz, beispiels-

weise zum Zweck der Applikation an einen Pilzfruchtkdrper, ergibt sich folglich ein Volumen

3% Zur Herstellung von 2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin vom durchschnittlichen Substitutionsgrad 7 siche
Lit.*”! Eine davon geringfiigig abweichende, detaillierte Vorschrift zur Herstellung dieses Derivates mit dem
Substitutionsgrad 6.8 sowie den Substitutionsgraden 5.1 und 11.3 findet sich in in Lit.***
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von 1.7ml. Die Wasserloslichkeit von Benzoesdure, 3-Hydroxybenzoesdure und
4-Hydroxybenzoesdure kann durch Komplexierung mit B-Cyclodextrin in geringem Malle

B34) Die Loslichkeit nimmt dabei linear proportional mit der Cyclodextrin-

erhoht werden.
konzentration zu. Fiir 4-Hydroxybenzoesédure beispielsweise betragt die Loslichkeitszunahme
9.40 mM (0.130 g / 100 ml) bei einer B-Cyclodextrinkonzentration von 9.00 mm (1.02 g /
100 ml),>” was nahezu genau einer stéchiometrischen 1:1-Komplexierung entspricht. Komple-
xierung mit a-Cyclodextrin fiihrt bei gleichen molaren Cyclodextrinkonzentrationen zu einer
etwas kleineren Loslichkeitszunahme der Hydroxybenzoesduren. Wegen der im Vergleich zu
B-Cyclodextrin um eine Zehnerpotenz groBBeren Wasserloslichkeit des a-Cyclodextrins (max.
14.5 g/ 100 ml bzw. 149 mm)™**! kénnen damit aber fiir die genannten Benzoesduren héhere
Solubilisierungen  erreicht werden. So  betrdgt die Loslichkeitszunahme  der

4-Hydroxybenzoesdure 29.3 mM (0.404 g / 100 ml) bei einer a-Cyclodextrinkonzentration
von 36.0 mM (3.50 g / 100 ml).”’

2-Hydroxybenzoesdure bildet intramolekulare Wasserstoftbriickenbindungen aus, so daf3 die
Carboxyl- und Hydroxygruppen fiir eine Interaktion mit einem Cyclodextrin nicht mehr in
dem gleichen Mall wie bei den Isomeren zur Verfligung stehen und Komplexierung bzw.

Solubilisierung schwicher ausgeprigt sind.***!

Offensichtlich ist B-Cyclodextrin grundsétzlich ein hervorragender Wirt fiir 4-Hydroxy-
benzoesdure, wobei die schlechte Wasserloslichkeit dieses Saccharids die Moglichkeit der
Solubilisierung stark einschrénkt. Der Einsatz von Derivaten des B-Cyclodextrins erschien

daher fiir eigene Arbeiten vielversprechend.

Aufgrund der sehr guten Ldslichkeitseigenschaften von 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin
wurde dieses Derivat flir erste Versuche zur Solubilisierung von 4-Hydroxybenzoesdure
gewihlt. Nach Literaturangaben wurde 2-Hydroxypropyl--cyclodextrin vom durchschnittli-
chen Substitutionsgrad 7 pro Cyclodextrin hergestellt.® Es stellte sich heraus, daB
4-Hydroxybenzoesédure stochiometrisch 1:1 mit dem genannten Cyclodextrinderivat in hohem
MaBe in Wasser solubilisiert werden kann. Fiir die Solubilisierung von 4-Hydroxybenzoe-
sdure ist somit etwa die 11-fache Gewichtsmenge an 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin erfor-

derlich.*® Versetzt man ein Gemisch aus 10 mg Hydroxybenzoesiure und 0.11 g 2-Hydroxy-

7 Die in Lit.”* beschriebenen Loslichkeitsversuche wurden bis zu Konzentrationen von maximal 9.00 mMm
(B-Cyclodextrin) bzw. 36.0 mM (a-Cyclodextrin) durchgefiihrt.

* Die mittlere Molekiilmasse von 2-Hydroxypropyl--cyclodextrin mit durchschnittlichem Substitutionsgrad 7/
Cyclus betrdgt 1541 g/mol. 2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin enthélt auch nach Gefriertrocknung noch etwa 5 bis
8 Gew.-% Wasser."*’! Ebenso binden a-, B- und y-Cyclodextrin im kristallinen Zustand je nach RinggroBe 6 bis
13 Gew.-% Wasser.*?!
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propyl-B-cyclodextrin mit ca. 0.11 ml Wasser, so wird nach einigen Minuten Riihren eine
klare, viskose Losung erhalten. Dies entspricht einer Konzentration von etwa 9g
4-Hydroxybenzoesaure / 100 ml (ca. 650 mM).” Im gleichen MaBe konnten 3,4-Dihydroxy-
benzoesdure, 4-Hydroxy-2-methylbenzoesdure (125) und 4,5-Dihydroxy-2-methylbenzoe-

sdure (127) erfolgreich in Wasser solubilisiert werden.

5.1.4 Verfiitterung Cyclodextrin-komplexierter 4-Hydroxy[1-'*C]benzoesiure

(92*) an den Rostroten Larchenrohrling Suillus tridentinus (Bres.) Sing.

Die Eignung Cyclodextrin-komplexierter Benzoeséurederivate flir Verflitterungsexperimente
an Pilzen wurde in einem Vorversuch iiberpriift. Es ist bekannt, daB 4-Hydroxy[1-'>C]benzoe-
sdure (92*) in Tridentochinon (102), den Hauptfarbstoff des Rostroten Larchenrdhrlings
Suillus tridentinus (Bres.) Sing., inkorporiert wird (vgl. 6.3). Eine Verfiitterung von 92* an S.
tridentinus kann somit als Test herangezogen werden. Bisher wurde diese Verbindung als

Losung in Aceton oder Dimethylsulfoxid appliziert.

Eine Losung von 10 mg 4-Hydroxy[1-">C]benzoesiure (92*) und 0.11 g 2-Hydroxypropyl-B-
cyclodextrin in 0.10 ml Wasser wurde an einen Fruchtkorper des Rostroten Larchenrdhrlings
verfiittert. Nach vier Tagen Wachstum wurde der Pilz geerntet. Der Fruchtkorper, dessen
Durchmesser von 4 auf 7 cm zugenommen hatte, war vollig normal gewachsen und zeigte
keinerlei Nekrosen oder sonstige Auffélligkeiten. Es konnten 23.3 mg Tridentochinon (102)
isoliert werden. Die Einbaurate in C-1 des Tridentochinons betrug 4.3 % und lag damit

geringfiigig iiber dem normalen Bereich.

Das Experiment demonstriert, dal bei Verfiitterungsexperimenten mit einfachen Derivaten
der 4-Hydroxybenzoesdure vollstindig auf den Einsatz organischer Losungsmittel verzichtet

werden kann.

** Die Volumenzunahme durch das geloste Cyclodextrinderivat wurde nicht bestimmt und bei dieser Angabe
vernachlassigt.
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5.1.5 Solubilisierung von Bovichinon-4 (101)

Bovichinon-4 (101), eine lipophile Verbindung mit Geranylge- o
ranylseitenkette, ist in Wasser nahezu unléslich und kann mit OH
2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin in geringem Malle in Losung HO N H
gebracht werden. 5 mg Bovichinon-4 wurden mit 200 mg o} 4
2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin in ca. 0.15 ml Wasser nach Bovichinon-4 (101)

laingerem Riihren in Form einer zdhfliissigen roten Losung solubilisiert. Eine durch das
Cyclodextrinderivat moglicherweise katalysierte Dimerisierung zu Bovilacton-4,4 (136) (vgl.

7.6.1.2) wurde auch nach mehrstiindigem Riihren nicht beobachtet.

Die so erzielte Solubilisierung des Bovichinons-4 (101) im wéBrigen Medium erwies sich fiir
die erfolgreiche Durchfithrung von Verfiitterungsexperimenten als ausreichend (vgl. 7.5.5).
Zur Komplexierung polyprenylierter Arene und Chinone mit 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin
sind aber libermdfige Wirt-Gast-Verhiltnisse erforderlich, so dal nicht von einer Ideallosung
gesprochen werden kann. Fiir diese Verbindungsklasse wurde deshalb die Technik der Inkor-

poration in Liposomen angewandt.

5.2 Solubilisierung durch Inkorporation in Liposomen

5.21 Liposomen

Liposomen sind Vesikel mit vollstindig eingeschlossenem wifirigem Volumen, deren Mem-
bran aus einer Lipiddoppelschicht besteht. Derartige Doppelschichten bilden auch das Grund-
geriist biologischer Membranen und werden von Lipiden, die zwei Kohlenwasserstoffketten
pro Molekiil tragen, spontan geformt, wenn diese in Wasser dispergiert werden. Im Unter-
schied dazu neigen Lipidmolekiile mit nur einer Kohlenwasserstoffkette bei Dispersion in

[344

Wasser zur Micellenbildung.®*"! Unter anderem wegen ihrer niedrigen Kosten werden

Lecithine oft als Hauptkomponente in Liposomenpréparationen verwendet.

Cholesterol bildet selbst keine Doppelschicht-Strukturen, kann aber in sehr hohen Konzentra-

tionen in Phospholipidmembranen eingebaut werden — das Stoffmengenverhéltnis von Chole-

345

sterol zu Phospholipid kann bis zu 2:1 betragen.**! Cholesterol senkt durch Interaktion seines
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rigiden Steroidgeriistes mit den Bewegungen der Lipidketten die Membranfluiditit und

verbreitert auBerdem den Temperaturbereich des Ordnungs-Unordnungs-Uberganges.”***!

Zur Ausbildung und Aufrechterhaltung einer Membranstruktur sind auBler Phospholipiden
und Sterolen keine weiteren Komponenten erforderlich, doch kann in Doppelschichtmembra-
nen ein grofes Spektrum lipophiler Komponenten ohne spezielle chemische Strukturmerk-
male zusitzlich inkorporiert werden. Aufgrund dieser Eigenschaft konnen Liposomen als
Transportvehikel fiir lipophile und amphiphile Substanzen in einer wéfrigen Umgebung die-
nen. Unter normalen Umstinden werden etwa 1 bis 10 Gew.-% Fremdsubstanz toleriert.
Bestimmte Stoffe, die mit Membrankomponenten wechselwirken wie etwa Fettsduren oder
a-Tocopherol konnen hoher angereichert werden. Andererseits sind gewisse Verbindungen
wie einige Polyen-Antibiotika in der Lage, bereits in geringen Konzentrationen die Membran-

struktur zu zerstoren.

Mit Hilfe von Liposomen konnen auch wasserlosliche Verbindungen transportiert werden.

Diese werden in das wiBrige innere Volumen der Vesikel eingeschlossen.

Der Durchmesser von Liposomen kann von etwa 25 nm bis zu mehreren um betragen. Die
Vesikel konnen sowohl aus einer einzigen Doppelschichtmembran als auch aus mehreren
konzentrischen Doppelschichten bestehen. Liposomen werden nach Grof3e und Aufbau klassi-

ﬁziert:[345’346]

a) Multilamellare Vesikel (multilamellar vesicles, MLV): Typischerweise eine sehr inhomo-
gene Population von Liposomen des Durchmessers 100 nm bis > 1 um, wobei jede Vesi-
kel aus etwa fiinf oder mehr konzentrischen Lamellen besteht (Abbildung 11). Vesikel
mit nur wenigen Lamellen werden als oligo- oder paucilamellare Vesikel bezeichnet. Das
eingeschlossene wilrige Volumen betrdgt etwa 1 bis 4 1/mol Lipid. MLV bilden die
thermodynamisch stabilste Zustandsform des Systems Phospholipid/Wasser.

b) Kleine unilamellare Vesikel (small unilamellar vesicles, SUV): Relativ homogene
Population von Vesikeln am unteren Gréfenlimit, d.h. im Durchmesser von etwa 25 nm.
SUV zeichnen sich durch ein geringes wifiriges Einschluvolumen von 0.2 bis 1.5 1/mol
Lipid aus.

c) GroBe unilamellare Vesikel (large unilamellar vesicles, LUV): Durchmesser um 1 pm.

Charakteristisch fiir LUV ist deren grof3es EinschluBBvolumen von 8 bis 20 I/mol Lipid.

Durch etablierte Herstellungs- oder Umwandlungsverfahren lassen sich die verschiedenen

Liposomentypen gezielt erzeugen.
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Abbildung 11. Vereinfachte Darstellung einer multilamellaren Vesikel (MLV) (reproduziert
aus Lit.**").

5.2.2 Grundsatze des Designs von Liposomen

Phospholipide mit einem groen Anteil ungeséttigter Fettsdurereste fithren zu fluiden Mem-
branen. Derartig aufgebaute Liposomen, deren Sterolgehalt zudem gering ist oder die kein
Sterol enthalten, neigen zu einer schnellen Freisetzung des Inhaltes. Im Unterschied dazu
halten sterolreiche Liposomen, die hauptsdchlich aus geséttigten Lipiden konstruiert sind,

34] Die Phaseniibergangstemperatur der Membran kann durch

thren Inhalt ldnger zuriick.
geeignete Wahl der Lipidzusammensetzung einer gewlinschten Freisetzungstemperatur ange-
palit werden.

Zur Stabilisierung von Liposomen gegen Oxidation der Lipide konnen Antioxidantien zuge-

setzt werden. Am gebrauchlichsten ist hierfiir a-Tocopherol.”*

5.2.3 Herstellung von Liposomen mit inkorporierten Verbindungen

Das einfachste Konzept zur Liposomenpréiparation ist die mechanische Dispersion geeigneter

(345391 ein fiir den

Lipide in einem wiBrigen Medium. Im folgenden wird mit der Filmmethode
Labormalstab geeignetes, leicht durchzufiihrendes Verfahren umrissen, welches zu einer sehr

inhomogenen (Durchmesser etwa 0.4 bis 3.5 um) Population von multilamellaren Vesikeln

(MLV, Abbildung 11) fiihrt.

Aus einer organischen Losung der Lipide zusammen mit lipophilen zu inkorporierenden Sub-

stanzen wird am Rotationsverdampfer in einem geeigneten Kolben ein diinner, an der Glas-
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wand haftender Film erzeugt. Der Film wird anschlieBend in dem gewiinschten wéaBrigen
Medium unter Bildung von Liposomen suspendiert. Der Zusatz von Glaskiigelchen kann
besonders bei dicken Lipidfilmen hilfreich sein. In das Innere der Liposomen einzuschlie-
Bende wasserlosliche Substanzen werden vor der Herstellung der Suspension in der wirigen
Phase gelost. Da nur ein kleiner Teil dieser Phase von den Liposomen umschlossen wird, ist
die EinschluBrate naturgemall gering. Fiir der organischen Ldsung zugesetzte lipidldsliche
Substanzen kann dagegen eine nahezu quantitative Einschlufrate erzielt werden. Die Tempe-
ratur mull wihrend der Liposomenherstellung die Phaseniibergangstemperatur T,, der Mem-
branlipide iiberschreiten.** In der Regel ist darauf lediglich bei Verwendung von
Phospholipiden mit in hohem Mafe gesittigten Fettsdureresten zu achten, deren Phaseniiber-
gangstemperatur iiber Raumtemperatur liegt. Typische Konzentrationen von Liposomen-
suspensionen liegen in der GroBenordnung von 1% (w/v) Lipid in Wasser. Hohere Konzen-

trationen (z.T. bis zu 30 % (w/v))***! sind aber grundsitzlich realisierbar.

Um die GroBe der so gebildeten Liposomen zu reduzieren, kann die Suspension mit Ultra-
schall (etwa 20 kHz"**") behandelt werden. Eine mildere Methode zur Homogenisierung von
Liposomenpréparationen bietet die nach einem ihrer Erfinder benannte ,French Press®,
mittels derer die Suspension unter hohem Druck (1,5 bis 3 kbar) durch ein Ventil geprefit

d [345,349

wir ] Das eleganteste Verfahren zur Homogenisierung ist die Membranextrusion,

wobei die Suspension unter mdfigem Druck (<7 bar) eine Polycarbonatmembran definierter
PorengroBe passiert, welche die Obergrenze des Liposomendurchmessers definiert.”**2* Die
Reinigung der Liposomen von nicht eingeschlossenem Material kann auf der Basis der Gro-

BenausschluBchromatographie oder mittels Dialyse erfolgen.

Es ist nicht moglich, Liposomen durch Exposition an hohe Temperaturen zu sterilisieren.
Kleinere Liposomen konnen durch Membranfiltration von Keimen befreit werden. GroBere
Liposomen miissen unter sterilen Bedingungen hergestellt werden. Dazu werden die organi-
sche Lipidlosung und die wéBrige Phase getrennt durch geeignete Membranfilter filtriert und
anschlieBend steril weiterverarbeitet.”*! Auch eine Sterilisation mit y-Strahlung in nicht zu

hoher Dosis ist moglich.!**®!

5.2.4 Wechselwirkungen zwischen Liposomen und Zellen

Die Freisetzung von in Liposomen eingeschlossenen Verbindungen in eine Zelle kann nach

verschiedenen Mechanismen erfolgen. Die beiden wichtigsten Prinzipien sind hierbei Fusion,
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d.h. Verschmelzen der liposomalen Lipidschicht mit der Zellmembran, und Endocytose, d.h.
Aufnahme der Liposomenvesikel in das Innere der Zelle durch Membraneinstiilpung und

anschlieBende Zerstorung der Lipiddoppelschicht durch lysosomale Phospholipasen, #3434

5.2.5 Eigene Arbeiten mit Liposomen

Wie bei den Cyclodextrinen mull ein hoher Gewichtsanteil an Hilfssubstanz eingesetzt wer-
den. Liposomen lassen sich in der wéBrigen Phase nicht in dem Male anreichern wie bei-
spielsweise der Komplex von 2-Hydroxypropyl-pB-cyclodextrin mit 4-Hydroxybenzoesédure
(vgl. 5.1.3). Setzt man Biosynthesevorldufer bei der Verfiitterung von Liposomensuspen-
sionen an Pilze in Mengen von 10 mg pro Fruchtkérper ein, so ergeben sich zwangslaufig
Volumina, die nicht mittels einer Spritze an einen Fruchtkorper appliziert werden kdnnen.
Das Aufnahmevermdogen eines Fruchtkorpers reicht hierfiir nicht aus. Um die erforderliche
Fliissigkeitsmenge auf 1 ml zu begrenzen, wurden die Biosynthesevorldaufer mit 1:10 (w/w)
im Verhéltnis zum Gesamtlipid relativ hoch konzentriert und die Lipide mit 1:10 (w/v) wie-

derum in relativ hoher Konzentration in wéBriger Glucoseldsung suspendiert.

Zur Applikation wird in einen Fruchtkorper senkrecht von oben ein etwa 2 mm weites Loch
bis tief in den Stiel gebohrt und anschlieend eine am Konus gekappte Pasteur-Glaspipette
aufgesetzt, in welche dann die Liposomensuspension eingefiillt wird (Abbildung 12). Die
Fruchtkorper nehmen die Suspension innerhalb etwa eines Tages auf. Verkiirzt man die
Pipette nicht, sondern steckt sie tief in das vorgebohrte Loch ein, so wird die Absorption der

Suspension aufgrund der geringeren zur Verfiigung stehenden Oberflache erheblich behindert.

Im Rahmen der eigenen Arbeiten wurden die Verbindungen 1*-7* in Liposomen eingeschlos-
sen und an Pilzfruchtkdrper appliziert. Die Verfiitterungsexperimente und ihre Ergebnisse
sind in den Kapiteln 6 und 7 beschrieben. Die Liposomen wurden nach der Filmmethode
préapariert. Als Phospholipid diente Ei-Phosphatidylcholin, als Antioxidans wurde DL-0-
Tocopherol zugesetzt. Als wiBirige Phase diente in allen Féllen 5% (w/v) Glucoseldsung, in
welcher die Lipidmischung suspendiert wurde. Die so erhaltenen multilamellaren Liposomen
wurden zum Teil nicht nachbehandelt, sondern direkt an Pilzfruchtkorper verfiittert. Zum Teil
(jeweils angegeben) wurden die multilamellaren Liposomen durch Extrusion auf eine durch-
schnittliche Grofle von 400 nm gebracht. In diesen Féllen wurde die GroBenverteilung

anschlieBend mittels Photonenkorrelationsspektroskopie iiberpriift.
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Abbildung 12. Verfiitterung einer Liposomensuspension an einen Fruchtkdrper des Rostroten
Larchenrohrlings Suillus tridentinus.

Samtliche auf diese Weise gefiitterten Fruchtkorper von Suillus tridentinus und S. bovinus,
selbst sehr junge Exemplare mit Hutdurchmessern um 2 cm, zeigten vollig ungestortes

Wachstum und keinerlei Auffilligkeiten oder Nekrosen.
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6 Zur Biosynthese des Tridentochinons (102) im Rostroten

Larchenrohrling Suillus tridentinus (Bres.) Sing.

6.1 Verbreitung und Habitus des Pilzes?**°>°"]

Nicht sonderlich héufig erscheint Suillus tridentinus von Juli bis Oktober als Larchenbegleiter
auf kalkhaltigen Boden. Der ockerbréunliche bis orangerdtliche Hut mifit bis zu 10 cm im
Durchmesser, das zitronengelbe Fleisch verfarbt sich im Schnitt rétlich bis braunlich. Die
Miindungen der Rohren sind bei jungen Exemplaren kréftig orange, bei dlteren Pilzen braun-

lich gefarbt.

Abbildung 13. Fruchtkorper des Rostroten Larchenrdhrlings Suillus tridentinus (Bres.)
Sing.[**?

6.2 Bisher bekannte Inhaltsstoffe

Tridentochinon (102), der Hauptfarbstoff des Rostroten Larchenréhrlings, wurde erstmals von

3343551 die absolute

Besl®>! isoliert. Die endgiiltige Strukturaufklirung gelang Pasupathy,!
Konfiguration wurde von Beyer¥ durch Kristallisation des Camphansiurederivates zu (R)
bestimmt. Tridentochinon kann mit einem geranylgeranylierten Baustein unter Ausbildung

des komplexen Farbstoffes Tridentorubin (103) kondensieren.>*"
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Ri Ry R3 Ri Rs
H OH H H OH Grevillin A (104
H OH H OH OH GrevilinB (105
OH OH H OH OH GrevillinC (106
OH H OH OH OH GrevilinD (107

~— — ~— ~—

Cyclovariegatin (108) Thelephorsaure (109)

Bolegrevilol (110)

S. tridentinus enthilt die fiir Pilze der Gattung Suillus charakteristischen Grevilline A (104),
B (105) und C (106),*°" nicht aber Grevillin D (107).* Das Terphenylchinon Cyclovariegatin
(108)%°°! und die daraus durch oxidative Cyclisierung hervorgehende Thelephorsiure (109)°*
konnen nachgewiesen werden, wahrend der Rostrote Larchenrohrling keine Pulvinsdurederi-

vate produziert.?*¥!

361] 1362]

Wie beispielsweise S. granulatus®" und S. grevilleil

vilol (110).

enthilt auch S. tridentinus'™ Bolegre-

% Grevillin D (107) entsteht biosynthetisch aus Grevillin B (105) iiber eine Umlagerung.** Pilzen, die zu dieser
Umlagerung fahig sind, schreibt man einen hoheren evolutioniren Entwicklungsstand zu.*>*
'S tridentinus produziert Pulvinsaurederivate in Mycelkultur."*%"!
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Mittels GC/MS-Untersuchungen des mit Diazomethan behandelten Pilz-Rohextraktes zeigte
Beyer*! das Vorkommen von 4-Hydroxy- (92) und 3,4-Dihydroxybenzoesiure (112).

6.2.1 Isolierung und Reinigung von Tridentochinon (102)

Nach Extraktion der Fruchtkorper mit Essigsdureethylester wird eine erste Vorreinigung
durch Chromatographie an acetyliertem Polyamid erzielt. Dabei wird Tridentochinon (102)
zusammen mit weiteren lipophilen Stoffen von Bolegrevilol (110) und von polaren Verbin-
dungen abgetrennt. Tridentochinon wird anschlieBend mittels High-Speed Countercurrent-
Chromatographie ausgesprochen effizient von den lipophilen Begleitern befreit. Die Reini-
gung des Bolegrevilols gelingt {iber GréenausschluBchromatographie an Sephadex LH-20
und nachfolgende HPL-Chromatographie.

6.3 Bisher durchgefiihrte Verfiitterungsexperimente

Die Studien haben die Aufklarung der Biosynthese des Tridentochinons (102) zum Ziel. Im
folgenden werden die Ergebnisse bisher durchgefiihrter Verfiitterungsexperimente zusam-

mengefalit (vgl. Schema 44).

Wiihrend Verfiitterungen von DL-[ring-1-">C]Tyrosin (DL-111*) an Fruchtkorper wahrschein-
lich aufgrund von Loslichkeitsproblemen negativ verliefen, ergab die Verfiitterung an Sub-
merskulturen in Verbindung mit einer langen Inkubationszeit eine Einbaurate in Tridentochi-

non (102) in Hohe von 12 %. Angereichert war dabei C-1 des Tridentochinons.

142 yund Submerskulturen™ des

4-Hydr0xy[1-13C]benzoeséiure (92*) wird von Fruchtkérpern[5
Rostroten Larchenrdhrlings mit Einbauraten zwischen 3 und 4 % zuverldssig in Tridentochi-
non (102) inkorporiert. Angereichert wird C-1 des Tridentochinons. Das nach der Verfiitte-
rung von 92* isolierte Bolegrevilol (110) zeigt eine Isotopenanreicherung an C-4, die Einbau-

rate betrdgt 5.6 %.0

' Lang-Fugmann® hatte 4-Hydroxy[1-"*C]benzoesiure auch in Form des besser wasserloslichen Ammonium-
oder Lysinsalzes appliziert. Zur Verfiitterung von 4-Hydroxy[1-">C]benzoesiure als wasserldslicher
Cyclodextrinkomplex vgl. Kap. 5.1.4.
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CO,H HO

[De]-101

[De]-115

Schema 44. Von Lang-Fugmann,”! Beyer'¥ und Miihlbauer™ bisher an Suillus tridentinus
durchgefiihrte Verfiitterungsexperimente. Bei positiv verlaufenden Experimenten ist die Ein-
baurate angegeben. Bei gestrichelten Pfeilen befindet sich die Einbaurate nahe an der unteren
Nachweisgrenze.

Einen Einbau in Tridentochinon (102) in Héhe von 5.4 % beobachtet man bei der Verfiitte-
rung von 3,4-Dihydroxy[1->C]benzoesédure (112*) an Fruchtkorper des Rostroten Larchen-
rohrlings.” Das Kulturexperiment verlduft ebenfalls positiv."*! Angereichert wird C-1 des

Tridentochinons.

Eine Einbaurate von 0.6 bis 1% in 102 wird bei Applikation von [1,4-13C2]Benzol-l,2,4-tri01
(113*) erhalten, wobei eine Anreicherung von C-1 und C-4 des isolierten Tridentochinons

(102) erhalten wird.*

* Dabei ist zu beachten, daB aufgrund der Synthesestrategie C-1 und C-4 des Benzol-1,2.4-triols (113%)
gleichverteilt zu je 50 % '*C-angereichert waren.
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Die Verfiitterung von in Aceton bzw. Dimethylsulfoxid geldster 3-Geranylgeranyl-4-hydroxy-
[1-C]benzoesdure (1) in Mengen von 50 mg / Fruchtkdrper ergab eine Einbaurate von

0.56 %.5!

Verfiitterungsexperimente mit 2-Geranylgeranyl[4-">C]phenol (114%), geldst in DMSO, in

Konzentrationen um 100 mg pro Fruchtkérper verliefen negativ.¥

Der mittels “H-NMR-Spektroskopie detektierte positive Einbau des kettenendstindig hexa-
deuterierten 3-Geranylgeranyl-benzol-1,2,4-triols ([Ds]-7), eines Suillin-Aquivalentes, in Tri-
dentochinon (102) konnte massenspektrometrisch nicht bestétigt werden und bleibt deshalb
mit Unsicherheit behaftet. Dasselbe Bild, nur mit niedrigerer ’H-Einbaurate, bot sich bei Ver-

flitterung von Hexadeuterobovichinon-4 ([Dg]-101) und dessen 14',15'-Oxid [Dg]-1 15314445

6.4 Kurze Diskussion der bisherigen Ergebnisse und Planung der eigenen

Verfltterungsexperimente

Aus der Inkorporation der Schliisselverbindung 4-Hydroxy[l-">C]benzoesdure (92*) in
Tridentochinon (102) leitet sich ab, da3 der Benzochinonring des Tridentochinons (102) iiber
den Shikimisdureweg und nicht iiber den Polyketid-Weg entsteht. Das Ergebnis der Tyrosin-
verfiitterung (DL-111%) zeigt, da8 4-Hydroxybenzoesédure (92) in S. tridentinus aus Choris-

minsdure iiber L-Tyrosin (L-111) gebildet wird.*

Nach Verfiitterungen von DL—[ring—l—13C]Tyrosin (DL-111%), 4—Hydr0xy[1—13C]benzoeséiure
(92*) und 3,4-Dihydr0xy[1-13C]benzoeséiure (112%) findet man stets ausschlieBlich C-1 des

Tridentochinons (102) isotopenangereichert. Daraus konnen zwei Schliisse gezogen werden:

Zum einen wird Geranylgeranylpyrophosphat in meta-Stellung zur Carboxylgruppe der

3,4-Dihydroxy- und/oder 4-Hydroxybenzoesaure eingefiihrt (Schema 45).

Zum anderen kann die zundchst naheliegende Hypothese von Bovichinon-4 (101) als Zwi-

schenstufe’” in der Biosynthese des Tridentochinons (102) verworfen werden. Infolge der

* Bovichinon-4 (101) ist der Hauptfarbstoff des Kuhrohrlings S. bovinus (vgl. 7.2).

* Eine quantitative Abschitzung der Einbaurate bei den “H-Experimenten war nicht moglich. Es wurden aber
Aussagen iiber die relativen Einbauraten der verfiitterten hexadeuterierten Verbindungen untereinander
getroffen.”!

* Chorisminsiure kann enzymatisch auch direkt in 4-Hydroxybenzoesiure konvertiert werden. Diese Umwand-
lung findet teilweise in Mikroorganismen statt.”®*!

" Vor der erstmaligen Verfiitterung ringmarkierter Benzoesduren an S. tridentinus wurde angenommen, daB die
Cyclisierung iiber die intramolekulare nucleophile Offnung des terminalen Epoxides (115) von Bovichinon-4
(101) e[gf;(glz%z] Anschliefende Bildung des Dihydrofuranringes wiirde dann direkt zum Tridentochinon (102)
fithren."””"
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Dihydroxybenzochinon-Tautomerie (Schema 46) wire in diesem Falle nach Verfiitterung von
92*, 112* und DL-111* eine Gleichverteilung der Isotopenmarkierung auf C-1 und C-5 im
Tridentochinon (102) zu erwarten. Grundsétzlich ist wegen des Ausbleibens dieser Gleichver-
teilung jede C>-symmetrische Biosynthesevorstufe des Tridentochinons (102) auszuschliefen.
Die Einfiihrung der 2-Hydroxygruppe des Tridentochinons darf somit erst nach der Makrocy-
clisierung zu einem Ansachinon stattfinden. Bereits seit langem" wird deshalb
2-Desoxytridentochinon (116) als unmittelbare Vorstufe des Tridentochinons postuliert
(Schema 45). Versuche, 116 im Pilz nachzuweisen oder durch Desoxygenierung von

Tridentochinon (102) synthetisch herzustellen, waren bisher gescheitert.

ox. Decarboxylierung

CO.H OH

e e
HO R
OAc

Bolegrevilol (110)
(R = Geranylgeranyl)

. e AN .
Hydroxylierung Polyprenylierung
OH

_2—Desoxytridentochinon (1 16_) Tridentochinon (102)
(hypothetisch)

Schema 45. Postulierte Biosynthese des Tridentochinons (102) in S. tridentinus.

OH O

|

0] OH 0]
R = Geranylgeranyl: Bovichinon-4 (101)

Schema 46. Tautomeriebedingte 1:1-Verteilung einer Isotopenmarkierung in Dihydroxy-
benzochinonen wie z.B. Bovichinon-4.
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3,4-Dihydroxybenzoesédure (112) wird tendenziell mit einer héheren Rate inkorporiert als das
monohydroxylierte Derivat 92. Daraus 146t sich die Hypothese aufstellen, dafl die Prenylie-
rung auf der Dihydroxystufe nicht etwa einen Nebenweg der Biosynthese darstellt, sondern
daBl moglicherweise hauptsichlich oder ausschlieBlich Prenylierung der Dihydroxybenzoe-
sdure stattfindet. An einer Bestédtigung dieser Annahme besteht Interesse, da in der Natur die
Prenylierung der 4-Hydroxybenzoeséure, teilweise mit nachfolgender Hydroxylierung wie bei

der Biosynthese der Ubichinone,?%¢"]

weitaus stirker verbreitet ist als die Prenylierung von
3,4-dihydroxylierten Benzoesiuren. Uber letztere gibt es nur wenige Berichte. So konnen
etwa im Zuge der Ubichinon-Biosynthese in Rattenherz und -leber neben der
4-Hydroxybenzoesdure auch 3,4-Dihydroxybenzoesdure und Vanillinsdure polyprenyliert
werden. Die Prenylierung von 4-Hydroxybenzoesdure lduft hierbei aber gegeniiber der Pre-

nylierung der 3,4-dihydroxylierten Derivate bevorzugt ab.*°®

Fiir die Einfilhrung der C-1-Hydroxygruppe im Laufe der Biosynthese des Tridentochinons
(102) wird die oxidative Decarboxylierung eines geeigneten Benzoesdurederivates postuliert
(Schema 45). Eine ganz dhnliche Beobachtung wird beim GroBen Gelbful Gomphidius
glutinosus gemacht: dessen Inhaltsstoff Benzol-1,2,4-triol (113)*%”) entsteht biosynthetisch
aus 3,4-Dihydroxybenzoesiure (112)."]

CO,H CO,H
N N H HO N N H
OH 3 OH 3
1* 2+
OH OH
N N H HO N N H
OH 3 OH 3
5 6*

FaBt man die geschilderten Uberlegungen zusammen, so sind im Laufe der Biosynthese des
Tridentochinons (102) maximal vier geranylgeranylierte Zwischenstufen denkbar. Es handelt
sich dabei um 3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4-hydroxybenzoesdure (1) und 3-(E,E,E)-Geranylge-
ranyl-4,5-dihydroxybenzoesdure (2) sowie deren oxidative Decarboxylierungsprodukte

(E,E,E)-Geranylgeranylhydrochinon (5) und 6-(E,E,E)-Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (6).
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Um Aussagen dariiber treffen zu konnen, auf welcher Stufe der Biosynthese der Geranylgera-
nylrest eingefiihrt wird, wurden diese potentiellen Intermediate im Rahmen der vorliegenden
Arbeit in "C-isotopenmarkierter Form synthetisiert und an Fruchtkdrper von S. tridentinus
verfiittert. Uber die Synthesearbeiten wurde bereits in Kap. 3 ausfiihrlich berichtet. Aus den
Ergebnissen der Experimente sollten Informationen iiber die im Pilz tatsdchlich polypre-

nylierte Spezies gewonnen werden.

6.5 Verfutterung prenylierter Verbindungen in Form von etherischen

Losungen

Nach gingiger Praxis werden wasserunlosliche Verbindungen in einem organischen Losungs-
mittel geldst appliziert. Diethylether wurde zur Verfiitterung der geranylgeranylierten Arene
als geeignetes Losungsmittel betrachtet. Dieses Losungsmittel verdampft nach der Applikati-
on rasch. In Blindversuchen wurde in mehrere Exemplare des Rostroten Larchenrdhrlings
lediglich Diethylether eingespritzt. Diese zeigten nach einigen Tagen keinerlei Auffélligkeiten

und waren normal gewachsen.

6.5.1  3-(E,E,E)1'-*C]Geranylgeranyl-4,5-dihydroxybenzoesiure (2*)

Eine Losung von 3-(E.E.E)-[1'-"C]Geranylgeranyl-4,5-dihydroxybenzoesdure (2*) in
Diethylether wurde an neun Fruchtkorper des Rostroten Lérchenrohrlings verfiittert. Pro
Fruchtkorper wurden dabei 20 bis 40 mg Substanz eingesetzt. Die Pilze wurden nach vier
Tagen in sehr gutem Zustand geerntet. Die Durchmesser der Hiite hatten von anfianglich 3 bis
5 cm auf 4.5 bis 9 cm zugenommen. Eine signifikante Isotopenanreicherung des aus den

gefiitterten Exemplaren isolierten Tridentochinons (102) war nicht feststellbar.

6.5.2 6-(E,E,E)-[1-**C]Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (6*)

An zwei Fruchtkdrper des Suillus tridentinus wurde eine LoOsung von jeweils 20 mg
6-(E,E,E)-[1'-°C]Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (6*) in Diethylether verfiittert. Die Pilze
wurden nach sieben Tagen Wachstumszeit geerntet. Dariiberhinaus wurde eine Losung der

dreifach acetylierten Verbindung (9*) in Diethylether an drei Fruchtkorper des Léarchenr6hr-
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lings verfiittert. Die Ernte erfolgte nach vier Tagen. Ein Einbau des prenylierten Aromaten

war in beiden Fillen nicht nachweisbar.

6.6 Verflutterung prenylierter Verbindungen in Form von Liposomensus-

pensionen

Die Verfiitterung der prenylierten Arene im organischen Lésungsmittel hatte nicht zum Ein-
bau in den Sekunddrmetaboliten gefiihrt. Moglicherweise sind Probleme beim Transport die-
ser unpolaren Verbindungen in Zusammenang mit der duferst geringen Loslichkeit im wéBri-
gen Milieu die Ursache. Aus diesem Grunde sollten die geranylgeranylierten potentiellen Bio-
synthesezwischenstufen in Form von in Wasser solubilisierbaren Cyclodextrinkomplexen
oder Liposomen verfiittert werden. Durch diese Techniken wurden verbesserte Transportei-
genschaften der Verbindungen im Zellverband erhofft. Die dazu erforderlichen Uberlegungen
und Arbeiten sind gesondert in Kap. 5 beschrieben. Im folgenden werden die Verfiitterungen

und deren Ergebnisse geschildert.

6.6.1 3-(E,E,E)-[1'-'*C]Geranylgeranyl-4-hydroxybenzoesiure (1*)

Jeweils 10 mg 3-(E,E,E)-[1'-13C]Geranylgerany1-4-hydr0xybenzoeséiure (1*) wurden als waB-
rige Liposomensuspension an drei Fruchtkdrper des Rostroten Larchenrdhrlings verflittert.
Nach einer Wachstumszeit von fiinf Tagen hatten die Durchmesser der Pilzhiite von 2, 4.3
und 7.5 cm auf 4.5, 6 und 10 cm zugenommen. Die Pilze enthielten insgesamt 54 mg Tri-
dentochinon. Eine Isotopenanreicherung war nicht nachweisbar, somit konnte die in einem

fritheren Experiment erzielte Einbaurate von 0.56 % (vgl. 6.3) nicht reproduziert werden.

6.6.2 (E,E,E)-[1-*C]Geranylgeranylhydrochinon (5*)

Jeweils 10 mg (E,E,E)-[1'-°C]Geranylgeranylhydrochinon (5%) wurden in Form einer wf-
rigen Liposomensuspension an zwei junge Exemplare des Rostroten Larchenrohrlings verfiit-
tert. Innerhalb von sieben Tagen hatten die Hutdurchmesser von 2.5 und 3 cm auf 8 und
9.5 cm zugenommen. Die beiden Fruchtkérper enthielten 125 mg Tridentochinon ohne nach-

weisbare [sotopenanreicherung.
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6.6.3  3-(E,E,E)-[1'-'*C]Geranylgeranyl-4,5-dihydroxybenzoesiure (2*)

Eine wiBrige Liposomensuspension mit jeweils 10 mg 3-(E,E,E)-[1'-°C]Geranylgeranyl-4,5-
dihydroxybenzoesdure (2*) wurde an drei Exemplare von S. tridentinus verfiittert. Nach vier
Tagen waren die Hiite von 2.5 bis 6.5 auf 7 bis 9.5 cm im Durchmesser gewachsen. Der Ge-
samtgehalt an Tridentochinon betrug 100 mg. Das Experiment wurde mit drei Fruchtkdrpern

wiederholt. Bei keiner der Verfiitterungen war eine Isotopenanreicherung nachweisbar.

6.6.4  6-(E,E,E)-[1'-*C]Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (6*)

Je 10 mg 6-(E,E,E)-[1'-°C]Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (6*) wurden als wiBrige Lipo-
somensuspension an zwei Fruchtkorper verfiittert. Die Durchmesser der Pilzhiite hatten von
5.5 auf 9 und 9.5 cm zugenommen. In beiden Pilzen waren zusammen 56 mg Tridentochinon

ohne signifikante Isotopenanreicherung enthalten.

6.7 Isolierung des neuen Naturstoffes 2-Desoxytridentochinon (116) aus

Pilzfruchtkorpern

Mit dem erstmaligen Nachweis und der Reinisolierung des seit langem postulierten
2-Desoxytridentochinons (116) (vgl. 6.4) aus Fruchtkorpern von Suillus tridentinus werden
die geschilderten Uberlegungen hinsichtlich der Abfolge von Cyclisierung zum Ansachinon-
system 116 und anschliefender Einfiihrung der 2-OH-Gruppe zum Tridentochinon (102)
bestitigt.

Die erstmalige Isolierung des 2-Desoxytridentochinons ge-
lang aus einer Charge von drei Pilzen, welche mit 1,2,4-Tri-
acetoxy-6-[1'-""C]geranylgeranylbenzol ~ (9%)  gefiittert
worden waren (vgl. 6.5.2). Bei der HSCC-Chromatographie

im Zuge der Reinigung des Tridentochinons fielen einige

geringfiigig gelbe Fraktionen auf. Die betreffenden Fraktio-
) ) ) 2-Desoxytridentochinon (116)

nen waren noch vor Tridentochinon (102) eluiert worden,

enthielten also Verbindungen mit einer kleineren Polaritét als 102. Die Fraktionen wurden

zusammengefal3t und vom Losungsmittel befreit. Auf dem Diinnschichtchromatogramm

zeigte sich nur ein gelber Fleck, der sich unter dem Einflu von Ammoniakddmpfen nicht
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verfarbte. Im Unterschied dazu verfarben sich Hydroxychinonsysteme wie Tridentochinon
(102) oder Bovichinon-4 (101) bei Einwirkung von Ammoniakddmpfen infolge Deprotonie-

rung blau bis violett.

Das 'H-NMR-Spektrum des zunichst unbekannten gelben Farbstoffes (Abbildung 14) dhnelt
stark dem des Tridentochinons und lie8 deshalb sehr schnell Riickschliisse auf die Natur der
isolierten Verbindung zu. Man erkennt fiinf Singuletts (g 1.25, 1.35, 1.46, 1.55 und 1.64)
entsprechend den Methylgruppenprotonen der cyclisierten Geranylgeranylkette, einen Multi-
plettbereich mit zwolf Methylenprotonen, das typische AB-System der dem Chinonring
benachbarten Methyleneinheit 1'-Ha g mit oy 2.81 (dd, 2y=15 Hz, =15 Hz, Hp) und &y
3.37 (dd, %J = 15 Hz, *J = 7.5 Hz, Hg) und das allylstindige Proton 14'-H im Dihydrofuran-
ring (om 3.02, t, 3J = 5.5 Hz). Die Signale der drei Protonen im Olefinbereich (6 4.82, 4.96
und 5.13) sind durch Kopplung zu verbreiterten Tripletts aufgespalten. Zusétzlich ist ein
Signal bei dy 6.34 zu sehen. Dieses Signal entspricht dem Ring-Wasserstoffatom 2-H des
2-Desoxytridentochinons, es zeigt wegen der Kopplung zu 1'-H, und 1'-Hp eine etwas unsau-

bere kleine Pseudo-Quartettaufspaltung (4JHH ~ 1.1 Hz).

l 14|H |

,JW\L ML

3.

2-H

IR |

7.0 6.0 5.0

Abbildung 14. "H-NMR-Spektrum des 2-Desoxytridentochinons (116) (CDCls, 600 MHz).
Das Signal 6 1.55 ist vom Wassersignal iiberlagert.

Trotz der geringen Menge von ca. 1.5 mg konnte ein *C-NMR-Spektrum (Abbildung 15)
erhalten werden. Die Signale der Carbonyl-Kohlenstoffatome (8¢ 180.57, 185.57) sind gegen-
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iiber denen des Tridenochinons (6¢ 179.60 (C-1), 180.39 (C-4)) erwartungsgemaif tieffeldver-
schoben. Das C-2 zuzuordnende Signal (8¢ 133.99) erfdhrt im Vergleich zu C-2 des Tridento-
chinons (6¢ 152.69) einen Hochfeldshift. Die Signale der Geranylgeranylbriicke zeigen vergli-
chen mit Tridentochinon nur geringe Abweichungen. Eine *C-Isotopenanreicherung ist nicht

feststellbar.
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Abbildung 15. PC-NMR-Spektrum des 2-Desoxytridentochinons (116) (CDCls, 151 MHz,
34600 Pulse).

Den endgiiltigen Beweis fiir die Struktur liefert das EI-Massenspektrum. Wie bei Tridento-
chinon (102) stellt [M]" (m/z = 394) den Basispeak dar. Das Massenspektrum des
Tridentochinons wurde von Steglich®”® bereits ausfiihrlich diskutiert, was einen Datenver-
gleich erleichtert. Bruchstiicke des Tridentochinons, deren Bestandteil der C-2-Substituent ist,
finden sich mit einer um 16 Einheiten reduzierten Masse im Spektrum des 2-Desoxytridento-
chinons wieder (Tabelle 7). Die iibrigen Bruchstiicke bleiben naturgemifl unverdndert

(Tabelle 8).

Unabhéngig davon wurde 2-Desoxytridentochinon ein zweites Mal ebenso im Mallstab von
ca. 1 mg aus einer zweiten Pilzcharge (9 Fruchtkorper) isoliert. Nach der HSCC-Chromato-
graphie war noch ein weiterer Reinigungsschritt durch GrofenausschluBchromatographie an
Sephadex LH-20/ Aceton erforderlich. Die Fruchtkdrper waren mit 3-[1'-"°C]Geranylgeranyl-
4,5-dihydroxybenzoesdure gefiittert worden (vgl. 6.5.1). Wiahrend die bei der oben be-
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schriebenen Isolierung verwendeten Fruchtkorper bei kalter Witterung am Reisberg bei Lip-
pertshofen gereift waren, lag nun der Standort weit entfernt bei Ehrwald in Tirol. Zudem

herrschten wéahrend der Wachstumsperiode warme Temperaturen.

Zuordnung 116 102 Zuordnung 116 102
m/z (%)  m/z (%) m/z (%)  m/z (%)
[M+3]" 397 (21) 413 (11) [M—CsHo]" 313 (30) 329(11)
[M+2]" 396 (83) 412 (41) [M-CoH;s]" 271 (17) 287 (7)
[M+1]" 395(31) 411 (27) [M-C;,H;7]" 245 (80) 261 (206)
[M]" 394 (100) 410 (100) [M-CeHo—CoH13]" 192 (54) 208 (27)
[M—CH;]" 379 (30) 395(12) [M—C1sHas]" 191 (62) 207 (23)

[M-CH;-C,H,]"  351(8) 367 (7)

Tabelle 7. Gegeniiberstellung von jeweils um 16 Masseneinheiten differierenden Bruchstiick-
Paaren aus den EI-Massenspektren (70eV) des Tridentochinons (102) und des
2-Desoxytridentochinons (116). Zuordnungen fiir Tridentochinon nach Steglich.*”"!

Zuordnung m/z % (116) % (102) Zuordnung  m/z % (116) % (102)

[M—Ci5H9034]" 147 14 5 [C7Ho]" 93 21 6

[M—C15H1z03/4 151 19 1 [C/H7]" 91 27 7
—C,Hy]

[CoH 1T 119 15 7 [CeHol" 81 36 14

[CsHT" 107 16 7 [CeH7]" 79 24

[CsHol” 105 17 5 [CeHs]" 77 19

[C/Hu] 95 15 5

Tabelle 8. Bruchstiicke, die sowohl im EI-Massenspektrum des 2-Desoxytridentochinons
(116) als auch des Tridentochinons (102) gefunden werden. Zuordnungen fiir Tridentochinon
nach Steglich.®™"

Ein weiterer Nachweis von 2-Desoxytridentochinon (116) gelang mittels GC/MS in zwei
unabhingigen Chargen von Fruchtkorpern, die mit 4-Hydroxy- (125) bzw. 4,5-Dihydroxy-2-
methylbenzoesdure (127) gefiittert worden waren (vgl. 6.9.4).

Obwohl 2-Desoxytridentochinon bisher — insgesamt vier Male unabhéngig — ausschlieflich in
Fruchtkorpern nachgewiesen wurde, an welche zum Zweck von Biosyntheseuntersuchungen
diverse Verbindungen appliziert worden waren, erscheint ein Zusammenhang mit den Appli-

kationen nicht gegeben. Eine '*C-Anreicherung im Desoxytridentochinon war nicht nach-
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weisbar. Vielmehr wurden wéhrend dieser Arbeiten Aufarbeitungen gefiitterter Fruchtkorper
wesentlich hiufiger durchgefiihrt als solche unbehandelter Pilze, so dafl die Wahrscheinlich-

keit, auf Desoxytridentochinon (116) zu stoflen, im ersteren Falle grofer war.

6.8 Mutmalblicher Ablauf der Makrocyclisierungsreaktion im Pilz

Bei der Umsetzung von Olefinen mit leicht enolisierbaren Ketonen wie 1,3-Diketonen oder

B-Ketoestern in Gegenwart von Mangan(il)-acetat werden 2,3-Dihydrofurane erhalten.”'"?!

Der Zusatz geringer Mengen Kupfer(i)-acetat kann sich dabei vorteilhaft auf die Ausbeute
[373]

j\ Mn(OAc); oder CAN
R3 (2 Aquiv.)

Schema 47. Oxidative Bildung von 2,3-Dihydrofuranen aus 1,3-Dicarbonylverbindungen und
Olefinen. Zur Veranschaulichung der Regioselektivitdt wurde fiir die Darstellung ein trisub-
stituiertes Olefin gewdhlt.

auswirken.

Anstelle der 1,3-Dicarbonylverbindungen konnen auch die naturgemiB3 nahezu vollstindig
enolisierten 2-Hydroxybenzo- und -naphtho-1,4-chinone eingesetzt werden, wobei als Oxida-

[374] I verwendet wird.

tionsmittel neben Mangan(lil)-acetat” "™ auch Cer(1v)-ammoniumnitrat™’>>"
Verglichen mit Mangan(lll)-acetat wird beim Einsatz von CAN {iber bessere Ergebnisse
berichtet.”””! Auch auf enolisierbare heterocyclische 1,3-Dicarbonylverbindungen ist das

Prinzip anwendbar.”!

Radikalstabilisierende Substituenten am Olefin steuern dessen Orientierung stets so, daf3 diese
an C-2 des 2,3-Dihydrofurans zu liegen kommen (Schema 47). Dies gilt sowohl fiir

(3793801 als auch fiir

Styrolderivate®’"! bzw. Olefine mit einer konjugierten Doppelbindung
einfache trialkyl- oder 1,1-dialkylsubstituierte Doppelbindungssysteme.”’'*"*! Besonders das
in Schema 48 dargestelle Beispiel 14Bt eine derartige Dihydrofuranbildung auch fiir den

Cyclisierungsschritt im Laufe der Tridentochinon-Biosynthese glaubhaft erscheinen.
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OH o) e)
CAN (2 Aquiv.) CAN (2 Aquiv.)
e —_— >
HO HO Aqui 0
I| (10 Aquiv.)
OH O

Schema 48. Aus Lit."™ entnommene Beispielreaktion, welche als Modellsystem fiir die
Cyclisierung zum 2-Desoxytridentochinon (116) in S. tridentinus betrachtet werden kann.

25%

Uber den Ablauf der Mn(111)- und Ce(1v)-vermittelten Dihydrofuranbildungen herrscht Einig-
keit.P7137237:373PT Al Hypothese ist dieser Mechanismus in Schema 49 fiir die Cyclisierung
zum 2-Desoxytridentochinon formuliert. Der Abzug eines Elektrons aus dem 1,3-Dicarbonyl-
bzw. Hydroxybenzochinonsystem 117 fiihrt zu einem mesomeriestabilisierten Radikal 118. In
der Reaktion mit dem Olefin bildet sich das reaktive Radikal 119, nach dessen Oxidation zum

Carbokationintermediat 120 die Cyclisierung zum Dihydrofuran 116 erfolgen kann.

2-Desoxytridentochinon (116)

Schema 49. Postulierter Ablauf der Makrocyclisierung bei der Biosynthese des 2-Desoxytri-
dentochinons (116) in S. tridentinus.
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Der postulierte radikalische Verlauf der Cyclisierung zum Ansachinon kdénnte auch eine
Erklirung fiir die Entstehung des Rhizopogons (121),1**%1382 des Hauptfarbstoffes des
seltenen Latschen-Wurzeltriiffels Rhizopogon pumilionus (Ade) Bat., liefern. Bei Rhizopogon
(121) handelt es sich ebenfalls um ein Ansachinon, dessen Ringgrofie im Vergleich zu der des
2-Desoxytridentochinons (116) bzw. des Tridentochinons (102) um ein Kohlenstoffatom
verringert ist. Uber die H-Abstraktion von 13'-H kénnte sich der Makrocyclus des Rhizopo-
gons bilden (Schema 50).

Y

2. EinfGhrung der
OH-Gruppe an C-2

36 Rhizopogon (121)

Schema 50. Mogliche Biogenese des Rhizopogons durch H-Abstraktion.

Versuche, 2-Desoxytridentochinon (116) durch Umsetzung von 6-Geranylgeranylbenzol-
1,2,4-triol (6) mit vier Aquivalenten CAN, Mangan(iil)-acetat sowie der Kombination von
Mangan(1il)-acetat und Kupfer(i)-acetat zu erhalten, blieben erfolglos. Um intermolekulare

Reaktionen zuriickzudridngen, wurde 6 dabei in stark verdiinnter Losung (1 mM) eingesetzt.

Die beschriebene Bildung von Dihydrofuranen aus 2-Hydroxybenzo- bzw. -naphtho-1,4-chi-
nonen und Olefinen kann auch photoinduziert erfolgen.”® ! Wegen der Abwesenheit eines
Oxidationsmittels entstehen dabei zundchst Hydrochinone, welche bei der Aufarbeitung von

Luftsauerstoff oxidiert werden.

6.9 Verfutterung von 4-Hydroxy-2-methylbenzoesaure (125) und 4,5-Dihy-

droxy-2-methylbenzoesaure (127)
Da 2-Desoxytridentochinon (116) nur in sehr geringer Menge in Fruchtkérpern von Suillus

tridentinus enthalten ist, sollte der Pilz kiinstlich zur Anreicherung einer zu 116 dquivalenten

Stufe angeregt werden.
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Aus zahlreichen Verflitterungsexperimenten ist bekannt, daBl  isotopenmarkierte
4-Hydroxybenzoesdure (92) und 3,4-Dihydroxybenzoesédure (112) zuverldssig von S. tridenti-
nus akzeptiert und mit Einbauraten von 3 bis 5 % in Tridentochinon inkorporiert werden (vgl.
5.1.4 und 6.3). Vor diesem Hintergrund bietet sich die Verfiitterung von Hydroxybenzoeséu-
ren an, welche einen zusétzlichen Substituenten tragen, der aufgrund seiner Anwesenheit die
abschlieBende Einfiihrung der Hydroxygruppe nach der Cyclisierung zum Ansachinonsystem
blockiert. Erwartet wurde dann ein Ende der Biosynthese auf dieser Stufe und somit die

Anreicherung einer grofleren Menge eines Desoxytridentochinon-Analogons.

Zunichst erscheint die Verflitterung von 2-Fluor-4-hydroxybenzoesdure (122) und 2-Fluor-
4,5-dihydroxybenzoesdure (124) denkbar. Wegen der groBen Elektronegativitit des Fluors
sind C—F-Bindungen stark polarisiert. Dennoch werden Fluorverbindungen von Organismen
oftmals gut metabolisiert, da die sterischen Anforderungen des Fluorsubstituenten etwa denen
eines Wasserstoffatoms entsprechen.”” Fluormarkierte Metabolite kénnen empfindlich mittels
GC/MS nachgewiesen werden.”*! Im vorliegenden Fall stellt sich die Situation fiir einen
massenspektrometrischen Nachweis der hypothetischen Fluorverbindung 123 allerdings nicht
ideal dar, da wegen der Substitution einer OH-Gruppe durch ein Fluoratom eine Massenver-

schiebung um lediglich zwei Einheiten gegeniiber Tridentochinon (102) zu erwarten ist.

Fiir beide Verbindungen 122 und 124 gibt es literaturbekannte synthetische Zuginge.*® Bei
einem Verfiitterungsexperiment mit 2-Fluor-4-hydroxybenzoesdure (122) an Fruchtkorper
von S. tridentinus wurden keine Hinweise auf einen neuen Metaboliten mit Desoxytridento-
chinon-dhnlichen Eigenschaften gefunden. In dem bei einem Verfiitterungsexperiment von
2-Fluor-4,5-dihydroxybenzoesdure (124) an Submerskulturen von S. tridentinus gewonnenen
Extrakt konnte das Vorliegen von 2-Desoxy-2-fluortridentochinon (123) mittels GC/MS nicht
zweifelsfrei gesichert werden. Bei beiden Experimenten ist zu beriicksichtigen, daf3 es sich bei
dem moglicherweise entstehenden 2-Desoxy-2-fluortridentochinon (123) um ein grundsétz-

lich hydrolyseempfindliches vinyloges Carbonsadurefluorid handelt.

Bevorzugt wurden daher 4-Hydroxy-2-methylbenzoesdure (125) und 4,5-Dihydroxy-2-
methylbenzoesédure (127) hergestellt und an S. tridentinus verflittert. Erwartet wurde die

Anreicherung von 2-Desoxy-2-methyltridentochinon (126) im Pilz.

# Zur Herstellung von 2-Fluor-4-hydroxybenzoesiure (122) wird kiufliches 2-Fluor-4-hydroxybenzonitril
basisch hydrolysiert.”* Zur Synthese von 2-Fluor-4,5-dihydroxybenzoesiure (124) wird der aus kiuflichem
4-Fluorveratrol ~ zugingliche 6-Fluorveratrumaldehyd”®”  mit KMnO, oxidiert®™ und anschliefend
entschiitzt.**
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CO.H CO.H
S. tridentinus S. tridentinus R
_ <
? ? HO
OH OH
R=F:122 R=F:123 R=F:124
R =CHj;: 125 R = CHj: 126 R = CHj: 127

Schema 51. Idee zur kiinstlichen Anreicherung von 2-Desoxytridentochinon-Analoga in S.
tridentinus

6.9.1 Synthese von 4-Hydroxy-2-methylbenzoesaure (125) und 4,5-Dihydro-

xy-2-methylbenzoesaure (127)

Die Herstellung von 4-Hydroxy-2-methylbenzoeséure (125) ist literaturbekannt. Vorteilhaft
wird dabei die Moglichkeit der selektiven Oxidation einer ortho- oder para-stindigen Me-
thylgruppe in Dimethylanisolen mit Kaliumperoxodisulfat unter Kupferkatalyse ausge-

[390

nutzt.**"! Der so aus 3,4-Dimethylanisol (128) entstandene 4-Methoxy-2-methyl-benzaldehyd

(129) wird mit Natriumchlorit in Gegenwart von Amidosulfonsiure oxidiert,”*" anschlieBend

wird der Arylmethylether 130 unter Standardbedingungen®® mit Bortribromid gespalten
(Schema 52).
CHO CO,H CO,H
K»S,0g NaClO,
CUSO4 H2N-SO3H BBr3
H,O, MeCN H,0, THF CH,Cl,
OCHs reflux OCHs OCHs OH
128 129 130 125
NaClO,
POCI; H,N-SO3H BBr,
HsCO DMF H,co H,0, THF H,co CH.Cl Ho
OCHj3 OCHj3 OCHs3 OH
131 132 133 127

Schema 52. Herstellung von 4-Hydroxy-2-methylbenzoesdure (125) und 4,5-Dihydroxy-2-
methylbenzoesdure (127) nach Literaturverfahren.
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Zur Synthese von 4,5-Dihydroxy-2-methylbenzoesdure (127) geht man zweckmiflig von 3,4-
Dimethoxytoluol (131) aus, welches unter Vilsmeier-Bedingungen regioselektiv an C-6
formyliert wird.*®") AnschlieBende Natriumchlorit-Oxidation™* des Aldehyds 132 zur Ben-
zoesdure 133 liefert nach deren Entschiitzung mit Bortribromid*'® das gewiinschte Produkt

(Schema 52).

6.9.2 Durchfiihrung der Verfutterungsexperimente

Je 10 mg 4-Hydroxy-2-methylbenzoeséure (125) wurden im Komplex mit 2-Hydroxypropyl-
B-cyclodextrin® als wéBrige Losung an fiinf Fruchtkdrper verschiedenen Alters verfiittert. Die
Ernte erfolgte nach fiinf bis elf Tagen. Abgesehen von teilweisen Schiden infolge Schnecken-

fral} waren die Pilze normal gewachsen.

Ebenso wurden jeweils 10 mg 4,5-Dihydroxy-2-methylbenzoesdure (127) als Komplex mit
2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin an vier Fruchtkorper verfiittert, deren Hutdurchmesser wih-

rend der Wachstumsphase von 2 bis 4 cm auf 4.5 bis 10.5 cm zugenommen hatten.

6.9.3 Isolierung und Strukturaufklarung des nichtnaturlichen Metaboliten

3-Geranylgeranyl-2-hydroxy-5-methylbenzo-1,4-chinon (135)

In beiden Féllen war bereits auf dem Diinnschichtchromatogramm des jeweils vorgereinigten
Rohextraktes eine sonst nicht beobachtete, im Vergleich zu Tridentochinon weniger polare
gelbe Substanz aufgefallen. Dal} es sich dabei nicht um das erwartete 2-Desoxy-2-methyltri-
dentochinon (126) handelte, konnte schnell aus der Blaufirbung des gelben Spots unter

Einwirkung von gasformigem Ammoniak geschlossen werden.

Die beiden Rohextrakte wurden getrennt der Aufarbeitung unterzogen. Mittels High-Speed
Countercurrent-Chromatographie und anschlieBender GroBenausschluBchromatographie an
Sephadex LH-20 mit dem Eluenten Aceton konnte aus beiden Extrakten jeweils eine gelbe
Substanz rein erhalten werden. Das Verhalten dieser beiden Verbindungen auf dem Diinn-
schichtchromatogramm war identisch und entsprach dem des in den Rohextrakten aufgefalle-
nen gelben Farbstoffes. Aus den mit 4-Hydroxy-2-methylbenzoesdure (125) gefiitterten
Fruchtkorpern wurden ca. 0.5 mg, aus den mit 4,5-Dihydroxy-2-methylbenzoesiure (127)

¥ Die Benzoesiurederivate konnen durch Komplexierung mit bestimmten Cyclodextrinderivaten hervorragend
in Wasser solubilisiert werden. Néheres hierzu und zur Verfiitterung in dieser Form in Kap. 5.1.3.
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gefiitterten Pilzen 2.0 mg einer zunichst unbekannten Verbindung isoliert. Bereits der DC-
Vergleich hatte die Identitdt der beiden isolierten Substanzen nahegelegt. Die Identitdt wurde
durch "H-NMR-Spektren und GC/MS-Messungen der Trimethylsilylderivate gesichert.

Das 'H-NMR-Spektrum enthilt die typischen Signale einer all-trans-Geranylgeranyleinheit
(vgl. 2.7). Die Protonen 1'-H erkennt man als Dublett CJ = 7.4 Hz) bei 8y 3.16. Neben den
Signalen der Vinylprotonen der Polyisoprenkette fallen bei tieferen Feld zwei Signale mit oy
6.55 und 6.85 (s) auf. Ersteres zeigt bei starker Spreizung eine Quartettstruktur (J = 1.4 Hz,
Abbildung 16), letzteres verschwindet auf Zusatz weniger Tropfen [Ds]Methanol. Das

zugehorige Proton kann somit als acides Wasserstoffatom identifiziert werden.

Das “C-NMR-Spektrum bestitigt eine all-trans-Geranylgeranyleinheit im Molekiil.
Zusitzlich liegen Signale einer CH-Einheit (6¢ 128.47) und fiinf quartdrer Kohlenstoffatome
(0c 120.66, 149.16, 150.68, 183.51 und 187.47), die beiden letzten im Hochfeld-Carbonylbe-
reich, vor. Eine Methylgruppe im Allylbereich, bereits im 'H-NMR-Spektrum zwischen den
iiberlagerten Signalen der Methylengruppenprotonen erkennbar (8y 2.08), fallt im *C-NMR-
Spektrum mit ¢ 16.66 zwischen den vier Signalen C-17' bis C-20' der Seitenkette auf.

Das EI-Massenspektrum zeigt einen Molekiilpeak von m/z = 410 und die fiir lineare (Poly)-
prenylderivate charakteristischen Peaks m/z = 81 [CsHo]" und m/z = 69 [CsHo]". Die GC/MS-
Analyse nach Silylierung mit MSTFA liefert einen Molekiilpeak von m/z = 482. Der Shift um
+72 Masseneinheiten entspricht genau einem durch den Trimethylsilylrest substituierten

Wasserstoffatom.

Offensichtlich ist die Produktion der neuen Substanz durch den Pilz auf die verfiitterten ring-
methylierten Hydroxybenzoesduren zuriickzufiihren. Alle Beobachtungen sprechen fiir eine
mit Bovichinon-4 (101) eng verwandte Verbindung, in der eine der beiden Hydroxygruppen
gegen eine Methylgruppe ausgetauscht ist. Geht man von dieser Hypothese aus, so kommen
nur zwei Strukturvorschldge 134 und 135 in Frage: aufgrund der Identitdt der aus den beiden
Verflitterungsexperimenten isolierten Metabolite muf3 die Verbindung sowohl aus 4-Hydroxy-
2-methylbenzoesdure (125) als auch aus 4,5-Dihydroxy-2-methylbenzoesdure (127) zugéng-
lich sein. Die groBere Einschrankung stellt die geforderte Zugénglichkeit aus der Dihydroxy-
benzoesdure 127 dar. In letzterer gibt es nur zwei freie Prenylierungspositionen. Die Einfiih-
rung der Geranylgeranylkette kann entweder auf dem Weg A oder auf dem Weg B erfolgen
(Schema 53).
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Weg A ?
/—> 134
Weg B COH
~a CHs
S. tridentinus
HO ~
OH Weg A
127 .

Weg B ?

Schema 53. Zunichst gibt es zwei Strukturvorschldge 134 und 135 fiir die von Suillus
tridentinus nach Verfiitterung von 125 bzw. 127 produzierte Verbindung. Der Pfeil zeigt
sowohl die im NOESY-Spektrum beobachtete Wechselwirkung als auch die im HH-COSY-
Spektrum sichtbare Kopplung.

Vom biosynthetischen Standpunkt aus erscheint zundchst 134 als wahre Struktur
wahrscheinlicher, da Hydroxybenzoesduren von S. tridentinus in meta-Position prenyliert

werden (vgl. 6.4).

Aufgrund der Ahnlichkeit der chemischen Verschiebungen der Ring-Kohlenstoffatome, wel-
che die Hydroxygruppe und die Methylgruppe tragen (d¢ 149.16 und o 150.68), kann zwi-
schen beiden Strukturen 134 und 135 nicht mittels HMBC-Messungen unterschieden werden.
Die Unterscheidung ist mit HH-COSY- und NOESY-Experimenten durchfiihrbar.

Das HH-COSY-Spektrum zeigt eine Kopplung zwischen den Wasserstoffatomen oy 2.08
(Ring-CH3) und 6.55 (Ring-H), wie sie nur in Verbindung 135 auftreten kann. Eine Kopplung
zwischen oy 2.08 (Ring-CHs) und 1'-H (dy 3.16), wie sie in Verbindung 134 zu beobachten

sein sollte, wird nicht gefunden.

Das NOESY-Spektrum zeigt ein Kreuzsignal zwischen dem ringgebundenen Proton (6-H, oy
6.55) und den Protonen der ringgebundenen Methylgruppe (5-CHj3, oy 2.08). Eine Wechsel-
wirkung zwischen den Protonen 1'-H in der Seitenkette (6y 3.16) und den Wasserstoffatomen

der ringgebundenen Methylgruppe (5-CHj3, o 2.08) wird dagegen nicht beobachtet.

Der Sachverhalt wird durch selektive 'H-Einstrahlungsexperimente untermauert: wihrend die
angedeutete Quartettstruktur des ringgebundenen Protons 6-H bei Einstrahlung auf 6 2.08
(5-CH3) nahezu vollig verschwindet (Abbildung 16), tritt bei Einstrahlung auf 6 3.16 (1'-H)

keine Verdnderung des Kopplungsmusters ein.
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Somit ist gesichert, daB3 es sich bei 135 um den zutreffenden Strukturvorschlag fiir die von S.
tridentinus nach Verfiitterung von 4-Hydroxy-2-methylbenzoesdure (125) bzw. 4,5-Di-
hydroxy-2-methylbenzoesdure (127) produzierte Verbindung handelt.

T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [
6.64 6.62 6.60 6.58 6.56 6.54 6.52 6.50 6.48 6.46

Abbildung 16. Ausschnitt aus dem "H-NMR-Spektrum von 135 mit dem Signal des Ringpro-
tons 6-H. Untere Linie: ohne Einstrahlung. Obere Linie: Entkopplung von den Protonen der
Ring-CHj3-Gruppe durch Einstrahlung auf 6 2.08 (Ring-CHj3) (CDCls, 300 MHz).

6.9.4 Nachweisversuche fiur 2-Desoxy-2-methyltridentochinon (126) mittels
GC/MS

In den aus der HSCC-Chromatographie erhaltenen Fraktionen wurde ohne Erfolg auch mittels
GC/MS nach 2-Desoxy-2-methyltridentochinon (126) gesucht. Aufgrund der zu erwartenden
Analogie mit dem bereits bekannten Massenspektrum des 2-Desoxytridentochinons (116)
wire dessen Auffinden und eine eindeutige Identifizierung mit groer Sicherheit moglich

gewesen.

Sowohl in den mit 125 als auch mit 127 gefiitterten Pilzen wurde auf diese Weise Desoxytri-

dentochinon (116) nachgewiesen (vgl. 6.7).
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6.10 Zusammenfassung und Diskussion

Erstmals wurde 2-Desoxytridentochinon (116) als Inhaltsstoff des Rostroten Larchenrdhrlings
Suillus tridentinus nachgewiesen. Es gelang die Isolierung und Reinigung einer fiir den
Strukturbeweis ausreichenden Menge aus unabhingigen Chargen von Fruchtkdrpern. Damit
ist nun der letzte Schritt in der Biosynthese des Hauptfarbstoffes Tridentochinon (102) gesi-
chert: zuerst erfolgt die Cyclisierung einer geranylgeranylierten Spezies zum Ansachinon
2-Desoxytridentochinon (116). Im Anschluf3 daran wird die 2-Hydroxygruppe eingefiihrt, um
zum Tridentochinon (102) zu gelangen (Schema 54).

NH;
COzH CO.H CO.H OH
P E— e
HO HO N H
OH OH OH i OR '
L-111 10 112 R=H:6
R = Ac: Bolegrevilol (110)

—_—

2-Desoxytridentochinon (116) Tridentochinon (102)

Schema 54. Aktueller Stand der Biosynthese des Tridentochinons in Suillus tridentinus.

4-Hydroxy-2-methylbenzoesdure (125) und 4,5-Dihydroxy-2-methylbenzoesdure (127)
wurden an Fruchtkérper des Rostroten Larchenrohrlings verfiittert. Dabei war deren
Umwandlung in 2-Desoxy-2-methyltridentochinon (126) durch den Organismus erwartet
worden. 126 konnte nicht isoliert und auch nicht mittels GC/MS nachgewiesen werden. Beide
Hydroxy-2-methylbenzoesduren 125 und 127 werden aber jeweils von S. tridentinus akzep-
tiert und zu dem nichtnatiirlichen Metaboliten 135 verstoffwechselt (Schema 55). Die Bildung
von 135 ist ungewohnlich, da sie die Einfiihrung der Geranylgeranyleinheit in ortho-Stellung

zur Carboxylgruppe der applizierten Benzoesdurederivate 125 und 127 voraussetzt. Diese
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Alkylierungsposition ist fiir S. tridentinus nicht charakteristisch: typischerweise werden Ben-
zoesdurederivate vom Rostroten Larchenrdhrling in meta-Stellung zur Carboxylgruppe gera-
nylgeranyliert (vgl. 6.4). Im Unterschied dazu werden die Hydroxybenzoesduren 92 und 112
in den verwandten Réhrlingen Suillus bovinus (vgl. 7.4) und S. variegatus®! in ortho-Stellung

zur Carboxylgruppe polyprenyliert.

Offensichtlich wirkt die 2-Methylgruppe in 125 und 127 als Storfaktor, der die Alkylierung an
Position C-3 verhindert. Es tritt ein alternativer Mechanismus in Gang. Obwohl C-6 der
4,5-Dihydroxy-2-methylbenzoesdure (127) ebenso wie C-3 keine freie Nachbarstellung
besitzt, kann die Einfiihrung der Terpeneinheit an C-6 problemlos erfolgen. DaB3 S. tridentinus
zu einem solchen Schritt in der Lage ist, untermauert noch einmal die Verwandtschaft zu S.

bovinus und S. variegatus.

(0]
S. tridentinus H X CHy S. tridentinus
/—> 4 <—\
HO
CO,H 5 CO,H
1 1 1
] CHs 35 ] CHs
2 2
3 3

HO
OH

125 < S. tridentinus

OH

S. tridentinus 127

2-Desoxy-2-methyltridentochinon (126)

Schema 55. Nach Verfiitterung von 125 und 127 produziert Suillus tridentinus nicht wie
urspriinglich erwartet 2-Desoxy-2-methyltridentochinon (126), sondern die mit Bovichinon-4
(101) verwandte Verbindung 135.

Die Beobachtungen mit den Mono- und Dihydroxy-2-methylbenzoesduren 125 und 127 ent-
sprechen den Erfahrungen mit Mono- und Dihydroxybenzoesduren 92 und 112: das jeweilige
Dihydroxyderivat wird vom Pilz tendenziell besser akzeptiert als das Monohydroxyderivat.
Dies kann als weiterer Hinweis darauf gewertet werden, dal3 die Prenylierung in S. tridentinus
grundsétzlich erst auf der Dihydroxystufe erfolgt (Schema 54). Die Alkylierung von Benzol-
1,2,4-triol (113), dem oxidativen Decarboxylierungsprodukt der 3,4-Dihydroxybenzoesdure

(112), ist als Biosynthese-Hauptweg unwahrscheinlich, da eine elektrophile Subsitution des
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Benzoltriols an Position C-6 am wenigsten begiinstigt ist. Der von Lang-Fugmann!! erhaltene
kleine Einbau des isotopenmarkierten Benzol-1,2,4-triols (113*) in Tridentochinon (102)
(Schema 44) ist deshalb mit groBer Sicherheit einem Biosynthese-Nebenweg zuzuordnen.
Gleichwohl steht ein Beweis dieser Hypothesen durch Einbauten polyprenylierter Verbindun-
gen in Tridentochinon (102) weiterhin aus. Bis jetzt konnte bei keinem Verfiitterungsexperi-
ment mit isotopenmarkierten geranylgeranylierten Arenen oder Benzochinonen eine signifi-
kante Inkorporation in den Hauptfarbstoff des Rostroten Larchenr6hrlings nachgewiesen wer-
den. Mogliche Ursachen der Nichtakzeptanz polyprenylierter Biosynthesevorldaufer werden in

Kap. 8 kurz diskutiert.
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7 Zur Biosynthese von Bovichinon-4 (101) und Bovilacton-4,4

(136) im Kuhrohrling Suillus bovinus (Linn. ex Fr.) O. Kuntze

741 Verbreitung und Habitus des Pilzes®***"]

Den Kuhrohrling (Abbildung 17) findet man von Juli bis Oktober unter zweinadeligen
Kiefernarten. Suillus bovinus wichst vorzugsweise biischelig. Der dunkelgelblich- bis oran-
gebraunfarbene Hut mifit bis zu 10 cm im Durchmesser, die Oberfliche ist glatt und im
feuchten Zustand schmierig. Die Miindungen der Rohren sind bei jungen Exemplaren gelb-
griinlich, bei dlteren braunoliv gefdrbt. Die oft gebogenen, hutfarbenen Stiele zeigen an der
Basis Rosafirbung. Der Kuhrohrling wird bereits im Alter von einigen Tagen gerne von

Maden bewohnt.

Abbildung 17. Junge Fruchtkérper des Kuhrohrlings Suillus bovinus (Linn. ex Fr.) O.
Kuntze.

7.2 Bekannte Inhaltsstoffe

Hauptfarbstoff des Kuhréhrlings ist das orangefarbene Bovichinon-4 (Bovinon, 101).*°* Eine
6,6'-dimerisierte Form des Bovichinons, das Dibovichinon-4,4 (137), wurde nachgewiesen,
doch kann nicht vollig ausgeschlossen werden, daf3 es sich dabei um ein Aufarbeitungsarte-
fakt handelt.””* Ein 6,6'-methylenverbriicktes Dimer, das Amitenon (138),°%*! entsteht
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ebenso moglicherweise erst beim Trocknen der Pilze.”” In geringen Mengen enthilt S. bovi-

nus Bovilacton-4,4 (136).°*) Der fiir Rohrlinge der Gattung Swuillus charakteristische Inhalts-

stoff Suillin (139)!**! wurde auch in S. bovinus nachgewiesen.[3 %]

o HO

Bovilacton-4,4 (136)

OAc
— H
4
OH
OH
n = 0: Dibovichinon-4,4 (137) Suillin (139)
n = 1: Amitenon (138)

OH

A,
A,
A,
2N

Variegatorubin (145)

OH H OH
OH OH OH
OH OH OH

Atromentinsaure (142)
Xerocomsaure (143)
Variegatsaure (144)

o
TIT
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Weiterhin enthélt der Kuhrdhrling das Terphenylchinon Atromentin (140)™% sowie die
Pulvinsdurederivate Atromentinsiure (142),7°” Xerocomsiure (143),1°>"! Variegatsiure
(144),° Variegatorubin (145)1*°") und Methylbovinat (141).°%1°°

Unter den fliichtigen Substanzen aus Fruchtkorpern von S. bovinus bildet der typische Pilzge-
ruchsstoffl'® 1-Octen-3-ol mit Abstand die Hauptkomponente. Daneben wurde beispielsweise

das Auftreten von (E,E)-Farnesol nachgewiesen.[”g]

7.21 Isolierung und Reinigung der Inhaltsstoffe Bovichinon-4 (101) und
Bovilacton-4,4 (136)

Durch Chromatographie des mit Essigsdureethylester ausgezogenen Pilzmaterials an acety-
liertem Polyamid kann bereits eine gute Vortrennung und jeweilige Vorreinigung von
Bovichinon-4 (101) und Bovilacton-4,4 (136) erreicht werden. Das Bovichinon wird
anschlieBend mittels High-Speed Countercurrent-Chromatographie (HSCCC) von lipophilen
Verunreinigungen befreit und bereits in sehr reiner Form erhalten. Ebenso wird Bovilacton
durch HSCCC relativ rein erhalten. Bovilacton und Bovichinon werden auch durch HSCCC

vollsténdig getrennt.

7.2.2  Zuordnung von 'H- und *C-NMR-Signalen im Bovilacton-4,4 (136)

Die Struktur des Bovilactons (136) wurde bereits 1981 von Jagers®™ bestimmt. Um die in den
Verfiitterungsexperimenten erhaltenen '*C-Isotopeneinbauraten im Bovilacton-4,4 (136)
lokalisieren zu konnen, ist eine moglichst genaue Kenntnis der *C-NMR-Signalzuordnungen
fir das Ringsystem erforderlich. Besonders wichtig ist die eindeutige Zuordnung der "C-
NMR-Signale fiir die Kohlenstoffatome C-1', C-2', C-1" und C-2" (vgl. Abbildung 18), da
Verfiitterungsexperimente mit Biosynthesezwischenstufen durchgefiihrt wurden, welche eine
PC-Isotopenmarkierung in der Geranylgeranylseitenkette tragen. Fiir die Auswertung dieser
Experimente muf} eine zweifelsfreie Aussage moglich sein, in welcher der beiden Seitenket-

ten des Bovilactons (136) ein *C-Einbau vorliegt.

%0 Methylbovinat (141) ist eine spezielle Entwicklung unter den Pulvinsdurederivaten und wird ausschlieBlich in
S. bovinus gefunden.”’™ Unter anderem deshalb gibt es Diskussionen, ob die Einordnung des Kuhréhrlings in
die Gattung Suillus angebracht ist. Besl®™® empfiehlt nach vergleichenden Restriktionsanalysen ribosomaler
DNA-Abschnitte eine Weiterfithrung innerhalb von Suillus.
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Wegen der geringen Zahl an Wasserstoffatomen, die am Kernsystem oder in dessen unmittel-
barer Ndhe gebunden sind, lassen sich Aussagen iiber Signalzuordnungen z.T. nur schwierig

treffen. An bereits getroffenen Darstellungen!® miissen Korrekturen angebracht werden.

Abbildung 18. Numerierung der Atome im Bovilacton-4,4 (136).

C-Atom oc H-Atom Oon Mult. Jun/Hz
C-1 141.54 -
C-2 146.21 -
C-3 112.50" -
C-4 147.23 -
C-5 112.82" -
C-6 109.04 6-H 7.29 s -
C-7 173.33 -~
C-8 107.17" -
C-9 150.76 -

C-10 161.53 -
C-11 107.70 -
C-12 167.83 -

C-1 23.10 I'-H 3.45 d 7.4 Hz
C-1" 20.89 1"-H 3.08 d 7.1 Hz
c-2' 119.69 2'-H 5.30 ot 6.6 Hz
C-2" 118.06 2"-H 5.25 it 6.7 Hz
C-3' 139.52 -

c-3" 138.36 -

C-17 16.38 17'-H 1.81 s —
C-17" 16.30 17"-H 1.74 s —

Tabelle 9. Zuordnungen von NMR-Verschiebungen im Bovilacton-4,4 (136) (CDCls, 'H: 600
MHz, *C: 151 MHz. #: austauschbare Zuordnungen). In Abhéngigkeit von Siurespuren kon-
nen geringfiigige Abweichungen von den angegebenen '*C-NMR-Verschiebungen auftreten.
Zur Numerierung der Atome vgl. Abbildung 18.
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Aufgrund der aus dem HMBC-Spektrum entnommenen Fernkopplungen zu den Carbonyl-
Kohlenstoffatomen C-10 und C-12 (Abbildung 19, Abbildung 20) kann das Dublett 6y 3.08
der Methyleneinheit 1"-H, also der Seitenkette des Butenolidringes, zugeordnet werden. Aus
der HMQC-Messung 148t sich daraufhin das zugehorige C-NMR-Signal fiir C-1" mit 8¢
20.89 ableiten (Abbildung 21). 1"-H zeigt im HMBC-Spektrum weitere Fernkopplungen unter
anderem zu 6c 118.06 und zu 6c 138.36 (Abbildung 20), so dafl diese beiden Signale den
Atomen C-2" und C-3" zugeordnet werden konnen. Die Aussagen werden durch das HH-
COSY-Kreuzsignal zwischen 2"-H (8 5.25, ermittelt aus dem HMQC-Spektrum) und 1"-H
bestétigt.

Abbildung 19. Uber HMBC-Messung ermittelte Fernkopplungen im Kernsystem des Bovi-
lactons (136). Die grau dargestellten Pfeile symbolisieren “Jey-Kopplungen, deren Kreuzsi-
gnale im HMBC-Spektrum wegen kleiner Kopplungskonstanten nur relativ geringe Intensi-
taten aufweisen.

Ahnliches gilt innerhalb der Seitenkette des aromatischen Ringes. Das Signal 8y 3.45 wird
wegen der Fernkopplungen zu zwei Kohlenstoffatomen des aromatischen Ringes (3¢ 146.21
und 147.23, Abbildung 20) den Protonen 1'-H zugeordnet. Aus dem HMQC-Spektrum ermit-
telt man nun das zugehdrige *C-NMR-Signal mit 3¢ 23.10 (Abbildung 21). Das HMBC-
Spektrum zeigt weiterhin Wechselwirkungen zwischen 1'-H und o¢ 119.69 sowie 139.52,
welche somit als Kohlenstoffatome C-2' und C-3' der Geranylgeranylkette identifiziert
werden. Wiederum bestitigt das HH-COSY-Kreuzsignal zwischen 2'-H (0y 5.30) und 1'-H die

getroffenen Zuordnungen.

Das HH-COSY-Spektrum erméglicht eine Unterscheidung der Protonen 17'-H und 17"-H.”!
Es treten die Kopplungspaare 1'-H / 17'-H und 1"-H / 17"-H sowie 2'-H / 17'-H und 2"-H /
17"-H auf. Obwohl sich die *C-NMR-Verschiebungen von C-17' und C-17" nur wenig unter-

' Zur Sonderstellung von 17-H und 17"-H im 'H-NMR-Spektrum gegeniiber den Protonen der weiteren
Methylgruppen vgl. Kap. 2.7.
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scheiden, ist im HMQC-Spektrum eine eindeutige Zuordnung der *C-NMR-Signale mdg-

lich.>

1'-H 1"-H
% |(ppm)
= 1 ~
. C-3* und/oder C-5* - 1ee
5 c-2" I
= C_2' @ | - 1200
1300
C-3 = ¥ w00
C-2 i
C-4 C-9 - 150.0
c-10 1600
C-12 1700
PPm) 360 ‘ Y ‘ Y ‘ 300

Abbildung 20. Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum des Bovilactons (136) (CDCls, 600/151
MHz).

Eine Unterscheidung der sauerstoffgebundenen sp>-Kohlenstoffatome C-1, C-2, C-4 und C-9
ist zumindest teilweise moglich. Von 1'-H beobachtet man Fernkopplungen zu d¢ 146.21 und
147.23, von 6-H Kopplungen zu d¢ 141.54, 146.21 und 147.23. Fiir o¢ 150.76 wird ein
schwaches HMBC-Kreuzsignal sowohl zu 6-H als auch zu 1"-H (Abbildung 20) gefunden.
Weitere Informationen sind nicht verfiigbar, da von 2'-H aus keine Kopplungen in das aroma-
tische System hinein beobachtet werden. Mit groer Wahrscheinlichkeit sind die Signale 6c¢
146.21 und 147.23 somit den Kohlenstoffatomen C-2 und C-4 zuzuordnen. Einfache Inkre-
mentrechnungen[400] lassen die Zuordnungen 6¢ 150.76 / C-9 und 6¢ 141.54 / C-1 als wahr-
scheinlich gelten. Durch die erwédhnten schwach sichtbaren Fernkopplungen wird diese
Hypothese unterstiitzt. Erst durch die an C-4 erhaltene Isotopenanreicherung des nach Ver-

fiitterungsexperimenten mit 3,4-Dihydroxy[1->C]benzoesidure (112*) isolierten Bovilactons

52 Die Signale fiir 17" und 17" liegen auf der H-Achse des HMQC-Spektrums so nahe zusammen, so daB ein
Vergleich auf der C-Achse auch bei dem sehr geringen Unterschied der *C-NMR-Verschiebungen von nur Ad
0.08 gut erfolgen kann.
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(136) (vgl. 7.3) kann die chemische Verschiebung fiir C-4 eindeutig festgelegt werden:
aufgrund der 1,2,4-Anordnung der drei Hydroxysubstituenten im aromatischen Ring des
Bovilactons kann die Isotopenmarkierung innerhalb des Benzolringes nur an C-4 zu liegen

kommen.

Das Signal 8¢ 107.70 wird iiber die %Jcy-Kopplung mit C-1" eindeutig C-11 zugeordnet. Wih-
rend hierbei eine sichere Abgrenzung zum nahe benachbarten Signal oc 107.17 getroffen
werden kann, ist eine Unterscheidung der Fernkopplungen von 6¢ 112.50 und 112.82 wegen
des zu geringen Signalabstandes nicht mdglich. 6¢ 107.17 tritt ausschlieBlich mit 6-H in
Wechselwirkung. 6¢ 112.50 und/oder 112.82 koppeln zu 6-H und 1'-H. Aus diesen Informa-
tionen kann keine sichere Zuordnung fiir die noch zu besetzenden Positionen C-3, C-5 und

C-8 abgeleitet werden.

c-1" , -

(PPm) 360 3.40 3.20 3.00

Abbildung 21. Ausschnitt aus dem HMQC-Spektrum des Bovilactons (136) (CDCls, 600/151
MHz).
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7.3 Bisher durchgefiihrte Verfiitterungsexperimente

Das Ziel der Studien ist die Aufkldarung der Biosynthese von Bovichinon-4 (101) und Bovi-
lacton-4,4 (136).

Bei Verfiitterungsexperimenten mit 4-Hydroxy[1-">C]benzoeséure (92*) und 3,4-Dihydroxy-
[1-"*C]benzoesiure (112*) war ein ungewdhnliches Phianomen aufgefallen. Werden 92* und
112* in Mengen zwischen 15 und 30 mg pro Fruchtkdrper appliziert, so wachsen die Pilze
kaum noch und verfarben sich dunkelrot. Bovichinon-4 (101), der Hauptfarbstoff des Kuh-
rohrlings, kann nicht mehr detektiert werden.!”! Es wird nur noch Bovilacton-4,4 (136) iso-
liert, dessen Kohlenstoffatome C-4, C-10 und C-12 in auBerordentlich stark '*C-angereicher-

ter Form vorliegen (Schema 56).°4"]

Diese signifikante Verdnderung in der Farbstoffzusammensetzung des Pilzes tritt nicht auf,
wenn die Hydroxybenzoesduren 92* und 112* in kleinen Mengen (etwa 5 mg / Fruchtkorper)

appliziert werden.™

Nach Verfiitterung solch geringer Dosen der 4-Hydroxy[1-">C]benzoesdure (92*) wird
Bovichinon-4 (101) mit einer *C-Einbaurate von je 1.1 % an C-2 und C-4 erhalten (Schema
57).5453 Das bei diesem Experiment isolierte Bovilacton-4,4 (136) zeigt das bereits
bekannte Markierungsmuster: angereichert werden C-4, C-10 und C-12 (Schema 56). Die
Einbaurate konnte wegen der zu geringen isolierten Substanzmenge nicht bestimmt werden.

Die Verfiitterung von 92* an Submerskulturen von S. bovinus fithrte zu Einbauraten von 2 %,

1% und 1% an C-4, C-10 und C-12 des Bovilactons (136)."

Nach Verfiitterung ebenso geringer Mengen von 3,4-Dihydroxy[1-"°C]benzoesdure (112%) an
Fruchtkorper des Kuhrohrlings betrdgt der Einbau in beide Kohlenstoffatome C-2 und C-4 des
Bovichinons (15) jeweils 2.6 %.>41 Auch Bovilacton-4,4 (136) zeigt Isotopenanreicherun-
gen an C-4, C-10 und C-12. Die Einbauraten konnten — wie auch im Kulturexperiment —

wegen der zu geringen isolierten Substanzmenge nicht exakt bestimmt werden.!

%3 Infolge des raschen Tautomeriegleichgewichtes erscheinen C-1, C-2, C-4 und C-5 des Bovichinons (101) im
BC-NMR-Spektrum bei RT kaum sichtbar als breites gemitteltes Signal. Fiir eine Bestimmung von Position und
Rate von Isotopenanreicherungen im Chinonring muf3 die Tautomerie z.B. durch Methylierung der
Hydroxyfunktionen (Schema 60) unterbunden werden.
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NH,

CO.H

OH
CO,H 111*
2 DL-111 OH CD,
o P P cD;
3
OH
OH
92+ CO,H OH 517 Kein Einb
/ Bovilacton-4,4 (136) [Del-7: kein Einbau
(R = Geranylgeranyl)
OH
OH
112*

Schema 56. Bisher von Beyer'* und Miihlbauer™ mit Suillus bovinus durchgefiihrte Verfiitte-
rungsexperimente: Isotopenanreicherungen in Bovilacton-4,4 (136). Soweit Einbauraten
bestimmt wurden, sind diese dem Text zu entnehmen.

COyH CO,H
Einbaurate Einbaurate
2x1.1 % 2x2.6 %

OH

92* Bovichinon-4 (101, R = Geranylgeranyl) 112*

Schema 57. Bisher von Beyer*! und Miihlbauer”® an Suillus bovinus durchgefiihrte Verfiitte-
rungsexperimente: Isotopenanreicherungen in Bovichinon-4 (101). Dargestellt sind die Ein-
bauten in (101) bei Verfiitterung geringer Mengen von 92* und 112*.

Die Verfiitterung von DL—[ring—l—BC]Tyrosin (DL-111%) an Submerskulturen von S. bovinus
fithrt zu Isotopenanreicherungen im Bovilacton-4,4 (136). Die Einbauraten betragen 9 %, 5%

und 5 % an den Kohlenstoffatomen C-4, C-10 und C-12.[4%1]

Eine Verfiitterung von hexadeuteriertem 3-Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol ([Dg]-7) an
Fruchtkorper des Kuhrohrlings hatte zu keiner mef3baren Deuteriumanreicherung im Bovi-

lacton (136) gefiihrt.l”!

Durch Verfiitterungsexperimente mit D-[1-°C]- und D-[2-"*C]Glucose wurde gezeigt, daB
Isopentenylpyrophosphat in S. bovinus tiber den Acetat-Mevalonat-Weg und nicht {iber den

Triosephosphat-Pyruvat-Weg gebildet wird.>*!!
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7.4 Kurze Diskussion der bisherigen Ergebnisse und Planung der eigenen

Verfutterungsexperimente

Trotz der Verwandtschaft der Rohrlinge Suillus tridentinus und S. bovinus und ihrer meroter-
penoiden Hauptfarbstoffe Tridentochinon (102) und Bovichinon-4 (101) ist der Prenylie-
rungsschritt in deren Biosynthese unerwarteterweise verschiedener Natur. Wahrend Benzoe-
sdurederivate im Rostroten Larchenrdhrling S. fridentinus gewdhnlich in meta-Stellung zur
Carboxylgruppe alkyliert werden (vgl. 6.4), wird im Kuhr6hrling S. bovinus in ortho-Stellung
alkyliert (Schema 58). Dies kann den nach Verfiitterungen von DL-111%, 92% und 112%
erhaltenen Markierungsmustern des Bovichinons (101) und des Bovilactons (136) entnom-
men werden.””) Ahnlich wie beim Rostroten Lirchenrohrling beobachtet man, daf die Einbau-
raten der 3,4-dihydroxylierten Benzoesdure 112 in die Sekundarstoffwechselprodukte 101 und
136 tendenziell groBer sind als die der monohydroxylierten Form. Beziiglich Prenylierung
und oxidativer Decarboxylierung gelten die bereits fiir S. tridentinus angestellten Uberlegun-

gen (vgl. 6.4).

ox. Decarboxylierung

CO,H OAc o)
1 L Polyprenylierung 1 R HO 4 R
2 > 2 5 5
™ Hydroxylierung OH i OH
OH OH 0
92 Suillin (139) Bovichinon-4 (101)

(R = Geranylgeranyl)

Schema 58. Postulierte Biosynthese des Bovichinons-4 in Suillus bovinus.

Fiir Bovilacton-4,4 (136) wurde bereits eine Biogenese aus Bovichinon-4 und einem zweiten
geranylgeranylierten Aren, moglicherweise 3-Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (7), postu-

rt.>* Beweise durch Verfiitterungsexperimente wurden hierfiir noch nicht erbracht. Die

lie
bisherige Grundlage dieser Hypothese wird in Kap. 7.6 zusammen mit den neu erzielten

Ergebnissen diskutiert.

Durch die Verfiitterung von '“C-isotopenmarkiertem Bovichinon-4 (101) sowie des
geranylgeranylierten Benzoltriols 7* wurden Fortschritte bei der Aufklérung der Biosynthese

des Bovilactons (136) erwartet. Deuteriummarkiertes 3-Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol
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([Dg]-7) war bereits ohne Erfolg appliziert worden (vgl. 7.3). Mit der in der vorliegenden
Arbeit erstmals angewandten Liposomen-Verfiitterungstechnik stand eine verbesserte Metho-

dik zur Verfiigung, welche eine erneute Verfliitterung vielversprechend erscheinen lieB3.

CO.H CO.H

OH 3 OH

Um Aussagen iiber die vom Pilz auf enzymatischem Wege geranylgeranylierte Spezies treffen
zu konnen, sollte im Rahmen dieser Arbeit zudem 2-(E.E,E)-[1'-°C]Geranylgeranyl-3,4-
dihydroxybenzoesdure (4*) an Fruchtkdrper des Kuhrohrlings verfiittert werden. Da nicht
davon ausgegangen werden kann, daB3 ausschlieBlich auf der dihydroxylierten Stufe geranyl-
geranyliert wird (vgl. 6.4), wurde (E,E.E)-[1'-">C]Geranylgeranylhydrochinon (5%) verfiittert.
Obwohl eine Polyprenylierung von 4-Hydroxybenzoesdure an C-2 als unwahrscheinlich gel-
ten kann, wurde 2—(E,E,E)—[1'—13C]Geranylgeranyl—4—hydroxybenzoeséiure (3*%) ebenso an
Fruchtkorper verfiittert.

7.5 Verfiitterungsexperimente

Zum Zeitpunkt der ersten Verflitterungen geranylgeranylierter Arene an Suillus bovinus war
bereits bekannt, dal bei Applikationen vergleichbarer Verbindungen an S. tridentinus, bei
welchen die unpolaren Verbindungen in einem organischen Losungsmittel gelost waren, kein
Einbau in den Sekundirmetaboliten erhalten wurde. Aus diesem Grunde wurden potentielle
Biosynthesezwischenstufen an den Kuhrohrling von Beginn an in Form von wifrigen Cyclo-

dextrin- oder Liposomenpréparationen (s. Kap. 5) verfiittert.
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7.51 Verfitterung von 2-(E,E,E)-[1'-"°C]Geranylgeranyl-4-hydroxybenzoe-

saure (3%)

An sechs junge Fruchtkdrper von Suillus bovinus wurden jeweils 10 mg 2-(E,E,E)-[1-°C]-
Geranylgeranyl-4-hydroxybenzoesdure (3*) als wélrige Liposomensuspension verfiittert. Die
Liposomen waren zuvor durch Extrusion auf eine durchschnittliche Grofe von 400 nm
gebracht worden. Nach sieben Tagen Wachstumszeit erfolgte die Ernte der Pilze. Die Durch-
messer der Hiite hatten dabei von 2 bis 3 cm auf 6 bis 10 cm zugenommen, sdmtliche Pilze
befanden sich in hervorragendem Zustand. Es wurden 5.4 mg Bovilacton-4,4 sowie Bovichi-
non-4 in der dem natiirlichen Gehalt entsprechenden groien Menge®* isoliert. Weder Bovilac-

ton noch Bovichinon zeigten eine signifikante *C-Isotopenanreicherung.

7.5.2  Verfiitterung von (E,E,E)-[1'-"*C]Geranylgeranylhydrochinon (5*)

An drei Fruchtkdrper von Suillus bovinus wurden jeweils 10 mg (E.E,E)-[1'->C]Geranylgera-
nylhydrochinon (5*) in Form einer wifBrigen Liposomensuspension verfiittert. Die Ernte
erfolgte nach einer Wachstumszeit von sechs Tagen. Die Fruchtkdrper zeigten wiederum
leichte Schdden durch Madenfral3, befanden sich aber ansonsten in sehr gutem Zustand. Die
Hutdurchmesser hatten von 2, 2.5 und 5 cm auf 3.3, 4 bzw. 6.5 cm zugenommen. Aus den
Fruchtkérpern wurden 31 mg Bovichinon-4 sowie 0.84 mg Bovilacton-4,4 isoliert. Beide

Verbindungen zeigten im '*C-NMR-Spektrum keine nachweisbare *C-Isotopenanreicherung.

7.5.3  Verfiitterung von 2-(E,E,E)-[1'-"*C]Geranylgeranyl-3,4-dihydroxybenzoe-

saure (4%)

2-(E,E,E)-[1'-"C]Geranylgeranyl-3,4-dihydroxybenzoesiure (4*) wurde an fiinf junge
Fruchtkorper von Suillus bovinus verfiittert. Pro Fruchtkdrper wurden 10 mg Substanz in
Form einer wafirigen Liposomensuspension eingesetzt. Der Durchmesser der Liposomen war
durch Extrusion auf 400 nm vereinheitlicht worden. Die Pilze waren innerhalb von sieben
Tagen von 2 bis 3 cm auf 6 bis 10.5 cm im Hutdurchmesser gewachsen und befanden sich

zum Zeitpunkt der Ernte in hervorragendem Zustand. Es konnten 5.2 mg Bovilacton-4,4

** Da die Aufreinigung eines Teils des Bovichinons fiir die Messungen vollig ausreichte, konnen iiber den
Gesamtgehalt der Pilze keine genaueren Angaben gemacht werden.
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gewonnen werden. Der Gehalt an Bovichinon war nicht auffillig verandert.’* Beide Natur-

stoffe zeigten keinerlei signifikante '*C-Isotopenanreicherung.

7.5.4  Verfiitterung von 3-(E,E,E)-[1'-"*C]Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (7*)

An vier Fruchtkérper von S. bovinus wurden je 10 mg 3-(E,E,E)-[1'-C]Geranylgeranylben-
zol-1,2,4-triol (7*) verfiittert. Die Substanz wurde in Form wiBrig suspendierter Liposomen
eingesetzt. Ein Exemplar des Kuhrdhrlings wurde flinf Tage spéter, die restlichen sechs Tage
spéter geerntet. Die Fruchtkorper waren lediglich durch Madenfra3 leicht geschidigt. Die

Hutdurchmesser hatten von 3.0, 3.5, 4.5 und 5.7 cm auf 4.5, 6, 6 und 8§ cm zugenommen.

Die Pilze enthielten 84 mg Bovichinon-4 (101). Das Bovichinon wies keine signifikante

PC-Anreicherung auf.

Es konnten 2.9 mg Bovilacton-4,4 (136) isoliert werden. Die Geranylgeranylseitenkette des
aromatischen Ringes des Bovilactons zeigt an C-1' eine starke Isotopenanreicherung, die
bereits im 'H-NMR-Spektrum in Erscheinung tritt: deutlich ist die 'Jep-Kopplung fiir die
Protonen der betreffenden Methylengruppe (6 3.45) zu erkennen (Abbildung 22). Aus dem
'H-NMR-Spektrum kann durch Integration eine Einbaurate von etwa 23 % bestimmt werden.
Die aus dem quantitativ gemessenen “C-NMR-Spektrum bestimmte Einbaurate betrigt ca.

16 %. An C-1" des Bovilactons ist keine Isotopenanreicherung festzustellen (Abbildung 23).

Wegen der groBen Strukturdhnlichkeit sind die 'H- und *C-NMR-Verschiebungen & (1'-H)
bzw. 6 (C-1") der verfiitterten Vorstufe 7* mit 6 (1'-H) und & (C-1") des Bovilactons (136)
naturgemall nahezu identisch. Eine Verfalschung des Einbauergebnisses durch Kontamination
des Bovilactons mit dieser verfiitterten Vorstufe oder mit einer anderen daraus evtl. durch
Metabolismus entstandenen '*C-angereicherten Verbindung ist aber aufgrund der Integralver-
hiltnisse im 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 22) ausgeschlossen. Uberdies bestitigen

Massenspektrum und Diinnschichtchromatogramm die Reinheit des isolierten Bovilactons.

Es hat somit eine Inkorporation der verfiitterten Verbindung 7% ausschlieBlich in die aromati-
sche Hilfte des Bovilactons (136) stattgefunden. Die Einbaurate betrdgt etwa 16 bis 23 %
(Schema 59).
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1'-H 1A

38 37 36 35 34 33 32 31 3.0 29 28 27

Abbildung 22. Ausschnitt aus dem "H-NMR-Spektrum des nach Verfiitterung von 3-(E,E,E)-
[1'-"*C]Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (7*) isolierten Bovilactons-4,4 (136). Die Kopp-
lungskonstante der Kopplung zwischen dem "*C-angereicherten C-1' und 1'-H betrigt 'Jey =
130 Hz (CDCls, 600 MHz).

c-1

c-20'
C-16' "
oo C-20

T 1 T T T 1 T T T T [ T 1 T T T T T T1
28 26 24 22 20 1

UL
8 16 14

Abbildung 23. Ausschnitt aus dem quantitativen *C-NMR-Spektrum des nach Verfiitterung
von 3—(E,E,E)—[1'—13C]Geranylgeranylbenzol—1,2,4—tri01 (7%) isolierten Bovilactons-4,4 (136).
Deutlich ist zu erkennen, daB ausschlieBlich C-1', nicht aber C-1" in '*C-angereicherter Form
vorliegt.(CDCls, 151 MHz).

121



HO

R OH
0]

Bovichinon-4 (101)
(R = Geranylgeranyl)

Suillus bovinus

Einbaurate > 16 %

Bovilacton-4,4 (136)

Schema 59. 3-(E,E,E)-[1'-13C]Geranylgeranyl-1,2,4-trihydroxybenzol (7*) wird bei Verfiit-
terung an Suillus bovinus ausschlieBlich in die aromatische Hilfte des Bovilactons (136) ein-
gebaut.

7.5.5 Verfiitterung von [1',2'-'*C;]Bovichinon-4 (101**)

An zwei Fruchtkérper von S. bovinus wurden je 5 mg [1',2'-">C,]Bovichinon-4 (101**) und je
15 mg 4-Hydr0xy[1-13C]benzoeséure (92%) verfiittert. Beide Substanzen wurden dabei in
Form ihrer Komplexe mit 2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin in getrennten wéfrigen Losungen
appliziert. [1'2'-">C,]Bovichinon-4 (101**) wurde nach Jagers®’** durch Umsetzung von
[1'2'-1*C,]Geranylgeranylbromid (25%*) mit 2,5-Dihydroxybenzo-1,4-chinon in Gegenwart

von Triethylamin hergestellt.

Die Hydroxybenzoeséure 92* wurde aus zwei Griinden zusitzlich parallel verfiittert. Zum
einen wurde liber das Phdnomen der Stoffwechseldinderung (vgl. 7.3) eine verstdrkte Neubil-
dung von Bovilacton (136) erwartet. Zum anderen wurde sie in isotopenmarkierter Form ein-
gesetzt, um als Indikator fiir den Grad der de novo-Biosynthese von Bovilacton-4,4 (136) im
Inkubationsszeitraum zu dienen. Letztere Funktion war fiir den zu beriicksichtigenden Fall
einer Nichtakzeptanz des isotopenmarkierten Bovichinons wichtig. Von 4-Hydroxybenzoe-
sdure (92) ist aus fritheren Experimenten bekannt, dal} sie zuverldssig in Bovilacton-4,4 (136)
inkorporiert wird. Zur Steigerung der Nachweisempfindlichkeit fiir die Isotopenanreicherung

war eine 1,2-"°C,-Doppelmarkierung des Bovichinons (101) gewihlt worden.
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Zum Zeitpunkt der Ernte nach sechs Tagen waren die Fruchtkorper von 3.7 bzw. 4.5 cm auf
6 cm im Durchmesser gewachsen, befanden sich in sehr gutem Zustand und zeigten keinerlei

Verfdrbung oder sonstige Auffélligkeiten.

Bei der Aufarbeitung der Fruchtkdrper konnte 4-Hydroxybenzoesdure (92*) im Rohextrakt

nachgewiesen werden. Es wurden 32 mg Bovichinon-4 sowie 5.5 mg Bovilacton-4,4 isoliert.

Mest4
K,CO4
—_— >
Aceton
A

Bovichinon-4 (101) Bovichinon-4-dimethylether (146)

Schema 60. Bis-O-Methylierung von Bovichinon-4.

Das Bovichinon (101) wurde zur Bestimmung der *C-Anreicherung im Ring bis-O-methy-
liert (Schema 60).>* Die *C-Isotopenanreicherung im Bovichinondimethylether (146) an C-1'
und C-2' betrdgt je 1.9 %. Die Kohlenstoffatome C-2 und C-4 sind zu je 8.9% mit dem
BC-Isotop angereichert (Abbildung 24, Schema 61).

- c-2' C-1'

Abbildung 24. Quantitatives *C-NMR-Spektrum des nach gleichzeitiger Verfiitterung von
[1',2'-*C,]Bovichinon-4 (101**) und 4-Hydroxy[1-"*C]benzoesiure (92*) reisolierten Bovi-
chinons (101) in Form des Dimethylethers 146. Die Kopplungskonstante fiir die Kopplung
zwischen C-1' und C-2' betrigt 'Jec = 43 Hz (CDCls, 151 MHz).
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Die "*C-Isotopenanreicherung im Ringsystem des Bovilactons (136) betrigt an C-4 etwa 24 %
und an C-10 und C-12 gleichverteilt etwa 10 % (Abbildung 25, Schema 61). Von den beiden
Seitenketten zeigt nur die Seitenkette des Butenolidringes eine Isotopenanreicherung. Die
Atome C-1" und C-2" weisen gemiB dem “C-NMR-Spektrum jeweils eine Einbaurate von
3.3% auf (Abbildung 26, Abbildung 27). Die Seitenkette des aromatischen Ringes zeigt
keinerlei nachweisbare Isotopenanreicherung. Eine artifizielle Dimerisierung von
P C-isotopenangereichertem Bovichinon-4 im Zuge der Aufarbeitung der Pilze™ kann ausge-
schlossen werden, da nur eine der beiden Seitenketten eine Isotopenanreicherung zeigt. Uber-

dies ist der *C-Anreicherungsgrad im Bovilacton groBer als der im isolierten Bovichinon.

C-10
C-12 C-4

\
180 160 140 120 100 80 60 40 20

Abbildung 25. Quantitatives *C-NMR-Spektrum des nach gleichzeitiger Verfiitterung von
[1',2'-*C,]Bovichinon-4 (101**) und 4—Hydr0xy[1—13C]benzoeséiure (92%*) isolierten Bovilac-
tons-4,4 (136) (CDCls;, 151 MHz).

> Dihydroxybenzochinon und dessen Derivate dimerisieren in Gegenwart von acetyliertem Polyamid, welches
auch bei der Aufreinigung der Naturstoffe aus S. bovinus als Chromatographiematerial Verwendung findet, zu
4-Ylidenbutenolidsystemen.”¥ Diese Dimerisierung verlduft mit natiirlichem a/l-trans-Bovichinon-4 selbst bei
mehrtigigem Erhitzen sehr langsam.*® Somit ist die Verwendung von acetyliertem Polyamid im
Reinigungsprozel} vertretbar.
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Abbildung 26. Ausschnitt aus dem in Abbildung 25 gezeigten *C-NMR-Spektrum. Die
Kopplungskonstante fiir die Kopplung zwischen C-1" und C-2" betrigt 'Jec = 43 Hz. Nur
C-1" liegt in isotopenangereicherter Form vor, nicht aber C-1".

Abbildung 27. Ausschnitt aus dem in Abbildung 25 gezeigten *C-NMR-Spektrum. Nur C-2"
liegt in isotopenangereicherter Form vor, nicht aber C-2'.
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Bovichinon-4 (101). o
Einbauraten:

C-2:8.9%, C-4: 8.9 %,
C-1:1.9%, C-2".1.9%.

CO,H

OH
92* 101**

l Suillus bovinus
OH

Bovilacton-4,4 (136). Einbauraten: C-4: 24 %,
C10: 10 %, C-12: 10 %, C-1": 3.3 %, C-2": 3.3 %.

Schema 61. Markierungsmuster von Bovilacton-4,4 und Bovichinon-4 nach gleichzeitiger
Verfiitterung von 4-Hydroxy[1-'>C]benzoeséure (92*) und [1',2'-"°C,]Bovichinon-4 (101*%)
an Suillus bovinus.

In einem zweiten Experiment wurden jeweils 10 mg [1'-">C]Bovichinon-4 (101*) (hergestellt
aus [1'-C]Geranylgeranylbromid (25%) und 2,5-Dihydroxybenzo-1,4-chinon) zusammen mit
jeweils 15 mg nichtmarkierter 4-Hydroxybenzoesdure an vier Fruchtkorper des Kuhrohrlings
verfiittert. Hierbei wurde auf Cyclodextrine und Liposomen verzichtet und Aceton als Lo-
sungsmittel eingesetzt. Bovichinon-4 (101) war in normaler Menge als Hauptfarbstoff ent-
halten. Im isolierten Bovilacton-4,4 (136) war keine signifikante Isotopenanreicherung fest-

stellbar.
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7.6

7.6.

7.6.

Zusammenfassung und Diskussion

1 Zur Biosynthese des Bovilactons (136)

1.1 Ergebnisse der Verfutterungsexperimente

Zwei Beobachtungen belegen, daf3 die Butenolidhélfte des Bovilactons (136), d.h. die Kohlen-

stoffatome C-7 bis C-12 mit dem Geranylgeranylrest C-1" bis C-20", biosynthetisch aus Bovi-
chinon (101) entsteht (Schema 62):

a)

b)

Bovichinon-4 (101) wird vom Pilz direkt als Vorldufer akzeptiert. Bovichinon wird dabei
ausschlieBlich in die Butenolidhélfte des Bovilactons (136) eingebaut und nicht in die
aromatische Hélfte (vgl. 7.5.5). Diese Aussage wurde durch neue und exakte Zuordnun-
gen der NMR-Signale des Bovilactons (vgl. 7.2.2) abgesichert.

Mindestens eine biosynthetische Vorstufe des Butenolidringes mull C,-Symmetrie besit-
zen, da, wie auch bereits von Miihlbauer beobachtet (vgl. 7.3), nach der Verfiitterung von
4-Hydroxy[1-">C]benzoesdure (92*) und 3,4-Dihydroxy[1-">C]benzoesdure (112%) eine
Gleichverteilung der Isotopenmarkierung auf C-10 und C-12 des Bovilactons gefunden
wird. Diese Voraussetzung wird nur von einer C,-symmetrischen, nicht aber zentrosym-
metrischen™® Vorstufe erfiillt. Wegen des raschen Tautomeriegleichgewichtes kann

Bovichinon-4 (101) als quasi-C,-symmetrisch gelten (vgl. hierzu Schema 46).

Die aromatische Hailfte des Bovilactons, d.h. C-1 bis C-6 mit der an C-3 gebundenen Seiten-

kette C-1' bis C-20', entsteht biosynthetisch nicht aus Bovichinon (101), sondern aus einer

nicht-C>-symmetrischen prenylierten Verbindung. Dies belegen drei unabhédngige Beobach-

tungen (Schema 62):

a)

b)

Nach Verfiitterung von 4-Hydroxy[1-">C]benzoesdure (92*) und 3,4-Dihydroxy[1-"C]-
benzoesdure (112%*) tritt im Aromatenring des Bovilactons keine Verteilung der Isotopen-
markierung auf (vgl. 7.3 und 7.5.5). Die fehlende Isotopenanreicherung an C-2 hatte die
bisherige Grundlage der nun bewiesenen Biosynthesehypothese gebildet.

Verfiittertes Bovichinon-4 (101) wird ausschlieBlich in den Butenolidteil des Bovilactons

(136) und nicht in die aromatische Hailfte eingebaut (vgl. 7.5.5).

% Bei Auftreten einer zentrosymmetrischen Vorstufe wie etwa Benzol-1,2,4,5-tetrol oder 2,5-Dihydroxybenzo-
1,4-chinon wire eine Verteilung der Isotopenmarkierung auf vier Kohlenstoffatome zu erwarten.
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¢) 3-(E,E,E)-[1'-"*C]Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (7*) wird vom Pilz sehr gut als Vor-
stufe der aromatischen Hilfte des Bovilactons (136) akzeptiert. Ein Einbau in die Buten-

olidhilfte findet nicht statt (vgl. 7.5.4).

COH
Rl
OH
Ri=H10 R =H: Einbaurate 2 x 9%
R'=OH: 112 (Cyclodextrin)
YTH: Einbaurate 2 x 2.6 %
OR" s 0
R R'=H: Einbaurate je 20 % HO R™
(Cyclodextrin)
OH R' = OH:Einbaurate “grol* OH
OH (0]

R"=H:7 Bovichinon-4 (101)
R" = Ac: Suillin (139)
16 % Einbaurate 3.3 %

Einbaurate (7) >

nur in aromat. Halfte! OH nur in Butenolidhalfte!
(Liposomen) (Cyclodextrin)
HO.
(0]
O
R* —
O / R**
o HO

Bovilacton-4,4 (136)

Schema 62. Zusammenfassung der Ergebnisse der Verfiitterungsexperimente beziiglich der
Biosynthese des Bovilactons (136) in Suillus bovinus (R = Geranylgeranyl). Mit R* und R**
werden die beiden Geranylgeranylseitenketten von 136 differenziert. Gleichzeitig symboli-
siert diese Bezeichnung die Isotopenmarkierung bei Verfiitterung von 7% und 101%*. Wenn
die verfiitterten Zwischenstufen als Cyclodextrinkomplexe oder Liposomenpréiparationen in
Wasser solubilisiert wurden, ist dies angegeben.

Dieses Ergebnis ist interessant, da Bovilacton-4,4 (136) in vitro beim Erhitzen von Bovichi-
non-4 (101) in Gegenwart von acetyliertem Polyamid gebildet wird (vgl. 7.6.1.2). Obwohl
diese scheinbar einfache Moglichkeit zum Aufbau von Bovilacton-4,4 (136) aus zwei identi-
schen Bovichinonmolekiilen besteht, wahlt der Pilz einen anderen Weg und synthetisiert 136
ausschlieBlich durch Kupplung zweier unterschiedlicher Einheiten. Diese Aussage ist durch

die neuen Arbeiten gesichert. Bei einer fritheren Verfiitterung von isotopenmarkiertem Bovi-
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chinon-4 (101) war es u.a. aufgrund unzureichender Kenntnisse iiber die NMR-Signalzuord-

nungen des Bovilactons zu einer unrichtigen Biosynthesehypothese gekommen.

Fiir die Bildung des Bovilactons wird der in Schema 63 formulierte Mechanismus einer Addi-
tion mit nachfolgender ringspaltender Umlagerung vorgeschlagen. Einleitender Schritt ist
demnach eine Michael-Addition des Bovichinons (101) an das a,B-ungesittigte Carbonyl-
system der Kohlenstoffatome C-1, C-6 und C-5 in 147. Eine Addition des Bovichinons an das
a,B-ungesittigte Carbonylsystem der Kohlenstoffatome C-4, C-5 und C-6 des Hydroxybenzo-
chinons 147 findet nicht statt. Diese Regioselektivitit wird durch die infolge der vinylogen
Carbonséureeigenschaft abgeschwichte Elektrophilie des Carbonyl-Kohlenstoffatoms C-4
von 147 erklart. Die oxidative Ringspaltung 146t sich formal als Anlagerung von Wasserstoft-

peroxid darstellen. Uber zwei Lactonisierungen gelangt man dann zum Bovilacton (136).

Mit der bei der Biosynthese des Bovilactons wichtigen Umlagerung von Hydroxybenzochi-

nonen zu 4-Ylidenbutenoliden beschéftigt sich Abschnitt 7.6.1.2.

H+
O> OH OH
Ho_ ! HO HO
6 1) Michgel- 0 OH
5 OH Addition oH oH
A N — > R — R
(6] (0] OH
147 9% R o R o R
H 0] (0] "HO_ (0]
Bovichinon-4 (101) OH"
OH OH OH
HO OH HO HO o
+ uH O " *
_ 22 OH —> OHCOH __ O
R = | -H,0 R A Ay MO R A Ar
OH COzH R 0 o)
HOZC* o HO o) HO

Bovilacton-4,4 (136)

Schema 63. Vorschlag fiir den Mechanismus der Biosynthese von Bovilacton-4,4 (136) in
Suillus bovinus. Bovichinon-4 (101) kuppelt mit der oxidierten Form 147 des 3-Geranylgera-
nylbenzol-1,2,4-triols (7), anschlieBend erfolgt eine oxidative Umlagerung vom Posternak-
Typ zu Bovilacton-4,4. Mit einem Stern markiert sind die nach Verfiitterung von 4-Hydroxy-
[1-"*C]benzoesdure (92*) *C-angereicherten Kohlenstoffatome. R = Geranylgeranyl.
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7.6.1.2 Umlagerung von Hydroxybenzochinonen zu 4-Ylidenbutenoliden

Die Umlagerung von Hydroxybenzochinonen zu 4-Ylidenbutenoliden ist nicht nur bei der
Biosynthese des Bovilactons (136) von Bedeutung. Dieser Reaktionstyp stellt vielmehr ein
allgemeines Prinzip dar, was im folgenden anhand von Beispielen aus Labor und Natur ver-

deutlicht wird.”’

Der Umlagerungstyp wurde zum ersten Mal 1956 von Posternak!*** beschrieben. Beim Erhit-
zen des Dichinons 148 in schwefelsaurem Methanol wurde das Umlagerungsprodukt 149
erhalten. Bei Oxidation von 151 mit Eisen(li)-chlorid isolierte Posternak anstelle eines
zunichst erwarteten Dichinons das Umlagerungsprodukt 150 (Schema 64). Die Umlagerung

1[405]

von 148 zu 149 wurde von Riit nachvollzogen und die Struktur des Produktes mit moder-

nen analytischen Methoden bestétigt.

OH
H;CO
o) FeC|3
— N\F R HOAc A
(@] A HO
HO OCHj3
R = CHs;: 149
R = OCHs: 150 151

Schema 64. Erstmalige Beschreibung der Umlagerung von Hydroxychinonen zu 4-Yliden-
butenoliden durch Posternak.

Beschrinkt man die Umlagerungsreaktion auf das wesentliche, so 148t sich die Umwandlung
wie in Schema 65 dargestellt formulieren.

Pulvinsdure (152) wird in Flechten durch oxidative Ring6ffnung und Umlagerung von Poly-

¢ [406]

porsdure (151) gebildet. Atromentinsdure (142), eine Dihydroxypulvinsdure und

biosynthetische Quelle weiterer Pulvinsiurederivate,”™ entsteht in Pilzen durch oxidative

Umlagerung des Dihydroxybenzochinons Atromentin (140) (Schema 65).1*!

Wie im Falle der Bovilactonbiosynthese kann der Posternak-Umlagerung von Hydroxychino-

nen eine Dimerisierung von Hydroxybenzochinonen vorgelagert sein.

7 Eine Ubersicht der allgemeinen synthetischen Zuginge zu 4-Alkylidenbutenoliden gibt Briickner.[**”

*¥ Hydroxypulvinsiuren sind fiir die gelben und roten Farben der Fruchtkorper der meisten Boleten verantwort-
lich.”¥
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Polyporsaure (151):
R'=R®=Ph
R*=OH

Atromentin (140):
R'=R® = p-HO-CgH,
R* = OH

1,0
O—v
RS )
HO,C 5/4 j R
2 6 R?

Pulvinsaure (152):
R'=R®=Ph
R* = OH

Atromentinsaure (142):
R'=R®= p-HO-CgH,
R’ = OH

Schema 65. Formale Darstellung der oxidativen Ring6ffnung und Umlagerung von Hydroxy-
chinonen in 4-Ylidenbutenolide (R*> = OH: 4-Ylidentetronsiuren). Beispiele aus der Natur
sind die Bildung von Pulvinsiure und von Atromentinsdure.

2,5-Dihydroxybenzo-1,4-chinon (153)1**% und dessen 3-alkylierte Derivate 2,5-Dihydroxy-3-
methylbenzo-1,4-chinon (154)," Embelin (155)"*°7*°*) und Bovichinon-4 (101)"*? gehen in
vitro nach Kondensation zum jeweiligen Dimer Umlagerungen zu den entsprechenden
4-Alkylidentetronsiuresystemen 156-158 bzw. 136 ein (Schema 66). 153 und 101 werden
dazu in Gegenwart von acetyliertem Polyamid, 154 und 155 in neutraler wéBriger Losung
erhitzt. Zu Beginn muB hier eine Kondensation zweier identischer Dihydroxychinonmolekiile
unter Wasserabspaltung stattfinden. Die folgende Umlagerung der resultierenden Dibenzochi-
none entspricht vollstindig der von Posternak beschriebenen. Die Elektronenbilanz des Pro-

zesses ist ausgeglichen, es ist kein Oxidationsschritt erforderlich.

01 0 OH
HO_ 2 HO HO. o
3 Ol O—y
R OH OH OH _,
2 R R L
o} - HO R
HO 3°R 0] R o HO
R = H: 153 © o R = H: 156
R = CHs;: 154 R = CHj: 157

R = (CH)1cCHs: Embelin (155)

R = (CH,)1oCHj: 158

R = Geranylgeranyl:
Bovilacton-4,4 (136)

R = Geranylgeranyl: Bovichinon-4 (101)

Schema 66. Kondensation von 3-alkylierten 2,5-Dihydroxybenzo-1,4-chinonen mit anschlie-
Bender Umlagerung zu 4-Ylidentetronséduren.

Bei der Bovilactonbiosynthese in Suillus bovinus (vgl. 7.6.1.1) findet im einleitenden Schritt

eine Michael-Addition des Dihydroxybenzochinons 101 an das Monohydroxybenzochinon
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147 statt (Schema 63), so dal zunidchst kein Dibenzochinon, sondern ein arylsubstituiertes

Benzochinon entsteht und im weiteren Verlauf ein zusétzlicher Oxidationsschritt folgen muf3.

Gomphilacton (159) kommt in der Natur als Inhaltsstoff des Fleckenden Schmierlings

Gomphidius maculatus und des GroBen GelbfuBles G. glutinosus vor. Es entsteht biosynthe-

369]

tisch wahrscheinlich aus Benzol-1,2,4-triol (113), einem typischen Inhaltsstoff*®! von Pilzen

4991 Auf welcher Oxidationsstufe die beiden Benzol-

der Gattung Gomphidius (Schema 67).
trioleinheiten verkniipft werden, ist nicht bekannt. Denkbar wire ein Verlauf analog der Bio-
synthese des Bovilactons, wonach die Kupplung durch eine Michael-Addition auf der Oxida-

tionsstufe der Monohydroxychinone erfolgt.

Gomphilacton (159)

Schema 67. Wahrscheinliche Biosynthese des Gomphilactons (159) in Gomphidius macula-
tus und G. glutinosus aus Benzol-1,2,4-triol (113).1*"! Die Oxidationsstufe des hypothetischen
Dimerisierungsproduktes von 113 ist willkiirlich gewéhlt.

OH

(@) O

OH

Ny

V4

O C

4

Schema 68. Alternative zu dem in Schema 63 vorgestellten Mechanismus der Posternak-

Umlagerung iiber eine Keten-Zwischenstufe.”* Unbeteiligte Substituenten wurden zur
besseren Ubersicht vernachléssigt.
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Uber den Mechanismus derartiger Posternak-Umlagerungen wurden noch keine Untersu-
chungen angestellt, so daf in Schema 63 lediglich ein Vorschlag dargestellt ist. Als Alterna-

tive wird das Auftreten einer Keten-Zwischenstufe diskutiert (Schema 68).1*4%!

7.6.2 Zur Biosynthese des Bovichinons (101)

7.6.2.1 Einfiihrung der Seitenkette

Uber die Frage, auf welcher Stufe der Biosynthese die enzymatische Polyprenylierung erfolgt,
konnen weiterhin nur MutmafBungen angestellt werden. Ein Einbau einer geranylgeranylierten
Vorstufe in Bovichinon-4 (101) hat bei keinem Verfiitterungsexperiment stattgefunden. Uber

mogliche Ursachen wird in Kap. 8 kurz diskutiert.

COyH COxH OH OAc
R Weg A R R
— — —
OH OH OH OH
OH OH OH OH
112 4 7 Suillin (139)
T l Weg B X\
COZH COzH OH O
HO R HO R HO R
— —
OH OH OH
OH OH OH (0]
92 160 161 Bovichinon-4 (101)

Schema 69. Hypothese einer Verzweigung in der Biosynthese des Suillins (139) und des
Bovichinon-4 (101) (R = Geranylgeranyl).

Nach den bisherigen Vorstellungen handelt es sich bei 3-Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (7)
um eine unmittelbare Vorstufe von Bovichinon-4 (101). Nach Verfiitterung von 7* wird ein
Isotopeneinbau aber weder in Bovichinon-4 (101) noch in der iiber Bovichinon-4 entstehen-
den Butenolidhélfte des Bovilacton-4,4 (136) detektiert. Fiir einen direkten Biosynthesevor-
laufer des Bovichinons ist dieses Verhalten ungewdhnlich. Neben der Annahme eines multi-
funktionalen Enzymkomplexes (s. Kap. 8) kann diese Beobachtung auch mit einer verénder-

ten Biosynthesehypothese erklart werden. Demnach stellt Suillin (139) bzw. 7 keine Vorstufe

133



des Bovichinon-4 (101) dar. Vielmehr konnte auf einer fritheren Stufe eine Verzweigung des
Stoffwechselweges in eine Suillin-Schiene (Weg A, Schema 69) und eine Bovichinon-
Schiene (Weg B) stattfinden. Die Decarboxylierung von 2-Geranylgeranyl-3,4,6-trihydroxy-
benzoesédure (160) diirfte im Hinblick auf deren B-Ketocarbonsidurecharakter besonders leicht

erfolgen.

7.6.2.2 Ein hoher Umsatz an Bovichinon-4 in Suillus bovinus ?

Verglichen mit vielen anderen pilzlichen Sekundidrmetaboliten wird Bovichinon-4 von Suillus
bovinus in verhéltnismiBig groBen Mengen produziert. Der Bovichinongehalt eines einzigen

Fruchtkorpers iibersteigt hiaufig 15 mg.

Bei dem in Kap. 7.5.5 beschriebenen Experiment fillt die ungewohnlich hohe Verdiinnungs-
rate des verfiitterten isotopenmarkierten Bovichinons (101**) auf. Wiirde Bovichinon im
Fruchtkdrper lediglich angereichert, so wire — bei 10 mg [1',2'-"°C,]Bovichinonzusatz und
einem natiirlichen Bovichinongehalt in der GroBenordnung von 50 mg” — ein Verdiin-

nungsfaktor von ca. % und damit eine ,,Einbaurate* an C-1' und C-2' des isolierten Bovichi-

nons um 17 % zu erwarten. Gefunden wurde sechs Tage nach der Verfiitterung eine um eine

Zehnerpotenz hohere Verdiinnung von etwa ), , wie sich aus der ,,Einbaurate” von 1.9 % der

Positionen C-1' und C-2' im reisolierten Bovichinon (101) ergibt.

Von dem zum Erntezeitpunkt vorliegenden Bovichinonpool der betreffenden Fruchtkorper
waren etwa 18 % alleine aus dem vom Pilz akzeptierten Anteil der verfiitterten 4-Hydroxy-
[1-"*C]benzoesdure neu synthetisiert worden, wie die *C-Einbauraten der Positionen C-2 und
C-4 des isolierten Bovichinons von je 8.9 % belegen. Der tatsdachliche Anteil des wihrend des
Wachstumszeitraumes neu synthetisierten Bovichinons iibersteigt diesen Wert wahrscheinlich

noch deutlich.

Diese Beobachtungen sprechen dafiir, daB wihrend der Inkubationszeit gleichzeitig eine
erhebliche Neu-Biosynthese von Bovichinon-4 (101) und ein starker Abbau derselben Ver-

bindung stattgefunden hat.

* Es wurden 32 mg Bovichinon-4 isoliert. Vorsichtig geschitzt konnte der tatsichliche Bovichinongehalt der
beiden Fruchtkdrper bei etwa 50 mg gelegen haben.
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8 AbschlieBende Bemerkungen zu den Verfiitterungsexperi-

menten mit Suillus tridentinus und Suillus bovinus

Bei Verfiitterungen isotopenmarkierter prenylierter Arene an S. tridentinus und S. bovinus war
in den jeweiligen Hauptfarbstoffen Tridentochinon (102) bzw. Bovichinon-4 (101) in keinem
Fall eine signifikante Isotopenanreicherung detektierbar. Die nicht geranylgeranylierten Vor-
stufen 4-Hydroxy[1-"°C]benzoesiure (92*) und 3.4-Dihydroxy[1-">C]benzoesdure (112%)
dagegen werden trotz ihrer fritheren Stellung im Stoffwechselweg stets zuverldssig mit guten

Einbauraten inkorporiert.

Uber Erklirungen zur Nichtakzeptanz polyprenylierter Arene durch die Pilze kann nur speku-
liert werden. Moglicherweise werden die unpolaren Zwischenstufen bis zur Freisetzung der
Hauptfarbstoffe Tridentochinon (102) bzw. Bovichinon-4 (101) an einem multifunktionalen
Enzymkomplex fixiert, so dal kein Transport der Intermediate innerhalb der Zelle nétig ist.
Ein Zutritt externer Vorstufen konnte demnach nur am Anfang der Sequenz und spéter nicht
mehr oder nur sehr eingeschrinkt erfolgen. Moglicherweise verhindern aber auch trotz der
angewandten Cyclodextrin- und Liposomentechniken nach wie vor Transportprobleme dieser

lipophilen Verbindungen im Zellverband einen effektiven Zutritt zu den Reaktionsorten.

Eine Beobachtung erscheint in diesem Zusammenhang interessant. 4-Hydroxy- (92*) bzw.
3,4-Dihydroxy[ 1-">C]benzoesiure (112*) und DL-[ring-1-">C]Tyrosin (DL-111*) werden nach
Verflitterung an S. bovinus sowohl in die aromatische als auch in die Butenolidhélfte des
Bovilactons (136) inkorporiert. In Anbetracht des grofen Bovichinonvorrates (101) im
Fruchtkorper wiirde man eine starke ,,Verdiinnung* des vom Pilz neu synthetisierten isoto-
penmarkierten Bovichinons erwarten. Demnach sollte die Butenolidhilfte des Bovilactons
(136), welche biosynthetisch aus 92 bzw. 112 {iber Bovichinon-4 (101) entsteht, eine im Ver-
gleich zur aromatischen Molekiilhdlfte des Bovilactons kleinere Einbaurate aufweisen: Bovi-
chinon-4 (101) ist, wie gezeigt wurde, keine Vorstufe der aromatischen Halfte des Bovilac-
tons (136). Uberraschenderweise werden aber 92*, 112* und DL-111* in beide Molekiil-
hilften des Bovilactons (136) stets relativ genau im Verhltnis 1:1 eingebaut.”’ Die erwartete
»Verdiinnung* des isotopenmarkierten Bovichinons (101) findet also nicht statt. Dieses Phé-

nomen spricht dafiir, da ein Transport der lipophilen polyprenylierten Metabolite im Orga-

% Bei der Angabe der Einbauraten von Hydroxy[1-">C]benzoesiuren im Butenolidteil des Bovilactons (136) ist
zu beriicksichtigen, da3 die urspriingliche Isotopenmarkierung auf zwei Kohlenstoffatome verteilt wird. Das
Verhiéltnis der Einbauraten in C-4, C-10 und C-12 von 136 betrigt stets etwa 2:1:1 (vgl. 7.3 und 7.5.5).
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nismus nur schlecht erfolgt bzw. dal} sich die Reaktionszentren fiir die Biosynthese von Bovi-

chinon-4 (101), 7 und Bovilacton-4,4 (136) raumlich nahestehen.

Dennoch konnten durch die in dieser Arbeit angewandten Verfiitterungsmethoden wesentliche

Verbesserungen erzielt werden.

Bei Verfiitterungen von 4-Hydroxy[1-">C]benzoesdure (92*) an den Kuhrdhrling Swillus
bovinus liegen die Einbauraten in Bovichinon-4 (101) bei 2 x 1.1 %", wenn die Vorstufe in
Dimethylsulfoxid gelost verfiittert wird (vgl. 7.3). Wird 92* vor der Applikation mit Hilfe von
2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin in Wasser solubilisiert, so betrdgt die Einbaurate 2 x 9%
(vgl. 7.5.5). Mit hoher Wahrscheinlichkeit ist diese Verbesserung auf die in dieser Arbeit

erstmals angewandte Cyclodextrin-Verfiitterungsmethodik zuriickzufiihren.

In Bovilacton-4,4 (136), dem Kupplungsprodukt aus Bovichinon-4 (101) und 3-Geranylgera-
nylbenzol-1,2,4-triol (7) bzw. dessen oxidierter Form 147, wird ein positiver Einbau einer
prenylierten Vorstufe nur dann erhalten, wenn dem Pilz jeweils einer dieser beiden
Kupplungspartner direkt zur Verfliigung gestellt wird. Mit Hilfe der Liposomenverpackung
des [1'-"*C]Geranylgeranylbenzoltriols 7* wurde hier eine beachtliche Einbaurate von 16 %
erzielt (vgl. 7.5.4). Eine frithere Verflitterung von [Dg]-7 im Lésungsmittel Aceton hatte zu

keinem Einbau gefiihrt (vgl. 7.3).

Mit Hilfe der Cyclodextrinkomplexierung wurde eine gute Inkorporation von isotopen-
markiertem Bovichinon-4 (101**) in Bovilacton-4,4 (136) erhalten: die Einbaurate betrug
33% (vgl. 7.5.5). Von dem zum Erntezeitpunkt der Pilzfruchtkérper vorliegenden
Bovilactonpool bestanden etwa 20 bis 24 % alleine aus dem vom Pilz akzeptierten Anteil der
parallel verfiitterten 4-Hydroxy[1-">C]benzoesiure (92*). Demgegeniiber nimmt sich die
Inkorporationsrate von 101** relativ bescheiden aus. Obwohl Bovichinon-4 (101) im Unter-
schied zu 4-Hydroxybenzoesdure (92) eine direkte Vorstufe des Bovilactons (136) darstellt,
wird 101 wesentlich schlechter eingebaut. Die Tatsache, dal} iiberhaupt ein Einbau des Bovi-
chinons 101** in 136 erfolgte, ist mit groBer Wahrscheinlichkeit auf die Verfiitterungsmetho-
dik zuriickzufiihren. Eine Verfiitterung von [1'-">C]Bovichinon-4 (101*) in Aceton hatte zu

keiner Inkorporation in 136 gefiihrt.

%' Die Angabe 2 x 1.1 % bedeutet, daB die Einbaurate fiir beide Kohlenstoffatome C-2 und C-4 des Bovichinons
(101) jeweils 1.1 % betrédgt. Die Einbaurate von 92* in 101 betrdgt somit eigentlich 2.2 % (vgl. hierzu Schema 57
und Schema 62).
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Teil 2: Struktur, Synthese und biomimetischer Abbau des

Naturstoffes Stephanosporin aus der Karottentruffel

Stephanospora caroticolor (Berk.) Pat./*'

9 Vorkommen und Habitus von Stephanospora caroticolor*'"

Erst beim Durchbrechen der Erdoberflache sind die Fruchtkdrper der ausgesprochen seltenen
Karottentriiffel Stephanospora caroticolor (Berk.) Pat. an ihrer kriftig orangegelben Farbe zu
erkennen. Die 1 bis 3 cm grofen, unregelméfBig geformten und buckeligen Knollen
(Abbildung 28) sind von weicher Konsistenz und wachsen hypogéisch in Laub- und
Mischwildern in lehmiger, kalkhaltiger Erde. Die auffdllige Farbung durchzieht auch das

Innere der Fruchtkorper.

0 ] 2 ( 4
,IIIIlllll'llll'Illl’lllllllll'll“l!llI’IH

Abbildung 28. Fruchtkorper von Stephanospora caroticolor (Berk.) Pat.

10 Bisher bekannte Inhaltsstoffe von Stephanospora caroticolor

Bereits seit langerem ist durch analytische HPLC-Untersuchungen bekannt, dafl die gelbe
Farbe methanolischer Extrakte der Karottentriiffel auf zwei Verbindungen zuriickzufiihren

ist."! Eine der beiden Verbindungen wurde als 2-Chlor-4-nitrophenol (162) identifiziert.[*'”!
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Mit UV/Vis-Spektren sowie einer Kationenanalyse wurde gezeigt, dall 162 im NO,
Pilz zu einem groBen Teil als Kaliumsalz vorliegt.!*'*! Das in verschiedenen
Pilzchargen gefundene Mengenverhéltnis zwischen 2-Chlor-4-nitrophenol ¢
(162) und dem zweiten, zunichst unbekannten Farbstoff 163 unterliegt OH
Schwankungen. So wird im Rohextrakt von beispielsweise iiber Nacht im 162
Kiihlschrank aufbewahrten oder getrockneten Fruchtkorpern hauptsdchlich oder sogar

ausschlieBlich 2-Chlor-4-nitrophenol (162) detektiert.

Versuche, den Farbstoff 163 mittels préparativer HPLC zu isolieren, scheiterten bisher an
dessen Empfindlichkeit. Beim Einengen der Fraktionen, die 163 enthielten, war stets dessen
Zersetzung zu 2-Chlor-4-nitrophenol (162) eingetreten.'' Die bei der Auftrennung verwen-

deten Laufmittelgemische enthielten allerdings immer Trifluoressigsdure.

1 Isolierung und Strukturaufklarung von Stephanosporin (163)

In einem etwa eine Stunde nach der Sammlung schonend bereiteten methanolischen Extrakt
junger, unverletzter Fruchtkorper konnte mittels analytischer HPLC nur der Farbstoff 163 und

[412-414]

kein Chlornitrophenol (162) nachgewiesen werden. Bisher war 163 immer von

2-Chlor-4-nitrophenol (162) begleitet gewesen.

Der Zerfall von 163 wihrend der Reinigung kann verhindert werden, indem die Verbindung
unverziiglich mittels priaparativer HPLC unter Verwendung eines sdurefreien Laufmittelsy-
stems aus dem Rohextrakt isoliert wird. Beim Einengen der Fraktionen tritt dann keine Zer-
setzung von 163 ein. Aus zwei Fruchtkérpern konnten so etwa 3 mg des zunédchst unbekann-

ten Farbstoffes 163 erhalten werden.

Das bereits seit lingerer Zeit bekannte!*'**'*) 'TH-NMR-Spektrum (Abbildung 29) zeigt im
Aromatenbereich zwei Dubletts mit 8y 7.42 (*J = 3.0 Hz, 1 H) und 8y 7.79 (J = 3.0 Hz, 1 H)
und im Aliphatenbereich ein Multiplett mit oy 2.60 (4 H). Eine grof3e Hilfestellung bietet nun
die Information, dafl eine Umwandlung von 163 in 2-Chlor-4-nitrophenol (162) erfolgen
kann. Im Vergleich zum Abbauprodukt 162 muf3 der Farbstoff 163 somit an C-6 einen
zusitzlichen, spurlos abspaltbaren Substituenten tragen. Dieser Substituent beinhaltet offen-

sichtlich eine CH,CH,-Gruppierung.

Aus dem HMBC-Spektrum kann entnommen werden, da3 die CH,CH,-Einheit von zwei Car-

bonylgruppen mit 6¢ 174.80 und 178.12 flankiert wird.
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Die Molekiilmasse von 163 wurde mittels eines LC/(—)-ESI-
Massenspektrums zu m/z = 303 bestimmt. Das Isotopenmuster des
Molekiilpeaks bestdtigt die Anwesenheit eines Chloratoms. Im
LC/(-)-ESI-MS/MS des Mutterions m/z = 302 tritt ein Schliissel-
ion m/z = 116 auf, welches charakteristisch fiir eine Bernstein-

. cq . ., - . [385
sduremonoamideinheit ist.**

NO,
, COH ;
H
8 7 N\N - Cl
H
O OH

Stephanosporin (163)

Bei dem Naturstoff 163 handelt es sich folglich um das 6-Hydrazinoderivat des 2-Chlor-4-

nitrophenols (162), welches am p-Stickstoffatom einen Bernsteinsdurerest trigt. Die neue

Verbindung wurde Stephanosporin benannt.[*'"!

3-H 5-H J‘Jk Wasser

7.8 7.7 7.6 7.5

(Ppm) J
~
U

Methanol

8-H, 9-H

P
\\\\\H\\H\\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\\H\HH\HH\HH\HH\H\

8.0 7.0 4.0

3.0 2.0

Abbildung 29. 'H-NMR-Spektrum des iiber HPL-Chromatographie gereinigten natiirlichen

Stephanosporin-Dikaliumsalzes (163) ([D4]Methanol, 600 MHz).
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12 Synthese des Naturstoffes Stephanosporin (163)

Der Verlauf der Synthese ist in Schema 70 wiedergegeben. 2-Chlor-4,6-dinitrophenol (165)

[415

wurde bereits im Jahre 1859 von Peter Griess!*'****% durch Nitrierung von 2-Chlorphenol

(164) hergestellt. Der Autor empfiehlt, die ,,Operationen im Freien an einem entlegenen Orte

. [415
vorzunehmen®. Griess*"”!

reduzierte nachfolgend selektiv die 6-Nitrogruppe mit Ammonium-
sulfid, heute wird die Reduktion bevorzugt mit Natriumhydrogensulfid in ammoniakalischer
Losung durchgefiihrt.*'® 2- Amino-6-chlor-4-nitrophenol (166) fillt bei pH 3 bis 4 aus wBri-
ger Losung aus. Diazotierung liefert 6-Chlor-4-nitrobenzo-1,2-chinon-2-diazid (167).*'")

(416162 pereits 1860 in Handen, er erkannte die Ungewdhn-

Auch diese Verbindung hielt Griess
lichkeit der Diazoverbindungen beziiglich der ,,bisherigen Vorstellungen liber den Aequiva-
lentwerth des Stickstoffs“. Zwei Jahre zuvor hatte Griess'**"! die erste Diazoverbindung iiber-
haupt, 4,6-Dinitrobenzo-1,2-chinon-2-diazid, synthetisiert und sich dabei noch ,,jedes Urtheils

uber ihre rationelle Constitution‘ enthalten.

Zur Reduktion von Diazoverbindungen zu Phenylhydrazinen sind hauptsdchlich Sulfite und
Zinn(11)-chlorid gebrduchlich, fiir kleinere Ansitze wird letzteres empfohlen.[‘m] Mit Zinn(11)-
chlorid wird in stark salzsaurer Losung gearbeitet. Da 167 noch eine weitere reduzierbare
Gruppe enthiélt, ist darauf zu achten, dal das Reduktionsmittel in die Losung des Chinondi-

11 auBerdem ist ein UberschuB des Reduktions-

azids eingetragen wird und nicht umgekehrt,!
mittels zu vermeiden. 2-Chlor-6-hydrazino-4-nitrophenol fillt als Hydrochlorid 168 aus.
Beim Einleiten von Schwefelwasserstoff in eine Losung von 168 bildet sich kein Nieder-

schlag, das Produkt ist folglich frei von Zinnsalzen.

Das freie Arylhydrazin 170 wird am besten erhalten, indem eine methanolische Losung des
Hydrochlorids mit einem Unterschuf3 an Triethylamin versetzt wird. Es fillt als orangegelber
Niederschlag in 90 % Ausbeute bzgl. der Base aus, Triethylammoniumchlorid und Reste des

Hydrochlorids bleiben in Losung.

Arylhydrazine reagieren mit Carbonsdureanhydriden bei Raumtemperatur zu 1-Acyl-2-aryl-
hydrazinen.**") Zur Synthese von Stephanosporin wird 2-Chlor-6-hydrazino-4-nitrophenol-

Hydrochlorid (168) in Gegenwart von Triethylamin mit Bernsteinsdureanhydrid umgesetzt.

62 Griess bezeichnet 2-Chlor-4,6-dinitrophenol (165) als , Dinitrochlorphenylsiure,*"*! 2-Amino-6-chlor-4-
nitrophenol (166) als ,,Amidonitrochlorphenylsiure*/*'” und 6-Chlor-4-nitrobenzo-1,2-chinon-2-diazid (167) als
,,Diazonitrochlorphenol“.[416]

% Ein Portrait {iber Leben und Werk von Peter Griess (1829-1888) verfaBte Kritz.!*'”)
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NO,
HNO; NaHs HCI, NaNO; SnCl,
—_—
Q\ 78% o,N cl NH3 2o HoN cl MeOH H20 N, cl HCIE)!ﬂCOAC
48 % 85 % O 77 %
164 165 166 167

NO, Ovo NO, NO,

HCI NEt, COzH +BuOK COz K*
N N THF, RT N
2N THF, RT ~ ; ~
H Cl 70% H Cl 90 % H Cl
OH ¢} OH o) O K*
168 Stephanosporin 163-Dikaliumsalz
(163)
ACzO, NEt3 NEt3
THF, RT MeOH, 96 %
84 %
N02 NOZ
H3CO2C COCl 02CH3
H HoN
YN\N cl 2SN cl DMF, RT
H H 53 %
@) OH OH
169 170 Stephanosporin-Methylester
(171)

Schema 70. Synthese von Stephanosporin (163) und dessen Dikaliumsalz, des Stephanospo-
rin-Methylesters (171) und des N-Acetates 169.

1-Acetyl-2-(3-chlor-2-hydroxy-5-nitrophenyl)hydrazin (169) wird analog dem Stephanospo-
rin aus 168 und Acetanhydrid hergestellt. Stephanosporin-Methylester (171) wird erhalten,
wenn 2-Chlor-6-hydrazino-4-nitrophenol (170) mit Bernsteinsduremethylesterchlorid

umgesetzt wird.

Das dunkelrote Stephanosporin-Dikaliumsalz fallt als Feststoff aus, wenn eine Losung von
Stephanosporin mit etwas mehr als zwei Aquivalenten einer Losung von Kalium-tert-butylat
in Tetrahydrofuran versetzt wird (Schema 70). Uberschiissige Base bleibt so in Losung und

kann entfernt werden.

Im '"H-NMR-Spektrum erweist sich die chemische Verschiebung der aromatischen Protonen
erwartungsgemal als pH-abhéngig. Versetzt man eine Losung von Stephanosporin (163) in

[Ds]Methanol sukzessive bis zum UberschuB mit festem Kaliumcarbonat, so nihern sich die
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chemischen Verschiebungen kontinuierlich bis zur nahezu vélligen Ubereinstimmung denen
des Naturstoffes an. Das Signal fiir 6-H erfdhrt dabei einen Hochfeldshift (6 7.55 — & 7.41),
das Signal fiir 4-H einen Tieffeldshift (6 7.71 — 6 7.81). Die entsprechenden Verschiebungen
im Naturstoff betragen & 7.42 (6-H) und & 7.79 (4-H). Lost man das mit --BuOK hergestellte
Dikaliumsalz, d.h. vollstindig deprotoniertes Stephanosporin, in [D4]Methanol, so werden die
Verdnderungen gegeniiber der protonierten Form maximal: die chemischen Verschiebungen
betragen 6 7.37 (6-H) und 6 7.82 (4-H). Die Daten belegen, dafl Stephanosporin, entsprechend

einem physiologischen pH-Wert, im Pilz zum groflen Teil in Salzform vorliegt.

13 Abbau von Stephanosporin (163) zu 2-Chlor-4-nitrophenol
(162)

Noch vor der Strukturaufkldrung des Stephanosporins (163) hatten die geschilderten Beob-
achtungen bereits nahegelegt, da3 es sich dabei moglicherweise um einen biosynthetischen
Vorldufer von 2-Chlor-4-nitrophenol (162) handeln kdnnte. Diese Hypothese wird von den im
folgenden geschilderten literaturbekannten Zusammenhidngen sowie von Experimenten zum

Abbau des Naturstoffes bestitigt.

13.1 1-Acyl-2-arylhydrazine und ihre Oxidationsprodukte

13.1.1 1-Acyl-2-aryldiazene als aktivierte Saurederivate

1-Acyl-2-arylhydrazine stellen nach Oxidation zum Diazensystem aktivierte Sdurederivate
dar. Die nach nucleophiler Abspaltung des Acylrestes resultierenden monosubstituierten
Aryldiazene sind instabil. Im wéBrigen Reaktionsmedium erhélt man so bei Oxidation von
1-Acyl-2-phenylhydrazinen mit Kupfersulfat die Carbonsaure, Stickstoff und Benzol.[***! In
der Peptidchemie wird die Phenylhydrazidgruppe zum Schutz der Carboxylfunktion von
Aminosduren benutzt. Nach Oxidation der Hydrazinderivates zum Diazen, entweder

(42351 Zerfillt

beispielsweise mit Mangandioxid[423’4z4] oder, moderner, enzymatisch katalysiert,
dieses in wéBrig-organischer Losung in die Carbonsdure, Stickstoff und Benzol. Als
Nucleophile kénnen anstelle von Wasser auch Alkohole oder Amine dienen, so da3 man Ester

oder Amide erhalt."**! Diese Beobachtung fithrte zur Verwendung der Phenylhydrazideinheit

142



Stephanospora caroticolor

als sdureaktivierende Gruppe bei Peptidkupplungen. Dabei wird als Nucleophil eine
C-terminal geschiitzte a-Aminosdure mit einem in nichtwifBriger Losung und bevorzugt in
situ erzeugten 1-(a-Aminoacyl)-2-phenyldiazen umgesetzt.[426]

Umgekehrt benutzt Waldmann(*”!

polymergebundene N'-Aryl-carbonsdurehydrazide als
,spurlose Anker“!**® bei der Festphasensynthese von Arenen. Nach Oxidation des Hydrazin-
systems zum Diazen und Angriff eines Nucleophils (Alkohol oder Amin) zerfillt das System

in den Aromaten, Stickstoff und ein polymergebundenes Carbonsdurederivat.

13.1.2 Zur Stabilitat von 1-Acyl-2-aryldiazenen

1-Acyl-2-aryldiazene sind in vielen Fillen isolierbare und einigermallen stabile Verbindun-

gen. Sie werden u.a.[**’]

aus den entsprechenden Hydrazinen durch Oxidation z.B. mit
Blei(1v)-acetat™®! oder NBS!*****!! erhalten. Einer Gruppe dieses Typs kommt aber offen-
sichtlich eine Sonderstellung zu: 1-Acyl-2-aryldiazene, welche in passender Stellung einen
nucleophilen Substituenten im Acylrest tragen, zeichnen sich durch besondere Instabilitit aus.
Wihrend beispielsweise die 1-Acyl-2-arylhydrazine 172 und 173 zu den korrespondierenden
Diazenen oxidiert und diese auch problemlos isoliert werden konnen,** wird aus 174 kein

[431] (Schema 71). Verbindungen vom

Diazen erhalten. Stattdessen erfolgt eine Lactonisierung
Typ 174 sind bei der Herstellung besonders kontrastreich entwickelbarer photographischer
Filme von Interesse.*'***) Ahnliche Beobachtungen werden beim Hexahydrospinamycin
(175) gemacht, einem Derivat des Antibiotikums Spinamycin (182). Auch hier kann durch
Oxidation kein Diazen erhalten werden, stattdessen isoliert man Succinanhydrid und

n-Hexylbenzol (Schema 71).14%

Von den Arylazoverbindungen allgemein besitzen 4-Hydroxyaryl- bzw. 2-Hydroxyaryl-
diazene eine besondere Eigenschaft: sie stehen im Gleichgewicht mit den entsprechenden
Benzochinonhydrazonen (Schema 72). Die Lage des Gleichgewichtes ist substituenten- und
16sungsmittelabhingig und 148t sich spektroskopisch bestimmen.®> Aufgrund dieser Tauto-
merie kann den 1-Acyl-2-(4- oder 2-hydroxyaryl)diazenen wohl eine tendenziell hohere

Stabilitdt zugesprochen werden als den nichtphenolischen Vertretern.

6 Die genannten Diazene waren bei der Aufarbeitung stabil gegen verd. Salzsiure sowie Sodaldsung und
konnten aus Ethanol umkristallisiert werden.!**")

5 Fiir Untersuchungen zur Tautomerie speziell von 1-Acyl-2-(4-hydroxyphenyl)diazenen (Acyl = Benzoyl) s.
Lit."* Fiir Untersuchungen an 1-[Amino-]Acyl-2-(4- und 2-hydroxyphenyl)diazenen s. Lit.[**"
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R=H: 172 R=0H: 173 174
NBS NBS "Attempts
Pyridin Pyridin to oxidize"
CH,Cl, CH,Cl, CH,Cl,

VD O GO

Schema 71. Oxidationsverhalten von 1-Acyl-2-arylhydrazinen. 174 und 175 tragen eine
nucleophile Gruppe im Acylrest, welche auf der Diazen-Oxidationsstufe zur intramolekularen
Cyclisierung geeignet ist (172-174: Lit."*"1, 175: Lit.[*)).

So wurde NG-061 (176), ein N'-Acyl-benzo-1,4- o
chinonhydrazon bzw. 1-Acyl-2-(4-hydroxyaryl)diazen, H ﬁ
°N

N
aus einem Penicillium-Stamm als Naturstoff isoliert.[*>* @
0]
Andererseits stellen auch 1-Acyl-2-(4-hydroxyphenyl)-
diazene aktivierte Saurederivate dar und zerfallen nach NG-061 (176)

nucleophiler Abspaltung des Acylrestes in Stickstoff und Phenol.™™” 1-Benzoyl-2-(4-

hydroxyphenyl)diazen zersetzt sich bereits in neutraler Lésung oder, schneller, im Basischen

1 [435]
N\N i ]
0]

in Benzoesaure, Stickstoff und Phenol.
Schema 72. Gleichgewicht von Hydroxyaryldiazen- und Benzochinonhydrazon-Formen.

OH 0
RN\\N/©/ HN\NQ RN, /Q
OH

13.1.3 Natur des Zerfalls von monosubstituierten Aryldiazenen

Der pK,-Wert von Phenyldiazen betrigt etwa 18. Wird aus einem monosubstituierten Diazen-

derivat mit Base das Diazenylanion erzeugt, so zerfallt dieses in Stickstoff und das entspre-
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chende Carbanion.'*® Der Zerfall monosubstituierter Diazene unter Einwirkung von Sauer-

stoff oder anderen Oxidationsmitteln verlduft dagegen tiber einen Radikalmechanismus.

So lauft der Abbau von 1-Benzoyl-2-phenyldiazen in Methanol zu Benzoesduremethylester
sowie — wahrscheinlich iiber freies Phenyldiazen — zu Stickstoff und Benzol unter Verbrauch
von Eisen(1m) oder Silber(1) ab. Wihrend der Reaktion treten Phenylradikale auf.***) Phenyl-
diazen ist in sehr verdiinnten, sauerstoffreien Losungen einigermaf3en stabil, in hoherer Kon-
zentration tritt eine bimolekulare Reaktion ein. Dabei entstehen neben den Hauptprodukten
Benzol und Stickstoff mehrere weitere Verbindungen wie Hydrazobenzol und Biphenyl.[440]
Bei Exposition des Phenyldiazens an Luft aber findet ein auBerordentlich rascher Zerfall
ebenfalls mit Benzol als Hauptprodukt statt,[**) wobei zwischenzeitlich Phenylradikale gebil-

[438] Weitere Aryldiazene zeigen ebenfalls diese ,,Sauerstoff-Reaktion.**!1 Wer-

det werden.
den monosubstituierte Aryl- und Alkylhydrazine mit m-(Trifluormethyl)benzolsulfonylper-
oxid zum Diazen oxidiert, so kann das jeweilige Aren bzw. der Kohlenwasserstoff nur dann in
befriedigenden Ausbeuten erhalten werden, wenn die Reaktionsmischung vor der Aufar-

beitung Luftsauerstoff ausgesetzt wird.!**”

13.2 Experimentelle Untersuchungen zum Abbau des Stephanosporins

13.2.1 Oxidation des Stephanosporins

Der Abbau von Stephanosporin (163) zu 2-Chlor-4-nitrophenol (162) kann experimentell
nachvollzogen werden. Lost man Stephanosporin in Methanol oder Tetrahydrofuran und setzt

(4391 bei der Oxidation

eine Losung von drei Aquivalenten des auch von Nicholson und Cohen
des 1-Benzoyl-2-phenyldiazens (vgl. 13.1.3) verwendeten Eisen(lil)-nitrat-Nonahydrats im
selben Losungsmittel zu, so wird 163 schnell in Chlornitrophenol umgewandelt. Daneben
entsteht eine kleinere Menge 6-Chlor-4-nitrobenzo-1,2-chinon-2-diazid (167); Stephanosporin
ist kaum mehr nachweisbar. Soweit die diinnschichtchromatographischen Analysen Aussagen
erlauben, bewirkt eine ,,Uberdosierung des Fe’* (4 Aquivalente) keine signifikante Anderung

des Reaktionsverlaufs. Ebensowenig fithren Variationen in der Geschwindigkeit der Zugabe

des Oxidationsmittels zu Abweichungen.
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Verwendet man zur Oxidation wasserfreies Eisen(Ii)-chlorid oder dessen Hexahydrat, so ist
zu beobachten, dafl die Umwandlung von Stephanosporin (163) in Chlornitrophenol (162) in
Methanol besser abliuft als in Tetrahydrofuran. Auch hier wird nur wenig 167 gebildet.

Mangan(1ii)-acetat-Trihydrat in Ethanol oxidiert 163 relativ sauber zum Chlornitrophenol 162.
Dieses wird bei Oxidation mit Mangan(1v)-oxid dagegen nur in Spuren erhalten, Hauptpro-

dukt ist hier das Chinondiazid 167.

Am wenigsten Chinondiazid 167 entsteht, wenn 163 mit Cer(Iv)-ammoniumnitrat oxidiert
wird. Die Reaktion lduft in Methanol und Tetrahydrofuran gleichermallen gut ab. Die Isolie-
rung von 2-Chlor-4-nitrophenol (162) gelingt in 77 % Ausbeute. Succinanhydrid kann nach
Oxidation mit CAN in Tetrahydrofuran mittels GC/MS nachgewiesen werden.

Mit N-Bromsuccinimid als Oxidationsmittel entsteht neben dem Hauptprodukt 167 nur wenig

2-Chlor-4-nitrophenol (162).

Blei(1v)-acetat 146t ebenso hauptsichlich das Chinondiazid 167 entstehen. Oxidation von 163
mit lod in Methanol liefert nahezu ausschlieflich das Chinondiazid 167 und fast kein Chlor-
nitrophenol 162, auch wenn nur ein Aquivalent I, entsprechend zwei iibertragenen Elektronen

eingesetzt wird. Daneben bleiben noch gréflere Anteile des Stephanosporins unumgesetzt.

Bei keinem Oxidationsversuch wurde ein Hinweis auf die Diazenzwischenstufe 177, welche
mit dem entsprechenden Benzo-1,2-chinonsuccinylhydrazon im Gleichgewicht stehen sollte,

gefunden.

13.2.2 Nachweis des beim Abbau von Stephanosporin auftretenden Aryl-

radikals

Der Nachweis des bei der Oxidation mit CAN intermedidr auftretenden Arylradikals 179 ge-
lingt durch die Bildung von charakteristischen Abfangprodukten (Schema 73).**! Aus
Loslichkeitsgriinden ist eine Oxidation von Stephanosporin mit Cer(IV)-ammoniumnitrat in
reinem Bromtrichlormethan nicht mdglich. Doch auch im Gemisch mit Methanol entsteht
neben Chlornitrophenol noch geniigend Abfangprodukt. So kann bei Oxidation von Stepha-
nosporin mit CAN in Bromtrichlormethan : Methanol = 2:1 in 59 % Ausbeute 2-Brom-6-
chlor-4-nitrophenol (180) isoliert werden. Analog wird bei der CAN-Oxidation von Stepha-
nosporin in Benzol : Methanol = 3:1 3-Chlor-5-nitro-1,1'-biphenyl-2-ol (181) mit einer Aus-
beute von 20 % erhalten (Schema 73).
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13.2.3 Mechanismus der Abbaureaktion des Stephanosporins

NO, O NO, NO,
CO,H
OH
H N o HN
N\H ci -2H SN cl SN cl
0 OH O OH “L° OH
Stephanosporin 177 © 178
(163) Weg A
-H,-Ny Weg B
-2H

NO, NO,
+H
-
Cl * Cl Ny Cl

OH OH

162 179 167
i. Ggw. v. .

BrCCI/ l i (éz\lgvev

NO, NO,
Br- i Cl l Cl
OH OH
180 181
Schema 73. Durch Einelektroneniibertrager induzierter Abbau des Stephanosporins (163)
iber die Diazenstufe zu 2-Chlor-4-nitrophenol (162) und Nachweis des intermediér auftreten-

den Arylradikals 179 durch Abfangexperimente (Weg A). Zweielektroneniibertrager begiin-
stigen die Oxidation zum Chinondiazid 167 (Weg B).

Die Oxidation des 1-Succinyl-2-arylhydrazinsystems 163 zum nicht faBbaren Aryldiazen 177
erfolgt unter Abgabe zweier Elektronen. Nach wahrscheinlich hauptsichlich intramolekularer
nucleophiler Abspaltung des Acylrestes kann entweder eine weitere Zweielektronenoxidation
zum Chinondiazid 167 erfolgen (Schema 73, Weg B) oder alternativ, nach Abzug eines
einzelnen Elektrons, der radikalische Zerfall des Diazens in Stickstoff und das Arylradikal
179 (Weg A), welches sich durch Aufnahme eines Wasserstoffatoms aus dem Ldsungsmittel
unter Bildung des Chlornitrophenols 162 stabilisiert. Die Oxidationsmittel Ce(1v), Fe(1ir) und
Mn(11r) begiinstigen Weg B, Oxidationsmittel wie NBS, Mn(1v), Pb(1v) und Iod den Weg A.
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Das Auftreten des Arylradikals 179 wurde in Abfangexperimenten mit Bromtrichlormethan
und Benzol nachgewiesen. Ein alternativer anionischer Abbaumechanismus des Aryldiazens
erscheint im Pilz angesichts der physiologischen Umgebung ausgeschlossen. Die Anwesen-
heit einer nucleophilen Gruppe im Acylrest ist nach allen Erkenntnissen fiir die Instabilitdt der
Diazen-Oxidationsstufe verantwortlich und ermdglicht somit erst den Abbauprozel des

Stephanosporins.

Im Pilz wird offensichtlich bei Verletzung der Fruchtkdrper der enzymatische Abbau von
Stephanosporin (163) zu Chlornitrophenol (162) eingeleitet. Moglicherweise liegt hier also
ein Verteidigungsmechanismus vor. Das Verhalten von Stephanospora caroticolor konnte
zusammen mit den in Abschnitt 14 kurz zusammengefaliten dhnlichen Beobachtungen an wei-
teren Organismen, meist Pilzen, fiir die Existenz eines biologischen Abwehrprinzips sprechen.
Dieser Abwehrmechanismus wiirde dann auf der Oxidation von 1-Acyl-2-arylhydrazinen
basieren, welche eine im Acylrest an geeigneter Position verankerte nucleophile Gruppe ent-

halten.

13.2.4 Biologische Aktivitat von Stephanosporin und 2-Chlor-4-nitrophenol

Stephanosporin selbst und das Dikaliumsalz erwiesen sich im Test®® nur als wenig aktiv
gegen die untersuchten Bakterien und Pilze. Die Wirkung ist nicht wesentlich stirker als die
des 1-Acetyl-2-(3-chlor-2-hydroxy-5-nitrophenyl)hydrazins (169) und des
Stephanosporinmethylesters (171). Tendenziell ist die Wirkung des Stephanosporins (163)
gegeniiber Bakterien grofler als die des 2-Chlor-4-nitrophenols (162). Gegeniiber Pilzen hat

sich 162 als wirksamer erwiesen.

Die Wirkung des 2-Chlor-4-nitrophenols (162) gegen Pilze ist seit langem bekannt. In einer
Untersuchung zur fungiziden Aktivitit von Phenolderivaten wurde die Notwendigkeit der
freien Hydroxygruppe fiir die biologische Wirkung erwiesen. Die Aktivitdt wird durch eine
Nitrogruppe in para-Position und ein Chloratom in ortho-Position verstirkt.*“** So ist 162 —
im historischen Sinne — ein auch unter rauhen klimatischen Bedingungen effektives Leder-
fungizid mit etwas stirkerer Wirkung als 4-Nitrophenol.*****”) Auch bei der Saatgutbehand-

lung sind Monochlormononitrophenole in ihrer antifungischen Wirkung den Chlorphenolen,

5 Fiir die Durchfithrung der biologischen Tests sei Herrn Prof. Dr. T. Anke, Kaiserslautern, bestens gedankt.
Die Testergebnisse sind in Kap. 23.5 wiedergegeben.
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Stephanospora caroticolor

18] Ebenso wurde die Verwendung des

449]

Nitrophenolen und Chlordinitrophenolen iiberlegen.

Ammoniumsalzes von 162 zum Spritzen von Obstbiumen patentiert."

14 Mit Stephanosporin verwandte Natur- und Wirkstoffe

Interessanterweise wurde eine ganze Reihe von 1-Acyl-2-arylhydrazinen, deren Acyleinheit
von verschiedenen Dicarbonsduren, darunter auch von Bernsteinsdure, abgeleitet ist, von der

Fa. Bayer AGI*"7 zur Verwendung als fungizide Mittel patentiert.

Das bereits erwédhnte, aus einer Streptomyces-Art
COH
isolierte”"! Antibiotikum Spinamycin (182) besitzt
H
wie Stephanosporin eine 1-Aryl-2-succinylhydrazin- N~y INFNF
H

[452 [433 0]

struktur.[*?! Kosower*! untersuchte die biologische

Aktivitdit des Hexahydrospinamycins (175) und Spinamycin (182)

verschiedener 1-Aryl-2-carbamoyl- und 1-Aryl-2-sulfamoylhydrazine und -diazene gegen
Pilze. Die biologische Wirkung der ,,Diazen-Antibiotika“ wird auf eine Oxidation von zellula-
rem Glutathion zum Disulfid zuriickgefiihrt, wobei die Diazenstufe im stdndigen Cyclus von
Luftsauerstoff reoxidiert wird. In Anbetracht der leichten nucleophilen Abspaltbarkeit der
Acyleinheit von 1-Aryl-2-acyldiazenen mit internem Nucleophil und dem nachfolgenden

Zerfall der Aryldiazene in Stickstoff und Aren erscheint ein Uberdenken dieser Hypothese fiir

Hydrazine wie Spinamycin (182) und Stephanosporin (163) oder die im folgenden erwéhnten

Verteter angebracht.
COZH R1 RZ
R2 CO,H H Anthglutin (183)
NH, H CH,OH Agaritin (184)
H H CHO  Agaritinal (185)
SN H CO,H 186
o Ho & H OH Xanthodermin (187)

Penicillium oxalicum produziert Anthglutin (183), einen spezifischen Inhibitor von
y-Glutamyl-Transpeptidase.******! Unter Einwirkung von Eisen(ii)-chlorid wird Anthglutin

zu Glutaminsiure, Stickstoff und Benzoesdure abgebaut.[***!

Zahlreiche Vertreter der Gattung Agaricus (Champignons, Egerlinge) enthalten Agaritin
(184).1°°) Bei Oxidation mit Eisen(ii)-chlorid zerfallt Agaritin in Glutaminséure, Stickstoff

57 Da der Patentschutz keine Phenolderivate abdeckt, hat St. caroticolor zu keinem Zeitpunkt Patentrechte der
Bayer AG verletzt.
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und Benzylalkohol."*” Die Aldehydform Agaritinal (185) wurde aus A. subrufescens*” und

1458 jsoliert, das Benzoesdurederivat 186 ist zusitzlich zu Agaritin (184) im

[459

A. campestris
Kulturchampignon A. bisporus enthalten.!*®! Im Extrakt dieses Champignons wurde aufBer-
dem das freie 4-Hydroxymethylbenzoldiazoniumion nachgewiesen.**” Das Diazoniumion
entsteht in 4. bisporus offenbar sowohl aus Agaritin direkt als auch {iber das durch enzymati-
sche Spaltung erhaltene freie Arylhydrazin.*®"! Mit der krebserregenden Wirkung u.a. des A.

bisporus beschiftigt sich Toth.[*¢%]

CO,H

OH OH )
NH, A. xanthoderma H
— N N. N N_
0]

H
N\N
H
Xanthodermin (187) Agaricon (188)

Schema 74. Agaricon (dargestellt sind zwei mogliche tautomere Formen) wird in Agaricus
xanthoderma wahrscheinlich aus Xanthodermin gebildet. Einleitender Schritt ist dabei die
Oxidation zum Diazen. Nach nucleophilem Angriff der Aminogruppe auf die Carbonylgruppe
wird anstelle der Abspaltung von Pyroglutaminsdure Wasser eliminiert und decarboxyliert.**!

Eine ganz dhnliche Verbindung, das Xanthodermin (187), wurde von Steglich und Hilbig
344631 aus dem unter SO,-Zusatz bereiteten Extrakt frischer Fruchtkorper des Karbolegerlings
Agaricus xanthoderma isoliert.”® Auffillig ist das Verhalten von A. xanthoderma bei Verlet-
zung der Fruchtkorper: die Pilze laufen chromgelb an und entwickeln einen phenolartigen
Geruch. Tatsichlich wurde ein relativ hoher Phenolgehalt ermittelt.*** Die intensive chrom-

14631 Agaricon zersetzt

gelbe Farbe ist auf die Bildung von Agaricon (188) zurilickzufiihren.
sich bereits bei —20°C unter Phenolbildung. Mit groBer Wahrscheinlichkeit entsteht Agaricon
biosynthetisch aus Xanthodermin (187) (Schema 74). Ob 188 im Pilz aus Xanthodermin
direkt oder iiber die potentielle reduzierte Vorstufe Leukoagaricon gebildet wird ist bisher

464 Weiterhin enthélt A. xanthoderma Benzo-1,4-chinon-4-diazid.* Die von

ungeklart.
Gill**) beschriebenen Inhaltsstoffe Phenol (s.0.), Hydrochinon, 4,4'-Dihydroxyazobenzol und
4,4-Dihydroxybiphenyl werden nicht gefunden, wenn der Pilzextrakt mit SO,-haltigem Me-

thanol hergestellt wird. Phenol, Hydrochinon, 4,4'-Dihydroxyazobenzol und Benzo-1,4-chi-

[455] [464]

% 4. xanthoderma enthilt nach Levenberg auch Agaritin. Hilbig vermutet aber, daB} es sich bei
Levenbergs Isolierung in Wirklichkeit um Xanthodermin gehandelt haben kdnnte.

% Das Chinondiazid wird in Extrakten gefunden, welche ohne SO,-Zusatz hergestellt werden. Mit SO, findet
man das Diazosulfonat als Artefakt.**) Kurz nach Steglich berichtete eine weitere Arbeitsgruppe iiber die
Isolierung des 4-Hydroxybenzoldiazosulfonates aus mit Sulfit behandelten Extrakten von A. xanthoderma und
fiihrte dessen Entstehung ebenfalls auf im Pilz vorliegendes 4-Hydroxybenzoldiazoniumion zuriick./**
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Stephanospora caroticolor

non-4-diazid sind allerdings Produkte verschiedener Oxidationsversuche (Eisen(1ir), Chlor-
anil) mit Xanthodermin (187). Wahrscheinlich werden diese im Pilz erst bei Verletzung der

Fruchtkérper aus Xanthodermin gebildet.[**¥
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Teil 3: Experimentelles

15 Methoden und Allgemeines

15.1 Analytik

"H-NMR-Spektren wurden mit den Gerdten Varian Mercury 200 (200.0 MHz) (Firma
Varian, Darmstadt), Bruker ARX 300 (300.1 MHz) und Bruker AMX 600 (600.1 MHz)
(Firma Bruker Physik AG, Karlsruhe) bei 300 K gemessen. Die chemischen Verschiebungen
o werden in ppm angegeben, wobei das jeweils angegebene Losungsmittel als interner Stan-
dard verwendet wird (CDCls: 6 7.26, [D4]Methanol: & 3.31, [Dg]DMSO: 6 2.49, [Dg]Aceton: 6
2.04, [D¢]Benzol: 6 7.20). Wenn das Losungsmittelsignal durch andere Signale iiberlagert ist
wird TMS als Referenz herangezogen (Angabe ,,TMS*). Die Kopplungskonstanten J sind in
Hz angegeben. Die Signale sind soweit mdglich den entsprechenden Protonen zugeordnet.”
Sind Zuordnungen austauschbar, so wird dies, wenn es sich um direkt aufeinanderfolgende
Verschiebungswerte handelt, mit ,,/* zwischen den Zahlenwerten oder andernfalls durch die
Zeichen ,#“, ., und ,,}* ausgedriickt. Bei Kopplungsmustern héherer Ordnung werden die

Multiplizititsbezeichnungen in Anfithrungsstriche gesetzt (z.B. ,,t*).”

13C-NMR-Spektren wurden mit den Gerédten Bruker ARX 300 (75.5 MHz) und Bruker AMX
600 (150.9 MHz) (Firma Bruker Physik AG, Karlsruhe) bei 300 K gemessen. Die chemischen
Verschiebungen 6 werden in ppm angegeben, wobei das jeweils angegebene Losungsmittel
als interner Standard verwendet wird (CDClj5: 6 77.10, [D4]Methanol: 6 49.00, [Ds]DMSO: 6
39.70, [Dg]Aceton: 6 29.80, [Dg¢]Benzol: & 128.00). Die Kopplungskonstanten J sind in Hz
angegeben. Die bei 'H-Breitband-Entkopplung verbliebenen Kopplungen werden angegeben.

Zuordnungen werden wie bei den 'H-NMR-Spektren beschrieben angegeben.

2D-NMR-Experimente wurden an den Gerédten Bruker AMX 600 und Bruker ARX 300
(Firma Bruker Physik AG, Karlsruhe) durchgefiihrt.

" Die Zuordnung von 'H- und *C-NMR-Signalen in polyisoprenoiden Ketten erfolgte unter Beriicksichtigung
der in Kap. 2.7 vorgestellten GesetzmaBigkeiten. Die Signale fiir die vinylischen Methylgruppen der Polyprenyl-
ketten werden ungeachtet der durch Kopplung bedingten Verbreiterung als Singuletts bezeichnet.

' Eine niitzliche tabellarische Aufstellung der chemischen Verschiebungen (‘H und "*C) von Lésungsmittel-
resten und haufigen Verunreinigungen in NMR-Proben findet man in Lit."*”)
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Experimentelles

Infrarot-Spektren wurden mit einem Perkin-Elmer FT-Spektrometer Spectrum-1000 (Firma
Perkin-Elmer, Worwork, USA) gemessen. Feststoffe wurden als KBr-PreBling, Fliissigkeiten,
Ole und schmierige Feststoffe als Film zwischen KBr-Platten vermessen. Die Wellenzahlen

~ . . -1
v sind in cm™ angegeben.

EI-Massenspektren wurden mit einem Finnigan MAT 95Q Sektorfeld-Quadrupol-Hybridge-
rdt (Firma Thermo Finnigan, Bremen) mit kombinierter EI/CI-Quelle und Datensystem ICIS
I oder alternativ an einem Finnigan MAT 90 Sektorfeldgerdt mit kombinierter EI/FAB-
Quelle und Datensystem ICIS II gemessen. Im EI-Modus betrug die Quellentemperatur 250°C
und die Ionisierungsenergie 70 eV. Die Auflosung (10% Tal) wurde auf >1000 und fiir
Hochauflosungsmessungen (HRMS) auf >5000 eingestellt. Bei einer Scanrate von 0.5, 1
bzw. 2s / Dekade umfafite der Massenbereich m/z = 40 bis 840, 40 bis 1640 bzw. 40 bis 3240.
EI-Direktproben wurden auf den Platinfaden einer DCI-Schubstange aufgetragen und von
20°C bis 1600°C mit einer Rate von 60 oder 120°C/min geheizt. Angegeben werden die Ioni-
sierungsmethode, die Massenzahlen m/z mit den zugehorigen Fragmentierungen und die rela-

tiven Intensitéten in %.

GC/EI-MS wurde an einem direkt gekoppelten Varian 3400 Gaschromatographen (Firma
Varian, Darmstadt) mit split-splitlos Injektor und Autosampler A200S durchgefiihrt. Das Tré-
gergas war Helium mit einer FluBBrate von 1 ml/min. Die Temperatur des Injektors und der
Direktkopplung zum Massenspektrometer (Finnigan MAT 90 oder MAT 95Q) betrug 300°C.

Jeweils 0.2 bis 1 pl Probenlosung wurde mit einem Split von ca. 1:10 injiziert.

Saule 1: CS SE-54-CB-Kapillartrennsdule, Linge 25 m, Innendurchmesser
0.25 mm, Filmdicke 0.25 pm (Chromatographie-Service, Langer-
wehe, Deutschland).

Saule 2: DB-5-MS-Kapillartrennsdule, Lange 30m, Innendurchmesser
0.25 mm, Filmdicke 0.25 pm (Firma Macherey & Nagel, Diiren).

Temperaturprogramm 1: Start: 50°C (1 min isotherm), dann mit einer Rate von 25°C/min bis
300°C (4 min isotherm).
Temperaturprogramm 2: Start: 50°C (2 min isotherm), dann mit einer Rate von 10°C/min bis

300°C (15 min isotherm).
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Zur Silylierung fiir GC-Untersuchungen wurden ca. 0.1 mg der betreffenden Probe in 20 bis
40 ul MSTFA suspendiert. Nach 1 bis 2 h Reaktionszeit im verschlossenen Gldschen bei 40
bis 50°C (vollstindige Losung) wurde direkt in das GC eingespritzt.

LC/ESI-Massenspektren wurden mit einem Triplequadrupol-Massenspektrometer Finnigan
TSQ 7000 (Firma Thermo Finnigan, Bremen) gemessen. Der Massenbereich umfafite m/z =
50 bis 800. Das Geridt war mit einer Gynkotek-HPLC-Anlage gekoppelt. Als Sdule diente eine
Nucleosil RP-18-Séule, 5 pm, Dimension 2 x 250 mm, Firma Macherey & Nagel, Diiren. Die
FluBrate fiir die HPLC betrug 250 pl/min, die Temperatur 35°C.

UV/Vis-Spektren wurden mit einem Perkin-Elmer UV/VIS-Spektrometer Lambda 16 oder
einem Hewlett Packard HP 8452 Dioden-Array Spektrometer gemessen. Die Wellenldngen

der Absorptionsmaxima werden in nm angegeben.

Schmelzpunkte wurden i.d.R. mit einem Reichert Thermovar Mikroheiztisch bestimmt. Die

angegebenen Werte sind unkorrigiert.

Elementaranalysen wurden von der Mikroanalytischen Abteilung des Departments Chemie

der Universitdt Miinchen durchgefiihrt.

PCS-Messungen wurden mit einem Zetamaster-Spektrometer der Firma Malvern Instruments

Ltd., Malvern, UK durchgefiihrt.

15.2 Chromatographie

Analytische Diinnschichtchromatographie wurde auf DC-Aluminiumfolie, Kieselgel 60
Fys4 der Firma Merck durchgefiihrt. Angegeben sind das FlieBmittelsystem und der Re-Wert.
Zur Detektion der Banden dienten UV-Licht der Wellenléngen 254 nm (Fluoreszenzldschung)
und 366 nm (Fluoreszenzanregung), NH3-Gas und lod (Ilodkammer, lod-Quarzsand-Gemisch)
sowie durch Eintauchen in Cermolybdatlésung (25 g Phosphormolybdénsdure H3Mo0204P,
10 g Cer(1v)-sulfat, 80 ml konz. Schwefelsdure, dest. Wasser ad 11) und anschlieBendes

Erhitzen mit einem HeiBluftfon bis zur Blaufarbung.
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Kieselgel-Sidulenchromatographie wurde in zylindrischen Glassdulen an Kieselgel 60
(KorngroBe 40-63 um) der Firma Merck unter Druck durchgefiihrt (Flash-Chromato-

graphie).[*®®! Angegeben werden die Eluenten.

Fiir die priparative Radial-Schichtchromatographie wurde ein Chromatotron Mod. 7924

der Firma Harrison Research, Palo Alto, Kalifornien, USA benutzt.

Polyamid-Siulenchromatographie wurde ohne Druck in zylindrischen Glassdulen an MN-
Polyamid SC 6-Ac (acetyliertes Polycaprolactam) (Korngrofe 0.05-0.16 mm) der Firma
Macherey-Nagel, Diiren, ausgefiihrt.

Grofienausschlufichromatographie wurde ohne Druck in zylindrischen Glassdulen an

Sephadex™ LH-20 der Firma Pharmacia durchgefiihrt. Angegeben werden die Eluenten.

High Speed Countercurrent-Chromatographie wurde an einer Anlage der Firma Zinsser
Analytic / Firma P.C. Inc. Potomac, MD, USA durchgefiihrt. In der Counter-Weight Triple
Coil standen die Sdulenvolumina 14, 80 und 240 ml zur Verfligung, die je nach Bedarf auch
kombiniert werden konnten. Als Pumpe diente ein Rainin Dynamax SD-200 Solvent Delivery
System. Die verwendeten Losungsmittel wurden durch Schiitteln in einem Scheidetrichter ins
Gleichgewicht gesetzt, anschlieBend wurden die Phasen getrennt. Die Sdule wurde bei ste-
hendem Rotor mit der stationdren Phase beschickt (FluB 10 ml/min) und anschlieBend bei
laufendem Rotor (825-950 min"') etwa 1 h mit der mobilen Phase #quilibriert (FluB 1.5
ml/min). Die Probenaufgabe erfolgte bei stehendem Rotor iiber ein Dreiwegeventil direkt auf
die Sdule. Die Probe wurde dazu in einer kleinen Menge der mobilen — oder, wenn die Los-
lichkeit dies erforderte, in der stationdren — Phase gelost. Die Fraktionierung der mobilen
Phase bei laufendem Rotor bzw. der stationdren Phase nach Beendigung der Trennung (Flufl

10 ml/min) bei stehendem Rotor erfolgte mittels eines Fraktionssammlers.

HPL-Chromatographie im analytischen Malistab wurde an zwei Anlagen der Firma
Waters ausgefiihrt. Die eine Anlage bestand aus zwei Pumpen 510, einem Autosampler 717+
und einem Photodioden-Array-Detektor 996 mit Gradientensteuerung und Auswertung iiber
PC (Software Millenium). Die andere Anlage bestand aus einer Pumpen- und Gradientensteu-

ereinheit 600E mit einem Injektor U6K und einem Photodioden-Array-Detektor 990+. Zur
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Probenvorbereitung wurde eine Festphasenextraktion {iber die dem S&dulenmaterial entspre-

chende Kartusche der Firma Macherey-Nagel, Diiren, durchgefiihrt.

System 1 Sdulenmaterial: Nucleosil RP-18, 5 pm (Firma Knauer, Berlin).
Saulendimension: 4 x 250 mm.
Gradient: Start: 100 % A, 50 min: 100 % B (linear), 65 min: 100 % B.
Laufmittel A: Wasser : Acetonitril = 9:1.
Laufmittel B: Acetonitril.

FluBrate:1 ml/min.

HPL-Chromatographie im priparativen Maflstab wurde entweder an einer Waters-
Anlage, bestehend aus zwei Pumpen 590 EF, einer Gradientensteuereinheit 680 und einem
Injektor U6K, einem Knauer Variable Wavelength Monitor mit superpriaparativer Fluzelle
und einem Knauer Linienschreiber TY oder an einer Merck-Hitachi-Anlage, bestehend aus
einer L-6200 Intelligent Pumpe, einem 655A Variable Wavelength UV-Monitor und einem
D-2000 Chromato-Integrator durchgefiihrt.

Losungsmittel in HPLC-Qualitdt wurden von der Firma Merck bezogen und vor Gebrauch
filtriert und entgast. Wasser wurde mit einer Reinstwasseranlage Milli-Qplus der Firma Milli-
pore aufbereitet. Zur Probenvorbereitung wurde eine Festphasenextraktion iiber die dem Séiu-

lenmaterial entsprechende Kartusche der Firma Macherey-Nagel, Diiren, durchgefiihrt.

System 2 Sadulenmaterial: Nucleosil RP-18, 5 um (Firma Bischoff, Leonberg).
Sdulendimension: 20 x 250 mm.
Gradient: Start: 100 % A, 50 min: 100 % B (linear), 65 min: 100 % B.
Laufmittel A: Wasser : Acetonitril = 9:1.
Laufmittel B: Acetonitril.

FluBrate: 5 ml/min.

System 3 Sdulenmaterial: Nucleosil RP-18, 7 um (Firma Knauer, Berlin).
Sdulendimension: 20 x 250 mm.
Gradient: Start: 100 % Wasser, 40 min: 100 % Methanol (linear),
60 min: 100 % Methanol.

FluBrate: 6 ml/min.
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15.3 Extrusion von Liposomen

Die Extrusion von Liposomen wurde unter einem Stickstoffdruck von 3 bar mit einem 10 ml-
Lipex-Thermobarrel-Extruder (Firma Northern Lipids Inc., Vancouver, Kanada) bei 30°C
duchgefiihrt. Es wurde eine PVP-haltige 400 nm-Polycarbonatmembran (Durchmesser
25 mm) der Firma Osmotics und eine PE-Drain Disc (Durchmesser 25 mm) der Firma What-

man Filtration Products benutzt.

15.4  Alilgemeine Arbeitsmethoden, Losungsmittel, Spezialchemikalien

Auf die Beschreibung von Standardmethoden wird verzichtet. Fiir alle feuchtigkeitsempfind-
lichen Reaktionen (Verwendung von abs. Losungsmitteln und/oder metallorganischen Rea-
genzien) wurden im Vakuum oder im Argonstrom mit einem HeiBluftfon ausgeheizte und mit
Argon befiillte Glasapparaturen verwendet.

Die Konzentrationen von Alkyllithiumlosungen wurden vor Gebrauch durch Titration mit
4691,72

Diphenylessigsiure bestimmt.!

Abs. Tetrahydrofuran wurde von Kalium / Benzophenon!*”!

und abs. Methylenchlorid von
Sicapent® der Firma Merck jeweils unter Stickstoffatmosphire abdestilliert. Abs. Diethyl-
ether, abs. Methanol und abs. Toluol wurden iiber Molsieb 4 A getrocknet von der Firma
Fluka bezogen. Mit Ausnahme von Diethylether wurden alle Losungsmittel fiir Extraktion
und Chromatographie durch Destillation gereinigt. Angaben zur Zusammensetzung von

Losungsmittelgemischen verstehen sich stets als Volumenverhéltnisse.

Natrium[1-"*Clacetat, Natrium[2-'*C]acetat und Natrium[1,2-">C;]acetat (alle mit 99 % "*C-

Gehalt) wurden von der Firma Euriso-Top SA, Saint-Aubin Cedex, Frankreich bezogen.

Kupfer(1)-iodid (99.999 %) und Kupfer(i)-chlorid (99.995+ %) wurden von der Fa. Aldrich

bezogen.

Ei-Phosphatidylcholin (,,Lipoid E-PC*) wurde von der Firma Lipoid GmbH, Ludwigshafen
bezogen. Zusammensetzung laut Firmenangaben: 33 % (w/w) Palmitinsiure, 27 % Olsiure
und Isomere, 17 % Linolsdure, 14 % Stearinsdure, 4 % Arachidonsédure, 1 % Palmitoleinsiure,

3 % hoher ungesittigte Fettsduren.

™ Fiir die Titration von Alkyllithiumldsungen wird auch das im Vergleich zu Diphenylessigsiure teurere
4-Biphenylmethanol wegen des schirferen Farbumschlages empfohlen.*’"!
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15.5 Bestimmung der Einbauraten isotopenmarkierter Verbindungen

Die quantitative Bestimmung der Inkorporation einer '*C-isotopenmarkierten Biosynthese-
zwischenstufe in einen Sekundirmetaboliten erfolgt mittels '*C-NMR-Spektroskopie. Die
Einbaurate (angegeben in %) einer '*C-isotopenmarkierten Verbindung in einen Stoffwech-
selmetaboliten berechnet sich nach Gleichung 1. Dabei wird der natiirliche *C-Gehalt in

Héhe von 1.1 % vom ermittelten C-Gesamtgehalt des betreffenden Atoms subtrahiert.
Einbaurate:§-1.1 %-1.1 % (1)

a: Integralwert des Signals des angereicherten Atoms
b: Integralwert desselben Signals im Spektrum der unmarkierten Verbindung bzw. Integral-

wert des Signals eines chemisch sehr dhnlichen Kohlenstoffatoms

a) Einbau von °C;-Einheiten

Fiir den Intensititsvergleich von Kohlenstoffsignalen mufl zwischen den MeBpulsen durch
ausreichend lange Wartezeit eine im Idealfall vollstindige Spin-Gitter-Relaxation ermdglicht
werden (,,quantitatives Spektrum®). Benotigt werden unter identischen Bedingungen gemes-
sene Spektren sowohl der unmarkierten Substanz als auch der isotopenangereicherten Verbin-
dung. Liegt ein zum angereicherten C-Atom chemisch sehr dhnliches nichtangereichertes
C-Atom im Molekiil vor, so kann auf das Spektrum der unmarkierten Verbindung verzichtet
und ein direkter Intensitéitsvergleich vorgenommen werden. Als untere Grenze einer zweifels-

frei detektierbaren Einbaurate wird 1.a. 0.5 % betrachtet.

b) Einbau von "*C,-Einheiten

Zur Bestimmung der Einbaurate in mit *C,-Einheiten markierten Verbindungen ist lediglich
das unter normalen MeBbedingungen aufgenommene *C-NMR-Spektrum des isotopenange-
reicherten Metaboliten erforderlich. Dies gilt nur, wenn im verfiitterten Precursor ausschliel3-
lich *C»-Einheiten und keine signifikanten Anteile von *C—'">C-Paaren vorliegen. Die beiden
Linien der durch 'Jec-Kopplung verursachten Dublettaufspaltung stellen dann den >C-Einbau
(Wert a-b) dar. Das Singulettsignal zwischen den Linien des Dubletts entspricht dem zum
Vergleich heranzuziehenden natiirlichen BC-Gehalt (Wert b). Nach Umformung von Glei-
chung 1 lassen sich die aus den Integralwerten des NMR-Spektrums abzulesenden Werte
bequem einsetzen (Gleichung 2). Bei Vorliegen von "*C,-Einheiten kénnen auch kleinere

Einbauraten als 0.5 % unzweifelhaft erkannt und bestimmt werden.

Einbaurate = aT'b-m % 2)
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16 Synthese von (E,E,E)-Polyprenylalkoholen und -bromiden

16.1  "*C-isotopenmarkierter Essigsdureethylester (9*, 9**)

In einer trockenen und mit Schutzgas befiillten kleinen Destillationsapparatur werden
Natrium[1-"*Clacetat (8%) bzw. Natrium[1,2-">C,]acetat (8**) (1 Aquiv.) und trockenes
Diethylsulfat (3 Aquiv.) vorgelegt. Das hygroskopische Natriumacetat ist zuvor sorgfiltig i.
Vak. zu trocknen (Trockenpistole, CaCl,, 100°C). Unter Riihren erhitzt man das Gemisch auf
145°C, worauf das Erhitzen langsam und vorsichtig fortgesetzt wird. Bei einer Olbadtempe-
ratur von 155-165°C setzt die Reaktion schlagartig unter Aufschdumen ein und der Essigséu-
reethylester destilliert als farblose Fliissigkeit in die auf 0°C gekiihlte Vorlage iiber. Um eine
moglichst hohe Ausbeute zu erlangen, kann der Destillationskolben ldngere Zeit und auf bis
zu 170°C erhitzt werden. In geringen Mengen werden Ethanol und Diethylether als Zerset-
zungsprodukte des Diethylsulfats gebildet, ferner kann das Produkt einen geringen Anteil

Diethylsulfat enthalten, es wird aber i.d.R. keine weitere Reinigung vorgenommen.

Ausbeute: um 85 % (AnsatzgrofBe 13 bis 90 mmol), farblose Fliissigkeit.

[1-"*C]Essigsaureethylester (9*)
(0]

Ao

Durch Umsetzung von Natrium[1-">CJacetat (8*) mit Diethylsulfat.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.25 (t, *Jun = 7.1 Hz, 3 H, *CO,CH,CH3), 2.03 (d,
*Jen = 6.8 Hz, 3 H, CH;"°CO), 4.10 (qd, *Jun = 7.1 Hz, *Jeu = 3.1 Hz, 2 H,
BC0,CH,CHs).

BC-NMR (75 MHz, CDCL): & = 14.25 (*CO,CH,CHs), 21.09 (d, 'Joc = 59 Hz,
CH;"C0), 60.46 (*CO,CH,CH3), 171.22 (*CO).

BCC;3H;0; (89.10).

[1,2-"3C,]Essigsaureethylester (9**)

-/LLO/\

Durch Umsetzung von Natrium[1,2-"°C,]acetat (8**) mit Diethylsulfat.
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'H-NMR (300 MHz, CDCL3): & = 1.24 (t, *Jyny = 7.2 Hz, 3 H, *CO,CH,CH;), 2.02 (dd,
Jen = 129 Hz, “Jen = 6.9 Hz, 3 H, *CH3), 4.10 (qd, *Juu = 7.2 Hz, *Jeu =
3.1 Hz, CO,CH,CH3).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3): & = 14.23 (d, *Jec = 2.1 Hz, *CO,CH,CHj3), 21.06 (d, 'Jece
=59.3 Hz, >CH3), 60.44 (*CO,CH,CHs), 171.20 (d, "Jec = 59.3 Hz, *CO).

BC,C,H;0; (90.09).

16.2 3C-isotopenmarkierter Acetessigsaureethylester (10*, 10**)

Nach Lit.”*” wird in einem Schlenkkolben Hexamethyldisilazan (2.7 Aquiv.) in abs. Tetra-
hydrofuran gelost (c = 1.5 M). Nach Kiihlung auf —78°C wird eine Losung von n-Butyllithium
(2 Aquiv.) in Hexan zugegeben, worauf man auf RT kommen 14Bt, kurz riihrt und auf —78°C
kiihlt. Man tropft langsam eine Losung des entsprechenden C-isotopenmarkierten Essigsdure-
ethylesters (9% bzw. 9%*) (1.0 Aquiv.) in Tetrahydrofuran zu, riihrt 0.5 h und setzt anschlie-
Bend tropfenweise Acetylchlorid zu. Nach 2 h Riihren entfernt man das Kiihlbad, 148t auf RT
kommen und versetzt bis zur Neutralitit oder leicht sauren Reaktion mit verd. Salzséure. Es
wird mehrmals mit Diethylether extrahiert, mit 5-proz. Natriumhydrogencarbonatlésung und
ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber Na,SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmit-
tels 1. Vak. — wobei die Fliichtigkeit des Produktes zu beachten ist — wird mittels Vakuumde-
stillation bei ca. 20 mbar (Kiihlung der Vorlage im Eisbad) gereinigt. Die Nebenprodukte
Trimethylsilylalkohol und Hexamethyldisiloxan sind fliichtiger als das Produkt.

Ausbeute 60 bis 65 % (Ansatzgrofie 20 bis 75 mmol).

Sdp. 65°C (18 mbar).
Rs¢ 0.30 (Isohexan : Essigsaureethylester = 7:1).
[1-"*C]Acetessigsaureethylester (10*) o o

PN SN

Durch Umsetzung von [1-">C]Essigsdureethylester (9*) mit Acetylchlorid.

'H-NMR (300 MHz, CDCl;): & = 1.28 (t, *Jun = 7.1 Hz, 3 H, *CO,CH,CH3), 2.27 (s,
3 H, 4-H), 3.44 (d, “Jeu = 7.3 Hz, 2 H, 2-H), 4.20 (qd, *Jun = 7.2 Hz, *Jeu =
3.2 Hz, 2 H, *CO,CH,CHj3), 4.97 (s, ~0.06 H, 2-H, Enolform).
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BC-NMR (75 MHz, CDCL): & = 14.15 (d, *Joc = 2.1 Hz, *CO,CH,CHj3), 30.18 (C-4),
50.21 (d, 'Joc = 58.4 Hz, C-2), 61.45 (d, *Jec = 2.3 Hz, *CO,CH,CHj3), 167.18
(®C-1), 172.70 (**C-1, Enolform), 200.68 (d, 2Jcc = 2.4 Hz, C-3).

BCCsH,00;5 (131.13).

[1,2-"3C,)Acetessigsadureethylester (10**) o o

Mo/\

4

Durch Umsetzung von [1,2-"*C,]Essigsiureethylester (9**) mit Acetylchlorid.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.27 (t, *Jun = 7.2 Hz, 3 H, "CO,CH,CHj3), 2.25 (d,
3Jen = 1.4 Hz, 3 H, 4-H), 3.42 (dd, 'Jey = 130 Hz, *Jey = 7.4 Hz, 2 H, 2-H),
4.19 (qd, *Jun = 7.2 Hz, *Jeu = 3.1 Hz, 2 H, “CO,CH,CH3), 4.96 (d, 'Jeu =
169 Hz, ~0.07 H, 2-H, Enolform).

BC-NMR (75 MHz, CDCly): 8 = 14.14 (*CO,CH,CHs3), 30.16 (d, “Jcc = 14.7 Hz, C-4),
50.19 (d, 'Jec = 58.4 Hz, *C-2), 61.42 (*CO,CH,CH;), 89.81 (d, 'Jec =
75.3 Hz, *C-2, Enolform), 167.18 (d, 'Jec = 58.4 Hz, PC-1), 172.69 (d, 'Jec =
75.3 Hz, "*C-1, Enolform), 200.69 (d, 'Jcc = 37.9 Hz, C-3).

EI-MS m/z (%) = 132 (15) [M]", 117 (4) [M=CH3]", 104 (9), 90 (60) [M—C,H,0]", 87
(47) [M—C,HsO7", 71 (10), 62 (22), 45 (21) [C,HsO]", 44 (26), 43 (100)
[C,H;0]".

BC,C4H 005 (132.12).

16.3  C-4-Alkylierung von Acetessigsaureethylester

Nach Lit.?*? wird Natriumhydrid (1.1 Aquiv.) in abs. Tetrahydrofuran suspendiert
(c(NaH) = 0.45 M) und auf 0°C gekiihlt. Nach tropfenweiser Zugabe von Acetessigsiu-
reethylester”” (10, 10% bzw. 10**) (1 Aquiv.) rithrt man 10 min und setzt langsam eine
Losung von n-Butyllithium (1.05 Aquiv.) in Hexan zu. Nach 10 min Riihren wird eine
Losung von Geranylbromid (11) bzw. (E,E)-Farnesylbromid (12) (1.1 Aquiv.) in Tetrahydro-
furan langsam zugegeben und anschlieBend 1.5 h bei 0°C gertihrt. Es wird mit ges. wéBr.
Ammoniumchloridlosung versetzt und mehrmals mit Diethylether extrahiert. Nach dem

Waschen der vereinigten organischen Phasen mit Wasser (2 %) und ges. NaCl-Losung wird

7 Das Natriumsalz des (nicht isotopenmarkierten) Acetessigsiureethylesters ist auch im Handel erhiltlich.
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iiber Na,SOy4 getrocknet, das Losungsmittel i. Vak. entfernt und das Produkt mittels Séaulen-

chromatographie tliber Kieselgel (Isohexan : Essigsdureethylester = 10:1 bzw. 15:1) gereinigt.

a) Farnesolderivat
(E)-7,11-Dimethyl-3-oxo-dodeca-6,10-diensaureethylester (13)

6.51 g (50.0 mmol) Acetessigsdureethylester (10) wer- 14 13 o o

den mit Geranylbromid (11) umgesetzt. N N o7

Ausbeute 7.46 g (28.0 mmol, 56 %), gelbliche Fliissigkeit.

Ry 0.43 (Isohexan : Essigsdureethylester = 10:1).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.26 (t, °J = 7.1 Hz, 3 H, CO,CH,CH3), 1.57 (s, 3 H) /
1.59 (s, 3 H) (13-H, 14-H), 1.66 (s, 3 H, 12-H), 1.90-2.09 (m, 4 H, 8-H, 9-H),
2.21-2.32 (m, 2 H, 5-H), 2.55 (,.t*, °J = 7.4 Hz, 2 H, 4-H), 3.40 (s, 2 H, 2-H),
4.17 (q, °J=17.1 Hz, 2 H, CO,CH,CHj3), 4.95 (s, ~0.07 H, 2-H, Enolform), 5.05
(m, 2 H, 6-H, 10-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3): & = 14.13 (CO,CH,CHj3), 16.00 (C-13), 17.68 (C-14), 22.21
(C-5), 25.68 (C-12), 26.64 (C-9), 39.66 (C-8), 43.06 (C-4), 49.42 (C-2), 61.32
(CO,CH,CHs3), 89.20 (< 0.1 C, C-2, Enolform), 122.15 / 124.19 (C-6, C-10),
131.44 (C-11), 136.76 (C-7), 167.22 (C-1), 202.57 (C-3).

EI-MS m/z (%) = 266 (9) [M]", 248 (15), 223 (14), 205 (44), 197 (14) [M-CsH,]", 151
(11), 143 (18), 136 (49), 109 (100), 105 (29), 93 (12), 81 (40) [CsHo]", 69 (62)
[CsHo]", 41 (19) [C3H5] .

EA ber. C72.14 H9.84
gef. C71.81 HO9.97

C16Ha605 (266.38).

b) Geranylgeraniolderivate

Ausbeute 57 bis 70 % (Ansatzgrofle 10 bis 30 mmol), gelbliche Fliissigkeit.
Ry 0.33 (Isohexan : Essigsdureethylester = 15:1).
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(E,E)-7,11,15-Trimethyl-3-oxo-hexadeca-6,10,14-triensaureethylester (14)

Durch Umsetzung von Acetessigsdureethyl- 19 18 17 o 0

ester (10) mit Farnesylbromid (12). - h > N " N . o7

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.27 (t, *J = 7.1 Hz, 3 H, CO,CH,CH5), 1.59 (s, br.,
6 H)/ 1.60 (s, 3 H) (17-H, 18-H, 19-H), 1.67 (s, 3 H, 16-H), 1.92-2.11 (m, 8 H,
8-H, 9-H, 12-H, 13-H), 2.20-2.33 (m, 2 H, 5-H), 2.56 (,.t“, J = 7.4 Hz, 2 H,
4-H), 3.42 (s, 2 H, 2-H), 4.18 (q, °J = 7.1 Hz, 2 H, CO.,CH,CH3), 4.96 (s,
0.08 H, 2-H, Enolform), 5.02-5.13 (m, 3 H, 6-H, 10-H, 14-H).

BC.NMR (75 MHz, CDCL): & = 14.16 (CO,CH,CHj3), 16.06 (s, 2 CH;. C-17, C-18),
17.73 (C-19), 22.23 (C-5), 25.74 (C-16), 26.60 / 26.82 (C-9, C-13), 39.70 /
39.77 (C-8, C-12), 43.12 (C-4), 49.45 (C-2), 61.37 (CO,CH,CHj3), 89.22 (sehr
kleines Signal, C-2, Enolform), 122.14 / 124.09 / 124.43 (C-6, C-10, C-14),
131.31 (C-15), 135.14 / 136.85 (C-7, C-11), 167.25 (C-1), 202.61 (C-3).

EI-MS m/z (%) = 335 (4) [M+1]", 334 (13) [M]", 273 (6), 247 (18), 205 (11), 197
(13), 177 (12), 159 (14), 143 (11), 137 (26), 136 (57), 135 (28), 123 (18), 121
(22), 109 (61), 107 (13), 105 (20), 95 (18), 93 (21), 81 (67) [CsHo]", 69 (100)
[CsHo]™, 68 (14), 67 (13), 43 (12), 41 (19) [C3Hs]".

C,1H3405 (334.50).

(E,E)-7,11,15-Trimethyl-3-oxo-[1-"*C]hexadeca-6,10,14-triensdureethylester (14*)

Durch Umsetzung von [1-"°C]Acetessigsiure- i 8 17 o o

ethylester (10*) mit Farnesylbromid (12). X X X o

16 12 8 4

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.28 (t, *Juy = 7.1 Hz, 3 H, "CO,CH,CHj3), 1.59 (s,
br., 6 H) / 1.61 (s, 3 H) (17-H, 18-H, 19-H), 1.68 (s, 3 H, 16-H), 1.90-2.12 (m,
8 H, 8-H, 9-H, 12-H, 13-H), 2.20-2.34 (m, 2 H, 5-H, 2.56 (,t, J~ 7.4 Hz, 2 H,
4-H), 3.42 (d, *Jen = 7.4 Hz, 2 H, 2-H), 4.19 (qd, *Jus =, *Jeu = 3.2 Hz, 2 H,
BC0,CH,CH3), 4.97 (s, ~0.06 H, 2-H, Enolform), 5.00-5.13 (m, 3 H, 6-H,
10-H, 14-H).

BC.NMR (75 MHz, CDCl3): & = 14.18 (*CO,CH,CH3), 16.07 (s, 2 CHs, C-17, C-18),
17.75 (C-19), 22.21 (C-5), 25.77 (C-16), 26.60 / 26.81 (C-9, C-13), 39.71 /
39.77 (C-8, C-12), 43.13 (C-4), 49.44 (d, "Joc = 58.4Hz, C-2), 61.39
(CO,CH,CH3), 122.11 / 124.08 / 124.42 (C-6, C-10, C-14), 131.35 (C-15),
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135.16 / 136.88 (C-7, C-11), 167.28 (**C-1), 172.83 (**C-1, Enolform), 202.68
(C-3).
BCC,0H340; (335.49).

(E,E)-7,11,15-Trimethyl-3-oxo-[1,2-"*C;]hexadeca-6,10, 14-triensdureethylester (14**)

Durch Umsetzung von [1,2-"°C;]Acetessig- . 8 . o o
sdureethylester (10%**) mit Farnesylbromid b N > N : N Y o7
(12).

'H-NMR (300 MHz, CDCLy): & = 1.27 (t, *Jun = 7.1 Hz, 3 H, *CO,CH,CHs), 1.59 (m,
6 H)/1.61 (s, 3 H) (17-H, 18-H, 19-H), 1.67 (s, 3 H, 16-H), 1.90-2.12 (m, 8 H,
8-H, 9-H, 12-H, 13-H), 2.21-2.34 (m, 2 H, 5-H), 2.56 (,t*, J =~ 7.4 Hz, 2 H,
4-H), 3.41 (dd, "Jey = 130 Hz, “Joy = 7.4 Hz, 2 H, 2-H), 4.19 (qd, *Juu =
7.1 Hz, *Jen = 3.2 Hz, 2 H, *CO,CH,CH3), 4.96 (d, 'Jen = 168 Hz, ~0.05 H,
2-H, Enolform), 5.00-5.13 (m, 3 H, 6-H, 10-H, 14-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCL): & = 14.17 (*CO,CH,CH3), 16.07 (2 CHs, C-17, C-18),
17.75 (C-19), 22.24 (C-5), 25.76 (C-16), 26.62 / 26.84 (C-9, C-13), 39.72 /
39.78 (C-8, C-12), 43.14 (d, *Jec = 12.9 Hz, C-4), 49.46 (d, 'Jec = 58.5 Hz,
B¢C-2), 61.41 (*CO,CH,CH3), 89.23 (d, 'Jec = 75.2 Hz, "*C-2, Enolform),
122.15 / 124.11 / 124.44 (C-6, C-10, C-14), 131.35 (C-15), 135.18 / 136.89
(C-7, C-11), 167.28 (d, "Joc = 58.5 Hz, *C-1), 172.84 (d, "Joc = 75.2 Hz,
13C-1, Enolform). Signal fiir C-3 nicht aufgel®st.

BC,C1oH3405 (336.48).

16.4 Herstellung von (Z)-Alkenylphosphaten aus B-Ketoestern

Nach Lit.?***"*! wird eine Suspension von Natriumhydrid (1.1 Aquiv.) in abs. Diethylether
(c(NaH) = 0.2wM) auf 0°C gekiihlt. Nach tropfenweiser Zugabe des entsprechenden
B-Ketoesters 13 bzw. 14 (1.0 Aquiv.) riihrt man 0.5h bei 0°C und tropft anschlieBend
Diethylchlorphosphat (1.1 Aquiv.) zu. Nach Entfernen des Kiihlbades Bt man 1 bis 2 h bei
RT riihren. Es wird mit ges. wialr. Ammoniumchloridldsung versetzt, mehrmals mit Diethyl-
ether extrahiert und mit 5-proz. NaHCOs-Losung sowie ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach
Trocknen tliber Na,SO4 entfernt man das Losungsmittel i. Vak. Das nahezu quantitativ erhal-

tene Rohprodukt wird nicht gereinigt.
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a) Farnesolderivat

(2Z,6E)-3-(Diethoxyphosphoryloxy)-7,11-dimethyl-dodeca-2,6,10-triensaureethylester
(15)

Durch Umsetzung von 15.03 g (56.42 mmol) (£)-7,11- 0
_ . P(OCH,CHs),
Dimethyl-3-oxo-dodeca-6,10-diensdureethylester (13). " 5 5 o
A A ™ ) O/\
12 8 4

Ausbeute 2230 g (55.40 mmol, 98%), gelbliche
Fliissigkeit (Rohprodukt).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.23 (t, *Juy = 7.1 Hz, 3 H, CO,CH,CH3), 1.33 (td,
3Jun = 7.1 Hz, *Jpy = 1.2 Hz, 6 H, P(OCH,CHs),), 1.56 (s, 3 H) / 1.58 (s, 3 H)
(13-H, 14-H), 1.64 (s, 3 H, 12-H), 1.90-2.08 (m, 4 H, 8-H, 9-H), 2.20-2.29 (m,
2 H, 5-H), 2.42 (,t“, J = 7.2 Hz, 2H, 4-H), 4.12 (q, *Juu = 7.1 Hz, 2 H,
CO,CH,CH3), 423 (dq, *Jpu = 8.0 Hz, *Juy = 7.1 Hz, 4 H, P(OCH,CHjs),),
5.01-5.10 (m, 2 H, 6-H, 10-H), 5.31 (s, 1 H, 2-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3): 8 = 14.24 (CO,CH,CHj3), 16.06 (C-13), 16.07 (d, *Joc =
7.0 Hz, 2 CHs, P(OCH,2CHs),), 17.66 (C-14), 24.92 (C-5), 25.65 (C-12), 26.63
(C-9), 35.27 (C-4), 39.63 (C-8), 59.83 (CO,CH,CHj3), 64.72 (d, “Jpc = 6.2 Hz,
2 CH,, P(OCH,CHs),), 105.34 (d, *Jpc = 7.3 Hz, C-2), 121.87 / 124.16 (C-6,
C-10), 131.42 (C-11), 137.01 (C-7), 161.35 (d, *Jpc = 7.0 Hz, C-3), 163.78 (d,
*Joc =2.1 Hz, C-1).

EI-MS m/z (%) = 402 (6) [M]", 357 (20), 287 (42), 266 (20), 220 (38), 192 (15), 164
(12), 155 (100), 133 (14), 127 (22), 105 (13), 99 (30), 81 (4) [CsHo]", 69 (19)
[CsHo]", 41 (11) [C3Hs]".

C0H3506P (402.47).

b) Geranylgeraniolderivate

Ausbeute: 92 bis 98 % (Ansatzgrofle 6.5 bis 20 mmol), gelbliche Fliissigkeit (Rohpro-
dukt).
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(2Z,6E,10E)-3-(Diethoxyphosphoryloxy)-7,11,15-trimethyl-hexadeca-2,6,10,14-
tetraensaureethylester (16)

Durch Umsetzung von (E,E)-7,11,15-Tri- N
P(OCH,CH3),
methyl-3-oxo-hexadeca-6,10,14-triensdure- o s - 5 o
ethylester (14). N X X N0
16 12 8 4

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.25 (t, *Jun = 7.1 Hz, 3 H, CO,CH,CHs), 1.34 (td,
3Jun = 7.1 Hz, *Jou = 1.2 Hz, 6 H, P(OCH,OCHs),), 1.58 (s, 6 H) / 1.60 (s,
3H) (17-H, 18-H, 19-H), 1.66 (s, 3 H, 16-H), 1.91-2.10 (m, 8 H, 8-H, 9-H,
12-H, 13-H), 2.20-2.31 (m, 2 H, 5-H), 2.44 (.t“, J= 7.3 Hz, 2 H, 4-H), 4.13 (q,
3Jun = 7.1 Hz, 2 H, CO,CH,CHj3), 4.24 (dq, *Jpn = 8.0 Hz, *Jun = 7.1 Hz, 4 H,
P(OCH,OCH3),), 5.03-5.13 (m, 3 H, 6-H, 10-H, 14-H), 5.33 (s, 1 H, 2-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCLy): § = 14.27 (CO,CH,CH3), 16.01 (C-17%), 16.10 (d, *Jpc =
7.0 Hz, 2 CHs, P(OCH,OCHj3),), 16.13 (C-18"), 17.70 (C-19), 24.97 (C-5),
25.72 (C-16), 26.64 / 26.79 (C-9, C-13), 35.30 (C-4), 39.68 / 39.74 (C-8,
C-12), 59.88 (CO,CH,CHj3), 64.76 (d, “Jpc = 6.2 Hz, 2 CH,, P(OCH,0OCHj3),),
105.37 (d, *Jpc = 7.6 Hz, C-2), 121.85 / 124.08 / 124.40 (C-6, C-10, C-14),
131.28 (C-15), 135.12 / 137.12 (C-7, C-11), 161.39 (d, “Jpc = 7.0 Hz, C-3),
163.82 (C-1).

EI-MS m/z (%) = 470 (8) [M]", 425 (18), 355 (9), 316 (12), 289 (13), 288 (11), 287
(44), 266 (36), 247 (15), 220 (50), 201 (16), 192 (18), 173 (12), 164 (12), 159
(10), 155 (100), 136 (14), 135 (20), 134 (13), 133 (18), 127 (23), 121 (13), 109
(16), 107 (12), 105 (21), 99 (26), 93 (15), 91 (10), 81 (23) [CsHo", 69 (53)
[CsHo]", 67 (10), 41 (22) [C3Hs]".

C,sHi306P (470.59).

(2Z,6E,10E)-3-(Diethoxyphosphoryloxy)-7,11,15-trimethyl-[1-"*C]hexadeca-
2,6,10,14-tetraensaureethylester (16*)

Durch Umsetzung von (E,E)-7,11,15-Tri- o]
P(OCH,CHs)
methyl-3-oxo-[1-"*C]hexadeca-6,10, 14-trien- ! e
19 18 17 o 0
sdureethylester (14%). N N X AN

16 12 8 4

'H-NMR (300 MHz, CDCLs): & = 1.26 (t, *Jun = 7.1 Hz, 3 H, *CO,CH,CHs), 1.35 (td,
3Jun = 7.1 Hz, *Jou = 1.2 Hz, 4 H, P(OCH,CHs),), 1.59 (s, 6 H) / 1.61 (s, 3 H)
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(17-H, 18-H, 19-H), 1.67 (s, 3 H, 16-H), 1.90-2.11 (m, 8 H, 8-H, 9-H, 12-H,
13-H), 2.22-2.31 (m, 2 H, 5-H), 2.45 (,.t, J~ 7.4 Hz, 2 H, 4-H), 4.14 (qd, *Jun
=7.1Hz, *Jen = 3.1 Hz, 2 H, “CO,CH,CHs), 4.25 (dq, *Jpu = *Jun = 7.2 Hz ,
4 H, P(OCH,CHs),), 5.05-5.12 (m, 3 H, 6-H, 10-H, 14-H), 5.34 (s, 1 H, 2-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCly): & = 14.30 (*CO,CH,CHj3), 16.05 (C-17%), 16.15 (d, *Jpc =
7.1 Hz, 2 CH3, P(OCH,CHa),), 16.17 (C-18%), 17.75 (C-19), 25.00 (C-5), 25.76
(C-16), 26.68 / 26.83 (C-9, C-13), 35.36 (C-4), 39.72 / 39.78 (C-8, C-12),
59.93 (*CO,CH,CHjs), 64.79 (d, *Jpc = 6.5 Hz, 2 CH,, P(OCH,CHs),), 105.39
(dd, 'Jee = 78.1 Hz, *Jpc = 7.5 Hz, C-2), 121.87 / 124.12 / 124.44 (C-6, C-10,
C-14), 131.34 (C-15), 135.18 / 137.17 (C-7, C-11), 161.43 (dd, J = 7.2 Hz, J
=1.3 Hz, C-3), 163.86 (d, *Jpc = 2.1 Hz, *C-1).

BCC,4H406P (471.58).

(2Z,6E,10E)-3-(Diethoxyphosphoryloxy)-7,11,15-trimethyl-[1,2-"*C,]hexadeca-
2,6,10,14-tetraensaureethylester (16**)

0
Durch Umsetzung von (E,E)-7,11,15-Tri- IFII’(OCHzCHa)z
rnethyl—3—oxo—[l,2—13C2]hexadeca—6,10,14—tri— 19 18 17 o 9
NS NS NS N . O/\

ensdureethylester (14**). 16 12 8 4

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.26 (t, *Juy = 7.1 Hz, 3 H, *CO,CH,CHj3), 1.35 (td,
3Jun = 7.1 Hz, *Joy = 1.2 Hz, 4 H, P(OCH,CH3),), 1.59 (s, 6 H) / 1.61 (s, 3 H)
(17-H, 18-H, 19-H), 1.67 (s, 3 H, 16-H), 1.90-2.15 (m, 8 H, 8-H, 9-H, 12-H,
13-H), 2.21-2.34 (m, 2 H, 5-H), 2.38-2.53 (m, 2 H, 4-H), 4.14 (qd, *Jun =
7.1 Hz, *Jey = 3.1 Hz, 2 H, “CO,CH,CH3), 4.25 (dq, *Jpy = *Jun = 7.2 Hz ,
4 H, P(OCH,CHs),), 5.05-5.12 (m, 3 H, 6-H, 10-H, 14-H), 5.33 (d, 'Jeu =
163 Hz, 1 H, 2-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCL): & = 14.29 (*CO,CH,CHj3), 16.04 (C-177), 16.14 (d, *Jpc =
7.2 Hz, 2 CH3, P(OCH,CHs),), 16.16 (C-18), 17.74 (C-19), 25.00 (C-5), 25.75
(C-16), 26.68 / 26.83 (C-9, C-13), 35.32 (m, C-4), 39.72 / 39.77 (C-8, C-12),
59.93 (*CO,CH,CHj3), 64.80 (d, *Jpc = 6.2 Hz, 2 CH,, P(OCH,CHs)), 105.40
(dd, 'Jec = 78.3 Hz, *Jpc = 7.6 Hz, °C-2), 121.86 / 124.11 / 124.43 (C-6, C-10,
C-14), 131.33 (C-15), 135.18 / 137.17 (C-7, C-11), 163.87 (dd, 'Jcc = 78.3 Hz,
“Joc = 1.8 Hz, °C-1). Signal fiir C-3 nicht aufgeldst.

BC,Ca3H4306P (472.57).
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16.5 Umsetzung von (2)-Alkenylphosphaten mit Me,CulL.i

Nach Lit.?* wird Kupfer(1)-iodid (1.5 Aquiv.) im Schlenkkolben i. Vak. ausgeheizt. Nach
Abkiihlen und Befiillen mit Argon wird abs. Diethylether (c(Cul) = 0.5 M) zugegeben und die
Suspension auf 0°C gekiihlt. Man gibt eine Losung von Methyllithium (3 Aquiv.) in Diethyl-
ether zu, riihrt 0.5 h bei 0°C und kiihlt anschlieBend auf —78°C. Das entsprechende (Z)-Alke-
nylphosphat 15 bzw. 16 (1 Aquiv.) wird langsam zugetropft. Man 148t innerhalb 3 h auf -40°C
kommen und setzt ein 1:1-Gemisch aus ges. wafir. Kaliumcarbonatlosung und ges. Ammoni-
umchloridlésung zu, entfernt das Kéltebad und riihrt 0.5 h. Nach Zusetzen von Diethylether
zentrifugiert man, um die unldslichen Cu(1)-Salze abzuscheiden, trennt die organische Phase
ab, setzt zur willrigen Phase unter Aufschlimmen des Bodensatzes Diethylether zu und wie-
derholt denn Vorgang zweimal. Die vereinigten organischen Phasen werden mit wéBr.
Ammoniaklosung und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber Na,SO4 getrocknet. Nach dem
Entfernen des Losungsmittels 1. Vak. wird mittels Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit

dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 25:1 gereinigt.

a) Farnesolderivat
(E,E)-3,7,11-Trimethyl-dodeca-2,6,10-triensaureethylester (17)

Durch Umsetzung von 10.06 g (25.0 mmol) (2Z,6E)-3- s M 5 o
(Diethoxyphosphoryloxy)-7,11-dimethyl-dodeca-2,6,10- N N X0 N

12 8 4

triensdureethylester (15).

Ausbeute 5.45 g (20.6 mmol, 82 %), gelbliche Fliissigkeit.

Ry 0.33 (Isohexan : Essigsdureethylester = 25:1).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.26 (t, °J = 7.1 Hz, 3 H, CO,CH,CHj3), 1.59 (s, 6 H,
14-H, 15-H), 1.67 (s, 3 H, 12-H), 1.92-2.17 (m, 8 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9-H), 2.16
(s, 3H, 13-H), 4.13 (q, °J = 7.1 Hz, 2 H, CO,CH-CH3), 5.08 (m, 2 H, 6-H,
10-H), 5.65 (s, 1 H, 2-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3): & = 14.39 (CO,CH,CHj3), 16.06 (C-14), 17.72 (C-15), 18.85
(C-13), 25.72 (C-12), 26.03 / 26.73 (C-5, C-9), 39.73 (C-8), 41.01 (C-4), 59.48
(CO,CH,CH3), 115.73 (C-2), 122.97 / 124.29 (C-6, C-10), 131.43 (C-11),
136.17 (C-7), 159.77 (C-3), 166.92 (C-1).
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EI-MS m/z (%) = 264 (7) [M]", 221 (10), 219 (9), 128 (48), 121 (29), 81 (36) [CsHs]",
69 (100) [CsHo]", 41 (39) [C3Hs]'".
C17Ha50; (264.41).

b) Geranylgeraniolderivate

Ausbeute: 70 bis 90 % (AnsatzgroBe 7 bis 20 mmol), farblose Fliissigkeit.
R¢ 0.40 (Isohexan : Essigsdureethylester = 25:1).

(E,E,E)-3,7,11,15-Tetramethyl-hexadeca-2,6,10,14-tetraensaureethylester (18)

Durch Umsetzung von (2Z,6F,10E)-3-(Di- 20 19 18 17 o]
ethoxyphosphoryloxy)-7,11,15-trimethyl-

16 12 8 4

hexadeca-2,6,10,14-tetraensdureethylester (16).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.27 (t, °J = 7.1 Hz, 3 H, CO,CH,CH3), 1.60 (s, br.,
9 H, 18-H, 19-H, 20-H), 1.68 (s, 3 H, 16-H), 1.92-2.20 (m, 12 H, 4-H, 5-H,
8-H, 9-H, 12-H, 13-H), 2.16 (s, 3H, 17-H), 4.15 (q, °J = 7.1Hz, 2 H,
CO,CH,CH3), 5.05-5.14 (m, 3 H, 6-H, 10-H, 14-H), 5.66 (m, 1 H, 2-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3): § = 14.41 (CO,CH,CHj3), 16.06 / 16.10 (C-18, C-19), 17.75
(C-20), 18.88 (C-17), 25.76 (C-16), 26.07 (C-5), 26.68 / 26.84 (C-9, C-13),
39.74 / 39.78 (C-8, C-12), 41.05 (C-4), 59.50 (CO,CH,CH3), 115.72 (C-2),
122.99 / 124.18 / 124.46 (C-6, C-10, C-14), 131.31 (C-15), 135.11 / 136.23
(C-7, C-11), 159.80 (C-3), 166.95 (C-1).

EI-MS m/z (%) = 333 (3) [M+1]", 332 (12) [M]", 287 (6), 205 (5), 189 (9), 149 (11),
137 (17), 136 (29), 135 (21), 128 (41), 123 (18), 122 (11), 121 (32), 109 (15),
107 (18), 95 (18), 93 (23), 91 (12), 82 (15), 81 (55) [CeHo]", 79 (13), 69 (100)
[CsHo]™, 68 (19), 67 (22), 55 (16), 53 (15), 41 (20) [C3Hs]".

CyHs60; (332.53).

169



(E,E,E)-3,7,11,15-Tetramethyl-[1 —1SC]hexadeca—2,6, 10,14-tetraensaureethylester
(18%)

Durch Umsetzung von (2Z,6F,10E)-3-(Di- 20 19 18 17 o]

™ N ™ ™
1 O/\
16 12 8 4

[1-"*C]hexadeca-2,6,10, 14-tetraensdureethylester (16%).

ethoxyphosphoryloxy)-7,11,15-trimethyl-

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 8 = 1.27 (t, °J = 7.1 Hz, 3 H, CO,CH,CH3), 1.60 (s, br.,
9 H, 18-H, 19-H, 20-H), 1.68 (s, 3 H, 16-H), 1.90-2.23 (m, 12 H, 4-H, 5-H,
8-H, 9-H, 12-H, 13-H), 2.16 (s, 3 H, 17-H), 4.14 (qd, *Jun = 7.1 Hz, *Jeu =
3.1 Hz, 2 H, CO,CH,CHj3), 5.05-5.15 (m, 3 H, 6-H, 10-H, 14-H), 5.66 (m, 1 H,
2-H).

BC.NMR (75 MHz, CDCly): 6 = 14.41 (CO,CH,CHj3), 16.06 / 16.10 (C-18, C-19), 17.75
(C-20), 18.88 (C-17), 25.75 (C-16), 26.08 (C-5), 26.68 / 26.85 (C-9, C-13),
39.75/39.79 (C-8, C-12), 41.10 (C-4), 59.49 (CO,CH,CH3), 115.71 (d, 'Jec =
75.6 Hz, C-2), 122.99 / 124.19 / 124.46 (C-6, C-10, C-14), 131.32 (C-15),
135.11 /136.23 (C-7, C-11), 159.79 (C-3), 166.95 (**C-1).

BCC,H360; (333.52).

(E,E,E)-3,7,11,15-Tetramethyl-[1,2-"°C;]hexadeca-2,6,10,14-tetraensaureethylester
(18*%)

Durch Umsetzung von (2Z,6E,10E)-3-(Di-
ethoxyphosphoryloxy)-7,11,15-trimethyl- N X X N Do N
[1,2-"*C,]hexadeca-2,6,10,14-tetraenséure-

ethylester (16*%).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.27 (t, °J = 7.1 Hz, 3 H, CO,CH,CH3), 1.60 (s, br.,
9 H, 18-H, 19-H, 20-H), 1.67 (s, 3 H, 16-H), 1.90-2.20 (m, 12 H, 4-H, 5-H,
8-H, 9-H, 12-H, 13-H), 2.16 (s, 3 H, 17-H), 4.14 (qd, *Jun = 7.1 Hz, *Joy =
3.0 Hz, 2 H, CO,CH-CH3), 5.05-5.15 (m, 3 H, 6-H, 10-H, 14-H), 5.66 (d, 'Jen
=159 Hz, 1 H, 2-H).

BC.NMR (75 MHz, CDCls): & = 14.39 (CO,CH,CHj3), 16.06 / 16.10 (C-18, C-19), 17.75
(C-20), 18.88 (C-17), 25.76 (C-16), 26.08 (d, *Jcc = 2.6 Hz, C-5), 26.68 /
26.84 (C-9, C-13), 39.75 / 39.78 (C-8, C-12), 41.05 (dd, “Jec = 6.8 Hz, *Joc =
2.9 Hz, C-4), 59.50 (CO,CH,CH3), 115.71 (d, 'Jec = 75.7 Hz, *C-2), 122.99 /
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124.19 / 124.46 (C-6, C-10, C-14), 131.32 (C-15), 135.11 / 136.23 (C-7,
C-11), 159.79 (d, 'Jec = 72.2 Hz, C-3), 166.95 (d, 'Jcc = 75.7 Hz, °C-1).
BC,C,0H360; (334.50).

16.6 Reduktion von Acrylsaureethylestern zu Allylalkoholen

Nach Lit.*® wird der entsprechende Ethylester (1 Aquiv.) in abs. Toluol geldst (c(Ester) =~
0.25 M). Nach Kiihlung auf 0°C wird eine Losung von Diisobutylaluminiumhydrid (3 Aquiv)
zugegeben (Gasentwicklung) und 3 h bei 0°C geriihrt. Vorsichtig (starkes Schiumen) wird
mit ges. walr. Kaliumnatriumtartratldsung versetzt, das Kiihlbad entfernt und mehrmals mit
Diethylether extrahiert. Nach Waschen der vereinigten organischen Phasen mit 5-proz.
NaHCOs-Losung, Wasser und ges. NaCl-Losung, Trocknen iiber Na,SO4 und Entfernen des
Losungsmittels 1. Vak. wird das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie iiber Kieselgel
mit dem Eluenten Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1 gereinigt. Die in geringen Mengen

entstandenen (2Z7)-Derivate sind bei entsprechender Sdulenlidnge vollstindig abtrennbar.

a) Farnesol
(E,E)-Farnesol (19)

Durch Reduktion von 12.2 g (46.1 mmol) (E,E)-3,7,11- 15 14 13
Trimethyl-dodeca-2,6,10-triensdureethylester (17). 12 8 4 ! OH

Ausbeute 7.80 g (35.1 mmol, 76 %), farblose Fliissigkeit.

R¢ 0.20 (Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 1.5 (s, br., 1 H, OH), 1.59 (s, 6 H, 14-H, 15-H), 1.67
(s, 6 H, 12-H, 13-H), 1.92-2.16 (m, 8 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9-H), 4.14 (d, °J =
7.0 Hz, 2 H, 1-H), 5.04-5.14 (m, 2 H, 6-H, 10-H), 5.40 (,tq, *J = 7.0 Hz, J =
1.2 Hz, 1 H, 2-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 16.02 (C-14), 16.30 (C-13), 17.70 (C-15), 25.71 (C-12),
26.35 (C-5), 26.76 (C-9), 39.59 (C-4), 39.73 (C-8), 59.37 (C-1), 123.46 (C-2),
123.84 / 124.37 (C-6, C-10), 131.35 (C-11), 135.37 (C-7), 139.69 (C-3).”*

™ Fiir genaue *C-NMR-Zuordnungen der aliphatischen Signale aller isomeren Farnesole s. Lit.['"*!
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EI-MS m/z (%) =222 (1) [M]", 204 (2), 191 (4), 189 (2), 179 (2), 161 (4), 138 (3), 137
(8), 136 (13), 135 (5), 123 (9), 122 (5), 121 (9), 109 (10), 107 (10), 95 (11), 93
(17), 81 (31 [CsHo]"), 69 (100) [CsHo]", 41 (27) [C3H5]".

EA ber. C81.02 HI11.79
gef. CS81.12 H12.19
CisHy60 (222.37).
Nebenprodukt: (2Z,6E)-Farnesol 15 14 13
NS N _
12 8 4
"oH

Ausbeute ca. 5 %, farblose Fliissigkeit.

Ry 0.23 (Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.5 (s, br., 1 H, OH), 1.59 (s, 6 H, 14-H, 15-H), 1.67
(s, 3H, 12-H), 1.74 (s, 3 H, 13-H), 1.92-2.13 (m, 8 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9-H),
4.09 (d, *J=7.1Hz, 2 H, 1-H), 5.04-5.14 (m, 2 H, 6-H, 10-H), 5.42 (,,tq“, *J =
7.1Hz,J=13Hz, | H, 2-H).”

BC.NMR (75 MHz, CDCLs): 8 = 16.02 (C-14), 17.70 (C-15), 23.47 (C-13), 25.71 (C-12),
26.55 (C-5), 26.69 (C-9), 32.01 (C-4), 39.73 (C-8), 59.02 (C-1), 123.63 /
124.27 / 124.47 (C-2, C-6, C-10), 131.44 (C-11), 135.95 (C-7), 139.91 (C-3).”

C15sH60 (222.37).

b) Geranylgeraniole

Ausbeute 75 bis 85 % (AnsatzgroBe 4 bis 18 mmol), farblose Fliissigkeit.
Ry 0.24 (Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1).

(E,E,E)-Geranylgeraniol (20)

Durch Reduktion von (FE,E.E)-3,7,11,15-Tetra- 20 19 18 17

AN AN A AN
methyl-hexadeca-2,6,10,14-tetraensidureethyl- 16 12 8 4 1 OH
ester (18).
IR (KBr): v = 3326 cm’ (s, br.), 2966 (s), 2920 (ss), 2855 (s), 1668 (w), 1446

(s), 1382 (m), 1106 (w), 1002 (s), 836 (W), 597 (W).

7 '"H-NMR in Ubereinstimmung mit Lit.""®, Supporting Information (http://pubs.acs.org).
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'H-NMR (300 MHz, CDCls): 8 = 1.1 (s, br., 1 H, OH), 1.60 (s, 9 H, 18-H, 19-H, 20-H),
1.68 (s, 6 H, 16-H, 17-H), 1.92-2.05 (m, 12 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9-H, 12-H,
13-H), 4.15 (d, °J = 6.8 Hz, 2 H, 1-H), 5.06-5.15 (m, 3 H, 6-H, 10-H, 14-H),
5.42 (,t“,J~7Hz 1 H, 2-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCL): & = 16.10 (s, 2 CHs, C-18, C-19), 16.37 (C-17), 17.77
(C-20), 25.79 (C-16), 26.39 (C-5), 26.69 (C-9), 26.83 (C-13), 39.64 (C-4),
39.77 / 39.80 (C-8, C-12), 59.50 (C-1), 123.37 (C-2), 123.84 / 124.24 / 124.45
(C-6, C-10, C-14), 131.38 (C-15), 135.06 / 135.47 (C-7, C-11), 139.94 (C-3).7

EI-MS m/z (%) =290 (2) [M]", 272 (3), 221 (3), 204 (6), 203 (5), 189 (5), 137 (16),
136 (19), 135 (17), 123 (16), 121 (19), 109 (15), 107 (19), 95 (22), 93 (30), 81
(52) [CsHo]", 79 (10), 69 (100) [CsHo]", 68 (15), 67 (17), 55 (12).

C20H340 (290.49).

Nebenprodukt: (2Z,6E,14E)-Geranylgeraniol 20 19 18 17

Ausbeute ca. 5 %, farblose Fliissigkeit.

R¢ 0.29 (Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 1.38 (s, br., 1 H, OH), 1.60 (s, 9 H, 18-H, 19-H, 20-H),
1.68 (s, 3 H, 16-H), 1.74 (s, 3 H, 17-H), 1.91-2.16 (m, 12 H, 4-H, 5-H, 8-H,
9-H, 12-H, 13-H), 4.09 (d, °J = 7.2 Hz, 2 H, 2-H), 5.10 (m, 3 H, 6-H, 10-H,
14-H), 5.43 (,t“, J= 7.1 Hz, 1 H, 2-H).

BC.NMR (75 MHz, CDCl): & = 16.05 (s, 2 CHs, C-18, C-19), 17.71 (C-20), 23.49
(C-17), 25.73 (C-16), 26.59 (C-5), 26.64 (C-9), 26.82 (C-13), 32.05 (C-4),
39.74 /39.77 (C-8, C-12), 59.05 (C-1), 123.66 / 124.16 / 124.45 / 124.48 (C-2,
C-6, C-10, C-14), 131.30 (C-15), 135.11 / 136.02 (C-7, C-11), 139.97 (C-3).”°

C20H340 (290.49).

(E,E,E)-[1-"*C]Geranylgeraniol (20*)

Durch Reduktion von (E,E,E)-3,7,11,15-Tetra- 20 19 18 17

13 . N N N N
methyl-[1-°C]hexadeca-2,6,10,14-tetraensiure- o e 5 ; 1 "OH
ethylester (18%).

76 Fiir genaue *C-NMR-Zuordnungen der aliphatischen Signale aller isomeren Geranylgeraniole s. Lit.!'*>*!
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'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.1 (s, br., 1 H, OH), 1.60 (s, 9 H, 18-H, 19-H, 20-H),
1.68 (s, 6 H, 16-H, 17-H), 1.90-2.18 (m, 12 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9-H, 12-H,
13-H), 4.15 (dd, 'Jen = 142 Hz, *Jyy = 7.0 Hz, 2 H, 1-H), 5.06-5.15 (m, 3 H,
6-H, 10-H, 14-H), 5.38-5.46 (m, 1 H, 2-H).

BC.NMR (75 MHz, CDCl): & = 16.08 (s, 2 CHs, C-18, C-19), 16.35 (C-17), 17.75
(C-20), 25.76 (C-16), 26.40 (C-5), 26.71 (C-9), 26.84 (C-13), 39.61 (C-4),
39.76 / 39.80 (C-8, C-12), 59.47 (*C-1), 123.43 (d, 'Joc = 47.5 Hz, C-2),
123.87 / 124.26 / 124.47 (C-6, C-10, C-14), 131.33 (C-15), 135.04 / 135.46
(C-7, C-11), 139.86 (C-3).7

BCC1oH340 (291.48).

(E,E,E)-[1,2-"°C;,]Geranylgeraniol (20**)

Durch Umsetzung von (E,E,E)-3,7,11,15-Tetra- 20 19 18 17
methyl-[1,2-">C,]hexadeca-2,6,10,14-tetraen- s > 5 : 1 OH

sdureethylester (18%%*).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 8 = 1.3 (s, br., 1 H, OH), 1.60 (s, 9-H, 18-H, 19-H, 20-H),
1.68 (s, 6 H, 16-H, 17-H), 1.91-2.18 (m, 12 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9-H, 12-H,
13-H), 4.14 (ddd, 'Jey = 142 Hz, *Juy = 6.4 Hz, *Jey = 4.0 Hz, 2 H, 1-H), 5.06-
5.15 (m, 3 H, 6-H, 10-H, 14-H), 5.42 (dm, 'Jeu ~ 153 Hz, 1 H, 2-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl;): & = 16.08 (s, 2 CHj, C-18, C-19), 16.35 (d, *Jcc = 2.9 Hz,
C-17), 17.75 (C-20), 25.76 (C-16), 26.40 (d, *Jec = 2.9 Hz, C-5), 26.70 (C-9),
26.84 (C-13), 39.55-39.70 (m, C-4), 39.76 / 39.80 (C-8, C-12), 59.46 (d, 'Jcc =
47.6 Hz, °C-1), 123.42 (d, 'Joc = 47.6 Hz, °C-2), 131.34 (C-15), 135.04 /
135.46 (C-7, C-11), 139.86 (d, 'Jec = 72.8 Hz, C-3).”° Die Signale fiir C-6,
C-10 und C-14 sind vom "*C-2-Signal iiberlagert.

BC,Ci5H340 (292.47).

16.7 Bromierung von Allylalkoholen

In Anlehnung an Lit.*’* wird der betreffende Allylalkohol (1 Aquiv.) in abs. Methylenchlorid
geldst (¢ = 1 M). Die Lésung wird mit Triphenylphosphan (1.1 Aquiv.) versetzt, nach Kiih-
lung auf 0°C gibt man Tetrabrommethan (1.2 Aquiv.) in einer Portion zu. Nach 2 h Riihren
bei 0°C wird das Methylenchlorid bei RT i. Vak. entfernt, mit 5-proz. NaHCO;-Ldsung ver-
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setzt und mehrmals mit Diethylether extrahiert. Nach Waschen der vereinigten Etherphasen
mit Wasser und ges. NaCl-Losung, Trocknen {iber Na,SO4 und Entfernen des Losungsmittels
1. Vak. wird mit n-Hexan verriihrt und fiir einige h in den Kiihlschrank gestellt. Danach wird
bei RT filtriert, mit n-Hexan gewaschen, das Volumen eingeengt, {iber Nacht bei —20°C
stehengelassen und abermals filtriert. Ggf. wird der Prozel3 wiederholt. Reste von Bromoform
und Tetrabrommethan entfernt man im Falle von Farnesyl- und Geranylgeranylbromid durch
mehrstiindiges Trocknen an der Olpumpe.

Im Falle von Geranylbromid wird das Produkt mittels Vakuumdestillation gereinigt. (Poly)-
prenylbromide sind vor Licht zu schiitzen. Bei —20°C ist eine Aufbewahrung iiber mehrere

Wochen hinweg ohne Qualitdtsverlust moglich.

mogliche Verunreinigungen der Produkte:

Tetrabrommethan
BC-NMR (75 MHz, CDCL): 8 =-29.61.

Bromoform
'H-NMR (300 MHz, CDCL;): & = 6.83.
BC.NMR (75 MHz, CDCl3): & =9.78.

a) Geranylbromid (11) “ N

Br

Durch Umsetzung von Geraniol.

Ausbeute 70-80 % nach Destillation, farblose Fliissigkeit.

Sdp. 60°C (0.051 mbar).

R 0.95 (Isohexan : Essigsaureethylester = 7:1).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 1.60 (s, 3 H, 10-H), 1.68 (s, 3 H, 8-H), 1.73 (s, 3 H,
9-H), 2.00-2.16 (m, 4 H, 4-H, 5-H), 4.02 (d, °J = 8.5 Hz, 2 H, 1-H), 5.03-5.11
(m, 1 H, 6-H), 5.53 (,,tq*, J~ 8.5 Hz, J~ 1.2 Hz, 1 H, 2-H).

BC.NMR (75 MHz, CDCls): § = 16.03 (C-9), 17.77 (C-10), 25.74 (C-8), 26.28 (C-5),
29.71 (C-1), 39.60 (C-4), 120.63 (C-2), 123.61 (C-6), 132.05 (C-7), 143.65
(C-3).

CioHy7Br (217.15).
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b) (E,E)-Farnesylbromid (12)

Durch Umsetzung von 2.47 g (11.1 mmol) (E,E)-Farnesol 15 14 13 |
(19). 12 8 4 Br

Ausbeute 3.02 g (10.6 mmol, 95 %), gelbe Fliissigkeit (Rohprodukt).

Ry 0.95 (Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.60 (s, 6 H, 14-H, 15-H), 1.68 (s, 3 H, 12-H), 1.73 (s,
3 H, 13-H), 1.93-2.17 (m, 8 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9-H), 4.02 (d, °J = 8.5 Hz, 2 H,
1-H), 5.09 (m, 2 H, 6-H, 10-H), 5.53 (,t“,J= 8.5 Hz, 1 H, 2-H).

BC.NMR (75 MHz, CDCls): 8 = 16.05 / 16.12 (C-13, C-14), 17.77 (C-15), 25.77 (C-12),
26.18 (C-5), 26.78 (C-9), 29.72 (C-1), 39.60 (C-4), 39.75 (C-8), 120.65 (C-2),
123.47 (C-6), 124.40 (C-10), 131.39 (C-11), 135.70 (C-7), 143.67 (C-3).”

CisHasBr (285.27).

c) Geranylgeranylbromid

Ausbeute: um 90 % (AnsatzgroBe um 1 mmol), farblose bis geringfiigig braunliche Fliis-
sigkeit (Rohprodukt).
Ry 0.95 (Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1).

(E,E,E)-Geranylgeranylbromid (25)

Durch Umsetzung von (E,E,E)-Geranylgeraniol 20 19 18 17
(20). 16 2 ; i toBr

'H.NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.60 (s, 9 H, 18-H, 19-H, 20-H), 1.68 (s, 3 H, 16-H),
1.75 (s, 3 H, 17-H), 1.93-2.18 (m, 12 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9-H, 12-H, 13-H), 4.02
(d,*J=8.5Hz, 2 H, 1-H), 5.06-5.16 (m, 3 H, 6-H, 10-H, 14-H), 5.53 (,.tq*, J =
8.5Hz,J~ 1.2 Hz, 1 H, 2-H).

BCANMR (75 MHz, CDCL): § = 16.07 / 16.10 / 16.15 (C-17, C-18, C-19), 17.78 (C-20),
25.79 (C-16), 26.20 (C-5), 26.69 / 26.86 (C-9, C-13), 29.75 (C-1), 39.63 (C-4),
39.76 / 39.82 (C-8, C-12), 120.65 (C-2), 123.49 / 124.27 / 124.48 (C-6, C-10,
C-14), 131.35 (C-15), 135.06 / 135.74 (C-7, C-11), 143.70 (C-3).

7" Zuordnungen C-4/C-8, C-5/C-9, C-6/C-10 nach Lit.!'*!
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C20H33BI‘ (35339)

(E,E,E)-[1-*C]Geranylgeranylbromid (25*)

Durch Umsetzung von (E.E,E)-[1-">C]Geranylge- 20 1 18 7
™

raniol (20%). 16 12 8 4

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.60 (s, 9 H, 18-H, 19-H, 20-H), 1.68 (s, 3 H, 16-H),
1.73 (s, 3 H, 17-H), 1.93-2.15 (m, 12 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9-H, 12-H, 13-H), 4.02
(dd, "Jey = 153 Hz, *Juy = 8.4 Hz, 2 H, 2-H), 5.05-5.15 (m, 3 H, 6-H, 10-H,
14-H), 5.48-5.58 (m, 1 H, 2-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl): 6 = 16.02/ 16.08 / 16.13 (C-17, C-18, C-19), 17.76 (C-20),
25.77 (C-16), 26.19 (C-5), 26.68 / 26.85 (C-9, C-13), 29.69 (*C-1), 39.61 (d,
3Joc = 5.0 Hz, C-4), 39.75 / 39.80 (C-8, C-12), 120.63 (d, 'Joc = 47.6 Hz, C-2),
123.47 / 124.26 / 124.46 (C-6, C-10, C-14), 131.31 (C-15), 135.03 / 135.71
(C-7, C-11), 143.65 (C-3).

BCC oH33Br (354.38).

(E,E,E)-[1,2-"*C;]Geranylgeranylbromid (25**)

Durch Umsetzung von (E,E,E)-[1,2-13C2]Geranyl- 20 19 18 17

geraniol (20%%). 16 & : " 1Br

Ausbeute 401 mg (1.13 mmol, 87 %), nahezu farblose Fliissigkeit (Rohprodukt).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.60 (s, 9 H, 18-H, 19-H, 20-H), 1.68 (s, 3 H, 16-H),
1.73 (,,d“, *Jen = 5.0 Hz, 3 H, 17-H), 1.93-2.15 (m, 12 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9-H,
12-H, 13-H), 4.01 (ddd, "Jey = 153 Hz, *Jyy = 8.4 Hz, “Joy = 3.9 Hz, 2 H,
2-H), 5.05-5.15 (m, 3 H, 6-H, 10-H, 14-H), 5.51 (dm, 'Jey =~ 159 Hz, 1 H,
2-H).

BC,C sH33Br (355.36).
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17 Synthesen polyprenylierter Arene

171 Allgemeine Arbeitsvorschriften zu Kapitel 17

AAV 1: Herstellung von Chlormethoxymethan (MOMCI)

Nach Lit.*” werden in einem Einhalskolben mit Riihrfisch und Septum 7.99 g
(105 mmol, 1.05 Aquiv.) Dimethoxymethan (getrocknet iiber Molekularsieb)
und 0.24 ml (6.0 mmol, 0.06 Aquiv.) Methanol (getrocknet iiber Molekularsieb) vorgelegt.
Ausheizen des Kolbens oder Schutzgasatmosphdre sind nicht erforderlich. Mittels einer
Spritze werden 7.85 g (100 mmol, 1.00 Aquiv.) Acetylchlorid innerhalb von ca. 5 min in
mehreren Portionen zugegeben. Die Temperatur darf dabei 45°C nicht iiberschreiten, bei
grofBeren Ansédtzen wird daher ein Innenthermometer verwendet. Man riihrt bei RT, bis die
Umsetzung vollstiandig ist (etwa 24 bis 36 h, NMR-Kontrolle). Die so erhaltene 6 M Losung
von Chlormethoxymethan in Essigsduremethylester wird direkt eingesetzt; sie kann im dicht

verschlossenen Kolben wochenlang autbewahrt werden.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): § = 3.49 (s, 3 H, OCHs), 5.44 (2, 2 H, OCH,CI).
BC.NMR (75 MHz, CDCLy): & = 57.67 (OCH;), 84.61 (OCH,CY).
C,H;ClO (80.51).

Essigsauremethylester:
'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 =2.03 (s, 3 H, CH3CO), 3.64 (s, 3 H, OCHj).

Acetylchlorid:
'H-NMR (300 MHz, CDCL;): & = 2.65 (s, 3 H, CH;CO).

Dimethoxymethan:
'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 =3.33 (s, 6 H, 2 OCH3), 4.55 (s, 2 H, OCH,0).

AAV 2: Spaltung von (Methoxymethyl)arylethern mit Chlorwasserstoff

In einem Schlenkkolben wird das Substrat in trockenem Methanol bzw. Isopropanol geldst (c
= 0.1 Mm). Ist das Reaktionsprodukt oxidationsempfindlich, so wird die Losung durch mehr-

maliges wechselweises Anlegen von Vakuum und Beliiften mit Argon von Sauerstoff befreit.
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AnschlieBend wird die jeweils angegebene Menge”® Acetylchlorid zugegeben. Die Reaktion
wird diinnschichtchromatographisch verfolgt, unnétig lange Reaktionszeiten sind zu vermei-
den. Nach Beendigung der Abspaltung wird mit Wasser versetzt und mehrmals mit Essigséau-
reethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden zweimal mit Wasser ge-
waschen (pH-Kontrolle). Nach Entfernen des Losungsmittels wird i. Vak. getrocknet und wie

angegeben gereinigt.

AAV 3: Spaltung von (Methoxymethyl)arylethern mit Toluolsulfonsaure

Eine 0.1 M Losung des geschiitzten Substrates in Isopropanol wird mit 4-Toluolsulfonsdure-
Monohydrat versetzt und bei 60°C geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion wird mit Wasser
versetzt und mehrmals mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden zweimal mit Wasser gewaschen. Nach Entfernen des Losungsmittels wird i.

Vak. getrocknet und wie angegeben gereinigt.

AAV 4: Polyprenylierung von 1,2,4-Tris(methoxymethoxy)benzol (31) an C-3

In einem Schlenkkolben werden 1.2 Aquiv. 1,2,4-Tris(methoxymethoxy)benzol (31) in abs.
Tetrahydrofuran geldst (c = 0.1 M) und bei 0°C mit 1.2 Aquiv. n-Butyllithium versetzt. Man
riihrt 0.5 h bei RT, kiihlt anschlieBend auf 0°C und versetzt mit 1.2 Aquiv. festem Kupfer(1)-
chlorid. Nach 0.5h wird auf —20°C gekiihlt und eine Losung des Polyprenylbromides
(1.0 Aquiv.) in Tetrahydrofuran mittels einer Spritzenpumpe langsam zugesetzt. Nach Been-
digung des Zutropfens rithrt man noch 0.5 h bei —20 bis —10°C, entfernt dann das Kiihlbad
und 148t auf RT kommen. Nach Quenchen mit ges. NH4CI-L6sung und mehrfacher Extraktion
mit Diethylether werden die vereinigten organischen Phasen iliber Na,SO4 getrocknet, das

Losungsmittel 1. Vak. entfernt und das Produkt wie angegeben gereinigt.

AAV 5: Polyprenylierung von 1-Brom-2,3,5-tris(methoxymethoxy)benzol (38)

In einem Schlenkkolben werden 1.2 Aquiv. 1-Brom-2,3,5-tris(methoxymethoxy)benzol (38)
in abs. Tetrahydrofuran geldst (c = 0.2 M). Nach Kiihlung auf -78°C tropft man 1.3 Aquiv.

® Die Zahl der jeweils angegebenen Aquivalente bezieht sich dabei immer auf die Einheit eines Molekiiles,
auch wenn dieses mehrere abzuspaltende MOM-Schutzgruppen tragt.
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einer Losung von n-Butyllithium in Hexan zu, riihrt die farblose Losung 15 min, setzt
0.04 Aquiv. einer Lsung von Li,CuCly in Tetrahydrofuran zu und riihrt weitere 10 min. Mit-
tels einer Spritzenpumpe wird eine Losung von 1.0 Aquiv. des entsprechenden Polyprenyl-
bromides in abs. Tetrahydrofuran (¢ = 0.2 bis 0.4 M) langsam (innerhalb etwa 0.5 bis 0.75 h
fiir einen 0.5 mmol-Ansatz) zugetropft. Nach Beendigung des Zutropfens riihrt man noch
2.5 h bei —78°C, entfernt anschlieend das Kiihlbad und 148t die Losung auf RT erwédrmen. Es
wird mit ges. walr. NH4Cl-Losung und verd. Ammoniaklosung versetzt und mehrmals mit
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Losung
gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels i. Vak. reinigt

man wie angegeben.

AAV 6: Herstellung von Isopropylmagnesiumbromid

In einem 25 ml-Zweihalskolben mit Riihrfisch, Septum und RiickfluSkiihler werden ca. 0.36 g
(15 mmol, 1.5 Aquiv.) Magnesiumspine i. Vak. ausgeheizt. Nach Abkiihlen und Fluten mit
Argon setzt man 7 ml abs. Tetrahydrofuran zu. Zu diesem Gemisch 148t man aus einer Spritze
ca. 10 % einer Losung von 1.23 g (10 mmol, 1 Aquiv.) Isopropylbromid in 3 ml abs. Tetrahy-
drofuran flieBen. Nach zwei bis vier Minuten beginnt die Erwdrmung des Gemisches und es
stellt sich eine leichte Triibung ein. Mittels einer Spritzenpumpe wird nun der Rest der Alkyl-
halogenidlosung langsam (innerhalb etwa 20-30 min) zugetropft, wobei die Losung maBig
warm wird. Nach Beendigung des Zutropfens erwidrmt man noch 1 h auf 60°C. Die iiberste-
hende Losung wird nach Absetzenlassen des iiberschiissigen Magnesiums ohne Filtration
verwendet.

Bestimmung der Konzentration in Anlehnung an Lit.*”): Ca. 0.8 mmol Menthol werden

genau abgewogen und in einem ausgeheizten und mit Argon befiillten Schlenkkolben zusam-
men mit einer Spatelspitze trockenem 1,10-Phenanthrolin in ca. 2.5 ml abs. Tetrahydrofuran
gelost. Aus einer 1 ml-Spritze wird unter Riithren bis zur Violettfarbung mit Grignard-Losung

titriert. Die Konzentrationen liegen i.d.R. um 0.85 M.

Zur Ubertragung des Grignard-Reagenzes sollten nur Spritzen mit relativ kurzen (4 cm) und
nicht zu diinnen Kaniilen verwendet werden. Im Falle ldngerer Kaniilen wurde des ofteren
(insbesondere bei sehr langsamer Tropfgeschwindigkeit) Verstopfung durch eine glasartige

Erhértung der Losung in der Kaniile beobachtet.
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AAV 7: Herstellung von Lithiumtrichlorocuprat(l)

Ein 25 ml-Schlenkkolben mit Riihrfisch wird mit Argon befiillt und gewogen. Ca. 100 mg
trockenes Lithiumchlorid (2 Aquiv.) werden zugegeben, dessen genaue Masse man anschlie-
end durch Wégung bestimmt. Nach Ausheizen des Kolbens zusammen mit dem LiCl,
Abkiihlen und Befiillen mit Argon setzt man soviel Tetrahydrofuran zu, da3 spéter eine etwa
0.2M Lésung an LiCuCl; resultiert. Nach Zugabe von 1 Aquiv. Kupfer(l)-chlorid und
Riihren entsteht schnell eine klare, schwach griinliche Losung von Lithiumtrichlorocuprat(1),
die nicht tiber ldngere Zeit haltbar ist. Handelsiibliches (griines) CuCl ist ungeeignet. Eine

Reinigung™*’®

ist unter groferen Substanzverlusten moglich. Dazu wird mit konz. HCI
versetzt und filtriert. In die griine Losung 146t man vorsichtig Wasser einlaufen, bis sich ein
nahezu farbloser Niederschlag bildet. Dieser wird abfiltriert, einmal mit Eisessig und mehr-
mals mit Diethylether gewaschen und 1. Vak. bei 100°C (Trockenpistole) getrocknet. Alterna-
tiv kann reines (99.995 %), nahezu farbloses CuCl im Handel bezogen werden. Reines CuCl

wird unter Licht-, Feuchtigkeits- und Luftausschluf3 gelagert.

AAV 8: Kupplung von Aryliodiden mit Polyprenylbromiden

Eine 0.2 M Losung des Aryliodids (1.2 Aquiv.) in abs. Tetrahydrofuran wird auf -20°C
gekiihlt. Man tropft langsam 1.35 Aquiv. einer Losung von Isopropylmagnesiumbromid in
Tetrahydrofuran (AAV 6) zu und rithrt 0.5 h, worauf man 0.04 Aquiv. einer Losung von
Li,CuCl, in abs. Tetrahydrofuran’® zusetzt. Alternativ kann auch Li,CuCls (AAV 7) verwen-
det werden. Nach 10 min Riihren wird eine Ldsung von 1.0 Aquiv. des entsprechenden
Prenylbromids in abs. Tetrahydrofuran (Konzentration etwa 0.2 bis 0.4 M) mittels einer Sprit-
zenpumpe langsam (innerhalb etwa 0.5 bis 0.75 h fiir einen 0.5 mmol-Ansatz) zugetropft.
Nach Beendigung des Zutropfens wird noch 1.5 h bei —20°C weitergeriihrt. Dann entfernt
man das Kiihlbad, 148t auf RT kommen und quencht mit ges. NH4Cl-Losung. Nach Zusatz
von verd. Ammoniakldsung extrahiert man mehrmals mit Diethylether, wéscht die vereinigten
organischen Phasen mit ges. NaCl-Losung und trocknet tiber Na,SO4. Nach Entfernen des

Losungsmittels wird das Rohprodukt durch Sédulenchromatographie an Kieselgel gereinigt.

” Eine 0.2 M Losung von Li,CuCl, in THF kann im Handel bezogen werden. Alternativ ist die Herstellung der
Losung durch Vereinigen von LiCl und CuCl, in THF méglich.**
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AAV 9: Verseifung von Benzoesauremethylesterderivaten

Die Esterverseifung erfolgt unter miBigem RiickfluB (Olbadtemperatur 100°C) im Gemisch
Methanol : 2 N wiBr. LiOH = 3:1 (v/v). Es werden mindestens 1.5 Aquiv. LiOH eingesetzt;
bei kleinen Ansatzgrofen entsprechend mehr, so da3 ungehindertes Refluxieren moglich ist
(auch eine groBe Uberdosierung der Base hat keinerlei negative Auswirkung). Nach Beendi-
gung der Umsetzung wird mit Wasser versetzt, mit 2 N HCI schwach angeséuert und mehr-
mals mit Essigsdureethylester extrahiert. Nach Waschen der vereinigten organischen Phasen
mit Wasser wird das Losungsmittel entfernt und i. Vak. getrocknet. Eine Reinigung der Pro-

dukte ist 1.d.R. nicht erforderlich.

17.2  (E,E,E)-[1'-*C]Geranylgeranylhydrochinon (5*)

In Anlehnung an Lit.[10-60]

werden 0.119 g
(1.00 mmol, 2 Aquiv.) Hydrochinon und

16 ul  (0.125 mmol, 0.25 Aquiv.) Bortri-

fluorid-Etherat in 1 ml abs. Dioxan geldst.

Zu dieser Losung tropft man bei 60°C langsam (innerhalb 0.5 bis 0.75 h) eine Losung von
0.146 g (0.5 mmol, 1 Aquiv.) [1-"°C]Geranylgeraniol (20%) in Dioxan. Man riihrt bei 60°C
solange, bis kein Geranylgeraniol mehr vorhanden ist (etwa 2.5 h, DC-Kontrolle). Die Losung
wird nach Abkiihlen mit Wasser versetzt und anschlieBend wird mehrmals mit Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser und ges. NaCl-Losung
gewaschen und iiber Na,SO,4 getrocknet. Nach dem Entfernen des Losungsmittels i. Vak.
trennt man den Hauptteil des nicht umgesetzten Hydrochinons ab, indem man den Riickstand
in Chloroform aufnimmt und durch Glaswolle filtriert (nachwaschen mit Chloroform). Das
Filtrat wird i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit und das Rohprodukt durch Sdulenchromato-

graphie iiber Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 4:1 gereinigt.

Ausbeute 60.3 mg (0.157 mmol, 31 %), farblose Fliissigkeit.

Ry 0.26 (Isohexan : Essigsdureethylester = 4:1).

"H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 1.61 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.69 (s, 3 H, 16'-H),
1.76 (s, 3 H, 17'-H), 1.94-2.22 (m, 12 H, 4'-H, 5'-H, 8'-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H),
3.30 (dd, "Jen = 127 Hz, *Juu = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H), 4.89 (s, br., 1 H, OH), 4.93
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(s, br., 1 H, OH), 5.06-5.19 (m, 3 H, 6'-H, 10'-H, 14'-H), 5.26-5.36 (m, 1 H,
2'-H), 6.54-6.70 (m, 3 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz, CDClL3): & = 16.07 / 16.12 (C-18', C-19"), 16.27 (d, *Joc = 3.8 Hz,
C-17"), 17.74 (C-20"), 25.75 (C-16'), 26.49 / 26.65 / 26.83 (C-5', C-9', C-13"),
29.71 (C-1", 39.65-39.89 (C-4', C-8', C-12'), 113.82 / 116.68 (2 CH) (C-3,
C-5, C-6), 121.36 (d, 'Jec = 42.7 Hz, C-2'), 123.79 / 124.30 / 124.49 (C-6,
C-10', C-14"), 128.39 (d, 'Jec = 42.7 Hz, C-2), 131.35 (C-15"), 135.04 / 135.62
/138.67 (C-3', C-7', C-11"), 148.18 / 149.38 (d, Jcc = 4.1 Hz) (C-1, C-4).

EI-MS m/z (%) = 384 (13) [M+1]", 383 (42) [M]", 368 (1), 340 (2), 314 (2) [M—
CsHol", 301 (2), 259 (8), 247 (6), 233 (6), 232 (6), 204 (8), 202 (5), 191 (11),
190 (9), 179 (25), 178 (18), 177 (15), 164 (31), 162 (38), 150 (8), 149 (12),
148 (9), 137 (12), 135 (18), 124 (79), 123 (24), 121 (19), 109 (25), 107 (19),
95 (24), 93 (20), 91 (13), 81 (49) [CeHo]", 69 (100) [CsHo]", 68 (18), 67 (23),
55 (18), 53 (16), 41 (46) [C3H;s]".

BCC,5H350; (383.58).

17.3 3-Polyprenylbenzol-1,2,4-triole (7, 7%, 33)

1,2,4-Tris(methoxymethoxy)benzol (31)

Beschrieben wird die Herstellung aus dem im Vergleich zu Benzol-1,2,4- OCH,OCH;,

triol billigeren kéauflichen Triacetat. Man 16st 5.04 g (20 mmol) l 2OCHZOCH3

1,2,4-Triacetoxybenzol (30) unter Erwérmen in 50 ml Methanol. Durch

mehrmaliges wechselweises Anlegen von Vakuum und Schutzgas wird oerosrs

die Losung von Sauerstoff befreit. Man gibt 3.9 ml (4.00 g, 80 mmol, 4 Aquiv.) Hydrazin-
Monohydrat zu, riihrt 15 min bei RT und entfernt anschlieBend die fliichtigen Komponenten i.
Vak. Der Riickstand wird mit schutzgasgesittigter verd. Salzsdure versetzt und mehrfach mit
Essigsdureethylester extrahiert. Nach Waschen mit ges. NaCl-Losung und Trocknen iiber
Na,SO4 wird das Losungsmittel 1. Vak. entfernt. Eine Suspension des Rohproduktes (2.45 g,
97 %) in 50 ml abs. Methylenchlorid wird unter leichter Kithlung mit 19.0 ml (114 mmol,
6 Aquiv.) einer 6 M Losung von Methoxymethylchlorid in Essigsiuremethylester (AAV 1)
sowie 26 ml (19.6 g, 152 mmol, 8 Aquiv.) Ethyldiisopropylamin® versetzt, wobei vollstin-

dige Auflosung eintritt. Nach mehreren Stunden Riihren wird mit verd. Natronlauge versetzt,

% Etwas hohere Ausbeuten (70 bis 80%) konnen erreicht werden, wenn mehrmals hintereinander
Natriumhydrid im Wechsel mit MOMCI zugegeben wird. Die oben beschriebene Methode ist bequemer
durchzufiihren.
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der Hauptteil des Losungsmittels i. Vak. entfernt und mehrmals mit Diethylether extrahiert.

Nach Waschen der vereinigten organischen Phasen mit ges. NaCl-Losung und Trocknen iiber

Na,SO4 werden Ether und Hiinig-Base i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Séu-

lenchromatographie an Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 3:1

gereinigt.

Ausbeute
R
IR

'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

EA

3.21 g (12.4 mmol, 62 %), geringfiigig gelbe Fliissigkeit.

0.35 (Isohexan : Essigsdureethylester = 3:1).

(KBr): v =2994 cm™ (m), 2956 (s), 2901 (s), 2827 (m), 2787 (w), 1609 (m),
1596 (m), 1505 (s), 1469 (m), 1442 (m), 1402 (m), 1261 (m), 1223 (s), 1194
(s), 1153 (s), 1126 (m), 1080 (s), 1008 (s, br.), 923 (s), 850 (m), 811 (m), 767
(W), 708 (w), 666 (W), 631 (W).

(300 MHz, CDCl3): 6 = 3.46 (s, 3 H, OCH,OCHj3), 3.50 (s, 3 H, OCH,OCHj3),
3.51 (s, 3H, OCH,OCHs), 5.10 (s, 2H, OCH,OCHj), 5.14 (s, 2 H,
OCH,0CHj3), 5.20 (s, 2 H, OCH,OCHs), 6.64 (dd, >J = 8.9 Hz, *J = 2.9 Hz,
1 H, 5-H), 6.88 (d, *J=2.9 Hz, 1 H, 3-H), 7.05 (d, *J = 8.9 Hz, 1 H, 6-H).

(75 MHz, CDCl3): 6 = 55.97 (OCH,OCHj3), 56.15 (OCH,OCH3), 56.24
(OCH,0CH3), 95.12 (OCH,0CH3), 95.53 (OCH,OCH3), 96.30 (OCH,OCH3),
106.57 / 109.38 / 118.25 (C-3, C-5, C-6), 142.31 / 148.27 / 152.98 (C-1, C-2,
C-4).

m/z (%) = 259 (4) [M+1]", 258 (35) [M], 213 (2) [M—C,Hs0]", 195 (2), 182
(28), 152 (52), 137 (7), 123 (2), 121 (2), 79 (2), 45 (100) [C,H;0]".

ber. C55.81 H7.02

gef. C55.82 H7.26

C1,H;506 (258.27).

3-Geranyl-1,2,4-tris(methoxymethoxy)benzol (32)

Nach AAV 4 werden 62.0mg (0.240 mmol) 1,2,4- OCH,0CHs;

Tris(methoxymethoxy)benzol (31) mit 43.4 mg (0.200 mmol)
Geranylbromid umgesetzt. Die Reinigung des Produktes erfolgt

OCH,0CH;

OCH,0CH;

durch Siulenchromatographie an Kieselgel mit dem Eluenten

Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1.

Ausbeute
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Ry 0.27 (Isohexan : Essigsaureethylester = 7:1).

IR (KBr): v = 2957 cm™ (s, br.), 2927 (s), 2850 (m), 2826 (m), 1593 (w), 1485
(s), 1440 (m), 1399 (w), 1250 (m), 1206 (m), 1154 (s), 1082 (m), 1045 (ss,
br.), 943 (s), 925 (m), 805 (w), 717 (w).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.57 (s, 3 H, 10-H), 1.64 (s, 3 H, 8'-H), 1.78 (s, 3 H,
9'-H), 1.94-2.10 (m, 4 H, 4'-H, 5-H), 3.44 (d, °J =~ 7 HZ"', 2 H, 1'-H), 3.46 (s,
3 H, OCH,0OCHj3), 3.50 (s, 3 H, OCH,0CH), 3.59 (s, 3 H, OCH,0OCH), 5.03-
511 (m, 1H, 6-H), 5.10 (s, 2H, OCH,OCH;), 5.12 (s, br., 4H, 2
OCH,0OCHjz), 5.22 (,tq*, °J = 6.8 Hz, *J = 1.2 Hz, 1 H, 2"-H), 6.78 (d, °J =
9.1 Hz, 1 H, ArH), 6.92 (d,°J=19.1 Hz, 1 H, ArH).

BC.NMR (75 MHz, CDCls): & = 16.24 (C-9"), 17.68 (C-10"), 23.64 (C-1'), 25.70 (C-8'),
26.74 (C-5"), 39.78 (C-4"), 55.91 (OCH,OCH3), 56.16 (OCH,OCH3), 57.54
(OCH,OCHs), 94.94 (OCH,OCHj3), 95.92 (OCH,0CH3), 99.27 (OCH,OCH3),
110.05 / 114.68 (C-5, C-6), 122.98 (C-2'), 124.42 (C-6"), 126.19 (C-3), 131.29
(C-7), 134.84 (C-3"), 144.99 / 145.80 / 150.97 (C-1, C-2, C-4).

EI-MS m/z (%) = 395 (4) [M+1]", 394 (16) [M]", 318 (6), 317 (4), 285 (7), 217 (16),
203 (11), 189 (13), 151 (20), 135 (15), 69 (20) [CsHo]", 45 (100) [C,H;0]", 41
(10) [CsHs] "

HR-EI-MS  ber. 394.2355, gef. 394.2368.

C2oH3406 (394.51).

3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-1,2 4-tris(methoxymethoxy)benzol (34, 34*)

Die Herstellung erfolgt nach AAV 4 aus 1,2,4-Tris(methoxymethoxy)benzol (31) und
(E,E,E)-Geranylgeranylbromid (25 bzw. 25%). Das Rohprodukt wird mittels Sdulenchromato-

graphie tiber Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 10:1 gereinigt.

Ausbeute 73 % (AnsatzgroBe 0.25 mmol), farblose Fliissigkeit.
R¢ 0.23 (Isohexan : Essigsdureethylester = 10:1).

1 Wegen Uberlagerung des Dublettsignales & 3.44 mit dem Signal 3 3.46 ist die genaue Bestimmung der Kopp-
lungskonstanten nicht moglich.

185



a) Daten der unmarkierten Verbindung: OCH,0CHs

3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-1,2,4-tris-
(methoxymethoxy)benzol (34)

IR

'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

HR-EI-MS

OCH,0CH;

(KBr): v = 2956 cm’ (s, sh), 2925 (s, br.), 2849 (s), 2826 (s, sh), 1666 (w),
1593 (w), 1485 (s), 1440 (s), 1399 (m), 1382 (m), 1250 (s), 1206 (m), 1154 (s),
1089 (s), 1046 (ss, br.), 944 (s), 926 (s), 805 (m), 717 (W), 679 (W).

(300 MHz, CDCl3): & = 1.57 (s, 3H) / 1.59 (s, 3H) / 1.60 (s, 3 H) (18"-H,
19'-H, 20-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H), 1.78 (s, 3 H, 17'-H), 1.91-2.11 (m, 12 H,
4'-H, 5'-H, 8'-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H), 3.44 (d, °J =~ 7HZ", 2 H, 1'-H), 3.46 (s,
3 H, OCH,OCH;), 3.50 (s, 3 H, OCH,OCH), 3.59 (s, 3 H, OCH,OCHs), 5.05-
5.13 (m, 3 H, 4-H, 8'-H, 12'-H), 5.10 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.12 (s, br., 4 H, 2
OCH,OCHs3), 5.23 (,tq“, °J = 6.7Hz, *J = 1.2 Hz, 1 H, 2'-H), 6.78 (d, *J =
9.0 Hz, 1 H, ArH), 6.93 (d, >J=9.0 Hz, 1 H, ArH).

(75 MHz, CDCl3): § = 16.05 (s, 2 CH3, C-18', C-19"), 16.30 (C-17"), 17.73
(C-20", 23.66 (C-1"), 25.74 (C-16"), 26.72 / 26.75 / 26.84 (C-5', C-9', C-13"),
39.78 (2 CH,) / 39.84 (1 CH,) (C-4', C-8', C-12", 55.91 (OCH,0CH3), 56.17
(OCH,0CH3), 57.56 (OCH,0CH3), 94.93 (OCH,OCH3), 95.93 (OCH,0CH3),
99.28 (OCH,OCH3), 110.05 / 114.68 (C-5, C-6), 122.92 (C-2"), 124.31 /
124.33 / 124.48 (C-6', C-10', C-14"), 126.18 (C-3), 131.28 (C-15"), 134.93
(2C)/134.99 (C-3', C-7', C-11"), 144.99 / 145.81 / 150.97 (C-1, C-2, C-4).

m/z (%) = 531 (4) [M+17", 530 (13) [M]", 485 (3) [M—C,H50]", 453 (8), 421
(9), 353 (5), 285 (17), 217 (53), 189 (47), 151 (71), 147 (35), 139 (36), 135
(28), 121 (36), 81 (47) [CsHo]", 69 (83) [CsHo]", 45 (100) [C,H50]", 41 (14)
[CsHs]"

ber. 530.3607, gef. 530.3617.

C3,Hs005 (530.75).

b) Daten der markierten Verbindung:
3-(E,E,E)-[1-"3C]Geranylgeranyl-1,2,4-
tris(methoxymethoxy)benzol (34%)

'"H-.NMR

186

OCH,OCH;

(300 MHz, CDCls): 5 = 1.58 (s, 3H) / 1.59 (s, 3 H) / 1.60 (s, 3 H) (18-H,
19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16-H), 1.78 (s, 3 H, 17-H), 1.91-2.12 (m, 12 H,
4-H, 5-H, 8-H, 9-H, 12"-H, 13"-H), 3.44 (dd, 'Joy = 128 Hz, *Jiyy = 6.6 Hz,
2 H, 1'-H), 3.46 (s, 3 H, OCH,OCHj), 3.50 (s, 3 H, OCH,OCHs), 3.59 (s, 3 H,
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BC.NMR

EI-MS

OCH,0CHs), 5.05-5.16 (m, 3 H, 4-H, 8'-H, 12'-H), 5.10 (s, 2 H, OCH,OCH3),
5.12 (s, br., 4 H, 2 OCH,OCHj3), 5.17-5.26 (m, 1 H, 2'-H), 6.78 (d, °J = 9.1 Hz,
1 H, ArH), 6.92 (d, >J=9.1 Hz, 1 H, ArH).

(75 MHz, CDCl3): & = 16.05 (s, 2 CHs, C-18', C-19'), 16.31 (d, *Jec = 3.8 Hz,
C-17"), 17.73 (C-20"), 23.66 (°C-1"), 25.75 (C-16"), 26.72 / 26.75 / 26.84 (C-5',
C-9', C-13"), 39.69-39.95 (m, C-4', C-8', C-12), 55.92 (OCH,0CH3), 56.17
(OCH,0CH3), 57.57 (OCH,OCH3), 94.93 (OCH,0CH3), 95.93 (OCH,OCH3),
99.28 (OCH,OCH3), 110.05 / 114.68 (C-5, C-6), 122.91 (d, 'Jec = 42.9 Hz,
C-2"), 124.31 / 124.33 / 124.48 (C-6', C-10', C-14"), 126.17 (d, "Joc = 44.0 Hz,
C-3), 131.28 (C-15"), 134.94 (2 C) / 135.00 (C-3', C-7', C-11"), 144.98 / 145.80
/150.97 (C-1, C-2, C-4).

m/z (%) = 531 (6) [M]", 486 (2) [M—C,Hs0]", 455 (5), 454 (5), 354 (3), 286
(8), 236 (9), 218 (22), 192 (15), 190 (19), 152 (27), 140 (15), 135 (12), 121
(15), 109 (11), 107 (13), 95 (13), 93 (11), 81 (25) [CsHo]", 69 (56) [CsHo]", 45
(100) [CoHs0]", 41 (16) [C3Hs] "

BCC31Hs006 (531.74).

3-Geranylbenzol-1,2,4-triol (33)

Nach AAV 2 wird eine Losung von 51.4 mg (0.130 mmol) 32 in
1.3 ml Methanol mit 19 pl (0.261 mmol, 2 Aquiv.) Acetylchlorid
entschiitzt. Die Reaktionszeit betrdgt etwa 3 h. Das Rohprodukt

wird durch Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit dem Lauf-

mittel Isohexan : Aceton = 2:1 gereinigt.

Ausbeute

Ry
IR

'"H-.NMR

21.9mg (83.4 umol, 64 %), farblose Fliissigkeit, die langsam zu einem
schmierigen Feststoff erstarrt.

0.36 (Isohexan : Aceton = 2:1).

(KBr): v = 3430 cm™ (ss, br.), 2967 (m), 2925 (s), 2855 (m), 1628 (m, br.),
1487 (s), 1412 (w), 1378 (m), 1329 (m), 1297 (m), 1234 (m), 1031 (m), 962
(m), 886 (w), 792 (m), 754(w).

(300 MHz, CDCls): 6 = 1.69 (s, 3 H, 10-H), 1.68 (s, 3 H, 8'-H), 1.82 (s, 3 H,
9'-H), 2.02-2.18 (m, 4 H, 4-H, 5'-H), 3.44 (d, °J = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H), 4.83 (s,
1 H, OH), 4.92 (s, 1 H, OH), 5.01-5.09 (m, 1 H, 6-H), 5.28 (,,tq“, °J = 7.1 Hz,
“J=1.3Hz, 1 H, 2'-H), 5.60 (s, 1 H, OH), 6.28 (d, *J= 8.6 Hz, 1 H, ArH), 6.62
(d,’J=8.6 Hz, | H, ArH).
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BC.NMR (75 MHz, CDCLs): & = 16.26 (C-9'), 17.78 (C-10"), 23.04 (C-1'), 25.76 (C-8"),
26.39 (C-5'), 39.73 (C-4"), 107.02 / 113.05 (C-5, C-6), 114.67 (C-3), 121.34
(C-2'), 123.78 (C-6"), 132.31 (C-7"), 137.54 (C-3"), 139.56 / 143.10 / 148.44
(C-1, C-2, C-4).

EI-MS m/z (%) = 263 (10) [M+1]", 262 (59) [M]", 245 (4), 219 (8), 217 (9), 191 (3),
179 (17), 177 (71), 163 (11), 147 (14), 139 (81), 138 (100), 123 (56), 109 (21),
91 (13), 69 (58), 55 (14), 41 (43).

HR-EI-MS  ber. 262.1569, gef. 262.1556.

C16H2,0;5 (262.35).

3-(E,E,E)-Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (7, 7*)

Die Entschiitzung erfolgt nach AAV 2 mit 2 Aquivalenten Acetylchlorid in Methanol. Die
Reaktionszeit betrdgt etwa 3 h. Das Rohprodukt wird mittels Sdulenchromatographie iiber

Kieselgel mit dem Eluenten Isohexan : Aceton = 3:1 gereinigt.

Ausbeute 68 % (AnsatzgrofBe 0.16 mmol), geringfiigig gelbe Fliissigkeit, die nur langsam
zu einem schmierigen Feststoff erstarrt.

Rs¢ 0.19 (Isohexan : Aceton = 3:1).

a) Daten der unmarkierten Verbindung:
3-(E,E,E)-Geranylgeranylbenzol-1,2,4-
triol (7)

IR (KBr): V' = 3413 cm™ (s, br.), 2966 (s), 2920 (ss), 2854 (s), 1666 (w), 1608
(w), 1487 (s), 1449 (m), 1379 (m), 1296 (m), 1246 (m), 1230 (m), 1185 (m),
1026 (m), 965 (m), 888 (m), 796 (m), 751 (w).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.60 (s, 9 H, 18-H, 19'-H, 20'-H), 1.69 (s, 3 H, 16'-H),
1.82 (s, 3 H, 17"-H), 1.93-2.18 (m, 12 H, 4'-H, 5'-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H),
3.45 (d, *Juny = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H), 4.88 (s, 1 H, OH), 4.99 (s, 1 H, OH), 5.04-
5.15 (m, 3 H, 6-H, 10"-H, 14'-H), 5.29 (,tq*, °J = 7.0 Hz, *J = 1.2 Hz, 1 H,
2'-H), 5.61 (s, 1 H, OH), 6.27 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, 5-H), 6.61 (d, >J = 8.6 Hz,
1 H, 6-H).

BC.NMR (75 MHz, CDCL): & = 16.08 / 16.14 (C-18', C-19"), 16.31 (C-17"), 17.76
(C-20"), 23.03 (C-1'), 25.76 (C-16"), 26.40 / 26.66 / 26.84 (C-5', C-9', C-13"),
39.75 (2 CH,) / 39.79 (1 CH,) (C-4', C-8', C-12'), 106.96 / 113.07 (C-5, C-6),
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EI-MS

HR-EI-MS

114.63 (C-3), 121.31 (C-2"), 123.62 / 124.30 / 124.50 (C-6', C-10', C-14"),
131.37 (C-15"), 135.07 / 135.85 / 137.47 (C-3', C-7', C-11"), 139.52 / 143.13 /
148.47 (C-1, C-2, C-4).

m/z (%) = 399 (8) [M+1]", 398 (31) [M]", 396 (5) [M-2 H]", 330 (3), 329 (3)
[M—CsHo]", 262 (7), 259 (11), 219 (7), 217 (11), 194 (19), 179 (33), 177 (87),
139 (100), 138 (43), 123 (18), 121 (21), 109 (21), 107 (15), 81 (38) [CsHo]", 69
(64) [CsHol", 55 (8), 41 (14) [C3Hs]".

ber. 398.2821, gef. 398.2828.

C26H3305 (398.59).

b) Daten der markierten Verbindung:
3-(E,E,E)-[1-"3C]Geranylgeranylbenzol-
1,2,4-triol (7%)

"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

(300 MHz, CDCly): 8= 1.60 (s, 9 H, 18"-H, 19"-H, 20"-H), 1.68 (s, 3 H, 16"-H),
1.82 (s, 3 H, 17-H), 1.91-2.17 (m, 12 H, 4'-H, 5'-H, 8'-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H),
3.44 (dd, Jou = 128 Hz, *Jun = 7.0 Hz, 2 H, 1-H), 5.04-5.16 (m, 3 H, 6-H,
10-H, 14-H), 5.24-5.33 (m, 1 H, 2-H), 5.60 (s, br., 1 H, OH), 6.27 (dd, *Ji =
8.6 Hz, “Jon = 1.0 Hz, 1 H, 5-H), 6.61 (d, *J = 8.6 Hz, 1 H, 6-H).

(75 MHz, CDCls): 6 = 16.08 / 16.14 (C-18', C-19"), 16.31 (d, 3Jcc = 3.9 Hz,
C-17'), 17.76 (C-20"), 23.03 (*C-1"), 25.77 (C-16'), 26.40 / 26.66 / 26.85 (C-5',
C-9', C-13"), 39.65-39.88 (m, C-4', C-8', C-12"), 106.93 / 113.07 (C-5, C-6),
114.61 (d, Uee = 43.4 Hz, C-3), 121.33 (d, Jee = 42.0 Hz, C-2), 123.62 /
124.30 / 124.50 (C-6', C-10', C-14"), 131.36 (C-15"), 135.07 / 135.84 / 137.50
(C-3", C-7",C-11"), 139.48 / 143.14 / 148.48 (C-1, C-2, C-4).

m/z (%) = 400 (18) [M+1]", 399 (60) [M]", 263 (10), 259 (11), 207 (10), 195
(14), 191 (11), 180 (36), 178 (30), 140 (100), 139 (45), 123 (21), 121 (15), 109
(18), 107 (13), 95 (17), 93 (12), 81 (30) [CeHo]', 69 (39) [CsHo]', 41 (20)
[CsHs]

BCCysH3305 (399.58).

189



17.4 6-Polyprenylbenzol-1,2,4-triole (6, 6*, 40)

3-Brom-4-hydroxy-5-methoxybenzaldehyd, 5-Bromvanillin (36)

Nach Lit.*"*! werden 15.22 g (100 mmol) Vanillin (35) in einem GHo
Einhalskolben mit Riihrfisch und Tropftrichter mit 30 ml Eisessig versetzt. :
Eine Losung von 5.1 ml (0.10 mol) Brom in 20 ml Eisessig wird schnell FeCO o Br

zugetropft, wobei leichte Erwidrmung eintritt. Nach Beendigung des
Zutropfens rithrt man noch 5 min weiter und setzt langsam 250 ml Wasser zu. Das ausge-
fallene Produkt wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen, getrocknet und anschlieend aus

EtOH (150 ml) umkristallisiert.

Ausbeute 17.89 g (77.4 mmol, 77 %), farblose kubische Kristalle.

Schmp. 162-164°C (Lit.*"* 163-164°C).

Ry 0.56 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).

'H-NMR (300 MHz, [Ds]Aceton): & = 3.96 (s, 3 H, OCHs), 7.44 (d, *J = 1.8 Hz, 1 H,
ArH), 7.70 (d, “J= 1.8 Hz, 1 H, ArH), 9.81 (s, 1 H, CHO).

BC.NMR (75 MHz, [Dg]Aceton): & = 56.84 (OCH3), 109.33 (C-3), 110.00 (C-6), 129.57
(C-2), 130.80 (C-1), 149.40 / 150.57 (C-4, C-5), 190.27 (CHO).

EI-MS m/z (%) =232 (95) [M]" (*'Br), 231 (77) [M-H]" (*'Br), 230 (100) [M]" (”Br),
229 (70) [M-H]" (Br), 217 (3), 215 (2), 203 (5) [M—CHO]" (*'Br), 201 (6)
[M—CHO]" ("Br), 189 (9), 187 (10), 161 (5), 159 (5), 152 (6), 151 (6) [M—
Br]", 136 (2), 135 (3), 108 (2), 107 (4), 79 (8), 58 (24), 43 (57).

CsH;BrO; (231.05).

2-Brom-6-methoxybenzol-1,4-diol (37)

Nach der Methode von Lit.*'* wird in ein argongesittigtes Gemisch aus OH

33 ml Tetrahydrofuran und 13 ml Wasser eine Mischung aus 2.31g

(10.0 mmol) 5-Bromvanillin (36) und 1.65g (10.5 mmol, 1.05 Aquiv.) HCO™ “y 2 Br
Natriumpercarbonat (Na,COs x 1.5 H,0O,) eingetragen. Einwirkung von o
Ultraschall ist nicht erforderlich. Man riihrt solange, bis die Umsetzung vollstindig ist (ca. 2

bis 3 h). Das Losungsmittel wird entfernt, der Riickstand i. Vak. getrocknet und mittels
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Sdulenchromatographie an Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 2:1

gereinigt.

Ausbeute 2.00 g (9.15 mmol, 91 %), braungrauer Feststoff.

R 0.25 (Isohexan : Essigsdureethylester = 2:1),
0.50 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).

'H-NMR (300 MHz, [D¢]Aceton): & = 3.80 (s, 3 H, OCHj3), 6.48 (d, *J = 2.6 Hz, 1 H,
ArH), 6.57 (d, *J=2.6 Hz, 1 H, ArH), 7.45 (s, br., 1 H, OH), 8.04 (s, br., 1 H,
OH).

BC-NMR (75 MHz, [D¢]Aceton): & = 56.47 (OCH3), 100.54 (C-5%), 108.98 (C-2), 110.88
(C-3"), 138.18 / 149.52 / 151.53 (C-1, C-4, C-6).

EI-MS m/z (%) = 220 (8) [M]" (*'Br), 219 (94) [M-H]" (*'Br), 218 (9) [M]" (”Br),
217 (100) [M-H]" ("Br), 205 (56) [M—CHs]" (*'Br), 203 (54) [M—CHs]"
(Br), 177 (37) [M—CH5—CO]" (*' Br), 175 (37) [M—CH;—CO]" (”Br), 95 (7),
69 (13), 53 (16), 43 (4).

C;H,BrOs (219.03).

1-Brom-2,3,5-tris(methoxymethoxy)benzol (38)

In einem Schlenkkolben werden 1.025 g (4.68 mmol) 2-Brom-6- OCH,0CH;
methoxybenzol-1,4-diol (37) in 10 ml abs. Methylenchlorid sus-

1
pendiert und auf 0°C gekiihlt. Nach Zutropfen von 1.8 ml  HCOCH,0 ; Br

(18.7 mmol, 4 Aquiv.) Bortribromid 1iBt man auf RT kommen und OCHEOCHs
stellt den Kolben solange ins Ultraschallbad, bis vollstindige Losung eingetreten ist (ca.
10 min). Es wird 4 h bei RT geriihrt, anschlieend werden bei 0°C vorsichtig ca. 10 ml argon-
gesittigtes Methanol zugesetzt. Man 146t auf RT kommen, refluxiert 0.5 h und destilliert nach
Abkiihlen Losungsmittel und Borsduretrimethylester i. Vak. in eine Kiihlfalle ab. Der braune,
feste Riickstand (Ry 0.44 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3)) wird nach Trocknen i. Vak. in
10 ml abs. Methylenchlorid suspendiert, mit 4.7 ml (28 mmol, 6 Aquiv.) einer 6 M Losung
von Chlormethoxymethan in Essigsduremethylester (AAV 1) sowie 6.4 ml (37 mmol,
8 Aquiv.) Ethyldiisopropylamin versetzt (Erwirmung, evtl. leichte Kiihlung nétig) und iiber
Nacht geriihrt. Man versetzt mit verd. wilr. Ammoniaklosung und extrahiert mehrmals mit

Diethylether. Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Losung gewaschen

und tliber Na,SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels i. Vak. reinigt man mittels
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Saulenchromatographie iiber Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester =

5:1.

Ausbeute
Rt
IR

'"H-.NMR

BC-NMR

EI-MS

EA

1.29 g (3.84 mmol, 82 %), farblose Fliissigkeit.

0.30 (Isohexan : Essigsaureethylester = 5:1).

(KBr): v = 2995 cm™ (m), 2958 (m), 2935 (m), 2904 (m), 2827 (m), 1600
(m), 1574 (m), 1485 (s), 1440 (m), 1397 (m), 1314 (w), 1294 (w), 1266 (w),
1223 (m), 1192 (m), 1156 (ss), 1134 (m), 1085 (s), 1023 (s), 1000 (s), 958 (s),
927 (s), 842 (m), 823 (m), 764 (w), 731 (w), 678 (W), 628 (W).

(300 MHz, CDCls): & = 3.46 (s, 3 H, OCH,OCHj3), 3.48 (s, 3 H, OCH,0CHj3),
3.65 (s, 3H, OCH,OCH3), 5.09 (s, 2H, OCH,OCHs), 5.10 (s, 2H,
OCH,OCHs), 5.16 (s, 2 H, OCH,OCHs), 6.81 (d, *J=2.8 Hz, 1 H, ArH), 6.93
(d,*J=2.8 Hz, | H, ArH).

(75 MHz, CDCl;): & = 56.15 (OCH,OCHs), 56.41 (OCH,OCH3), 57.95
(OCH,0CH3), 94.94 (OCH,OCH3), 95.37 (OCH,OCH3), 98.97 (OCH,OCH3),
105.36 / 113.50 (C-4, C-6), 117.82 (C-1), 139.19 / 151.40 / 154.16 (C-2, C-3,
C-5).

m/z (%) = 338 (5) [M]" (*'Br), 336 (5) [M]" (”Br), 293 (0.6) [M—C,H;s0]"
(*'Br), 291 (0.6) [M—C,HsO]" (Br), 262 (12), 260 (12), 257 (2) [M=Br]", 232
(10), 230 (10), 181 (2), 45 (100) [C2H50]".

ber. C4275 HS5.08 Br23.70

gef. C42.61 HS5.05 Br23.88

C12H17BI'O6 (33717)

1-Geranyl-2,3,5-tris(methoxymethoxy)benzol (39)

Nach AAV 5 werden 97.4 mg (0.448 mmol) Geranyl- OCH,0OCHs

bromid (11) mit 38 umgesetzt. Das Produkt wird mit-

tels Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit dem

Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 5:1 ge-

reinigt.

Ausbeute

150 mg (0.381 mmol, 85 %"?), farblose Fliissigkeit.

%2 Die angegebene Ausbeute bezieht sich auf eine Versuchsdurchfiihrung mit Arylhalogenid und
Polyprenylbromid im stéchiometrischen Verhiltnis 1:1.
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R¢
IR

'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

EA

0.36 (Isohexan : Essigsaureethylester = 5:1).

(KBr): v = 2958 cm™ (s), 2928 (s), 2853 (m), 2826 (m), 1600 (s), 1485 (s),
1440 (m), 1398 (m), 1323 (m), 1226 (m), 1189 (m), 1155 (s), 1082 (s), 1031
(s), 976 (s), 942 (m), 925 (s), 848 (m), 777 (w), 746 (W), 686 (W), 632 (W), 562
(W).

(300 MHz, CDCl3): & = 1.60 (s, 3 H, 10'-H), 1.68 (s, 3 H, 8'-H), 1.70 (s, 3 H,
9'-H), 2.00-2.17 (m, 4 H, 4'-H, 5'-H), 3.39 (d, °J = 7.2 Hz, 2 H, 1'-H), 3.47 (s,
3 H, OCH,OCHs), 3.50 (s, 3 H, OCH,OCHj3), 3.60 (s, 3 H, OCH,0CH;), 5.04
(s, 2 H, OCH,OCHj3), 5.10 (s, 2 H, OCH,OCHj3), 5.07-5.16 (m, 1 H, 6'-H),
5.17 (s, 2 H, OCH,OCHjs), 5.30 (,,tq, °*J=7.2 Hz, /= 1.1 Hz, 1 H, 2'-H), 6.53
(d,*J=2.8 Hz, | H, ArH), 6.72 (d, *J=2.8 Hz, | H, ArH).

(75 MHz, CDCls): & = 16.24 (C-9"), 17.73 (C-10"), 25.72 (C-8"), 26.76 (C-5"),
28.57 (C-1'), 39.79 (C-4"), 56.05 (OCH,OCH3), 56.29 (OCH,OCHj3), 57.48
(OCH,OCHs), 94.99 (OCH,OCH3), 95.34 (OCH,0CH3), 99.26 (OCH,OCH3),
103.35 / 110.34 (C-4, C-6), 122.41 (C-2"), 124.33 (C-6'), 131.49 (C-7'), 136.62
/136.68 (C-1, C-3"), 139.70 / 150.35 / 153.80 (C-2, C-3, C-5).

m/z (%) =395 (12) [M+1]", 394 (54) [M]", 362 (8), 319 (4), 318 (15), 317 (6),
285 (6), 265 (5), 226 (5), 221 (5), 217 (8), 203 (5), 196 (6), 195 (7), 191 (5),
183 (7), 182 (5), 159 (5), 152 (5), 151 (6), 147 (9), 135 (10), 123 (8), 81 (4)
[CeHo]", 69 (17) [CsHo]", 45 (100) [C;HsOT", 41 (8) [C3Hs] ™.

ber. C66.98 H8.69

gef. C66.78 HS8.92

C2oH3406 (394.51).

1-(E,E,E)-Geranylgeranyl-2,3,5-tris(methoxymethoxy)benzol (41, 41*)

Die Herstellung erfolgt nach AAV 5 durch Umsetzung von (E,E,E)-Geranylgeranylbromid

(25 bzw. 25%) mit 38. Das Rohprodukt wird durch Séulenchromatographie iiber Kieselgel mit

dem Eluenten Isohexan : Essigsdureethylester = 6:1 gereinigt.

Ausbeute
Ry

74 %™ bis 83 % (AnsatzgroBe 0.4 bis 0.6 mmol), farblose Fliissigkeit.
0.34 (Isohexan : Essigsdureethylester = 6:1).
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a) Daten der unmarkierten Ver- OCH,OCH;

bindung: 1-(E,E,E)-Geranylge-
ranyl-2,3,5-tris(methoxymeth-
oxy)benzol (41)

IR

'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

EA

(KBr): v = 2959 cm™ (s), 2925 (s), 2851 (s), 2826 (s), 1600 (m), 1484 (m),
1439 (m), 1398 (w), 1383 (w), 1323 (w), 1226 (w), 1189 (w), 1155 (s), 1082
(s), 1035 (s), 977 (s), 942 (m), 925 (m), 848 (w).

(300 MHz, CDCl3): 6 = 1.60 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H),
1.71 (s, 3 H, 17-H), 1.92-2.17 (m, 12 H, 4'-H, 5-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13-H),
3.39 (d, °J = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H), 3.47 (s, 3 H, OCH,OCH3), 3.50 (s, 3 H,
OCH,0CH;), 3.59 (s, 3 H, OCH,OCH}3), 5.04 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.05-5.16
(m, 3H, 6-H, 10-H, 14-H), 5.09 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.17 (s, 2 H,
OCH,0CHjs), 531 (,tq*, °J = 72 Hz, *J7 = 1.2 Hz, 1 H, 2"-H), 6.53 (d, *J =
2.9Hz, 1 H, ArH), 6.72 (d, *J=2.9 Hz, 1 H, ArH).

(75 MHz, CDCl;): & = 16.07 / 16.09 (C-18', C-19"), 16.31 (C-17"), 17.75
(C-20"), 25.76 (C-16"), 26.75 / 26.79 / 26.85 (C-5', C-9', C-13"), 28.59 (C-1"),
39.79 / 39.80 / 39.85 (C-4, C-8, C-12'), 56.06 (OCH,OCH3), 56.31
(OCH,0OCH3), 57.49 (OCH,OCH3), 95.00 (OCH,OCH3), 95.35 (OCH,OCH3),
99.27 (OCH,OCH3), 103.35 / 110.34 (C-4, C-6), 122.35 (C-2"), 124.23 /
124.35 / 124.49 (C-6', C-10', C-14"), 131.31 (C-15"), 134.96 / 135.18 (C-7%,
C-11"), 136.68 (C-1), 136.73 (C-3"), 139.70 / 150.36 / 153.82 (C-2, C-3, C-5).
m/z (%) = 531 (5) [M+1]", 530 (14) [M]", 498 (1), 453 (1), 421 (1), 271 (3),
265 (4), 221 (6), 217 (6), 195 (8), 183 (8), 161 (8), 159 (7), 147 (12), 135 (10),
121 (11), 95 (9), 93 (11), 81 (20) [CsHo]", 69 (47) [CsHs]", 45 (100) [CoH;50]",
41 (11) [C3Hs]".

ber. C7242 HO9.50

gef. C72.12 HO9.50

C3,Hs005 (530.75).

b) Daten der markierten Ver- OCH,0OCH;

bindung: 1-(E,E,E)-[1-°C]Ge-
ranylgeranyl-2,3,5-tris(meth-
oxymethoxy)benzol (41*)
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"H-.NMR

BC-NMR

EI-MS

HR-EI-MS

(300 MHz, CDCl3): 8 = 1.60 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H),
1.71 (s, 3 H, 17-H), 1.92-2.17 (m, 12 H, 4'-H, 5'-H, &"-H, 9'-H, 12'-H, 13"-H),
3.39 (dd, "Jeu = 128 Hz, *Jyn = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H), 3.47 (s, 3 H, OCH,0CH}3),
3.50 (s, 3H, OCH,OCHs), 3.60 (s, 3H, OCH,OCHs), 5.04 (s, 2H,
OCH,OCH3), 5.04-5.17 (m, 3H, 6-H, 10-H, 14-H), 5.09 (s, 2H,
OCH,0OCHjs), 5.17 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.25-5.36 (m, 1 H, 2'-H), 6.53 (dd,
3Jen =44 Hz, “Jun = 2.9 Hz, 1 H, 6-H), 6.72 (d, *Jun = 2.9 Hz, 1 H, 4-H).

(75 MHz, CDCLs): 8 = 16.06 (2 CHj, C-18', C-19"), 16.29 (d, *Jec = 3.8 Hz,
C-17", 17.73 (C-20"), 25.75 (C-16"), 26.74 / 26.78 / 26.84 (C-5', C-9', C-13"),
28.58 (1*C-1", 39.72-39.91 (m, C-4', C-8', C-12'), 56.04 (OCH,OCHj3), 56.29
(OCH,0CHj3), 57.48 (OCH,0CHj3), 94.99 (OCH,OCHj3), 95.34 (OCH,OCH3),
99.26 (OCH,OCH3), 103.35 / 110.34 (C-4, C-6), 122.35 (d, 'Joc = 43.7 Hz,
C-2"), 124.23 / 124.35 / 124.49 (C-6', C-10', C-14"), 131.29 (C-15"), 134.94 /
135.16 (C-7", C-11"), 136.67 (d, 'Jec = 43.5 Hz, C-1), 136.71 (C-3"), 139.70 /
150.34 / 153.81 (d, Jec = 4.7 Hz) (C-2, C-3, C-5).

m/z (%) = 532 (4) [M+17", 531 (12) [M]", 499 (1), 454 (1), 266 (4), 222 (6),
196 (8), 184 (7), 147 (9), 135 (9), 121 (9), 109 (8), 107 (8), 95 (8), 93 (8), 81
(18) [CeHo]", 69 (53) [CsHo]", 45 (100) [C,H50]", 41 (10) [C3Hs]".

ber. 531.3641, gef. 531.3626.

BCC3Hs006 (531.74).

6-Geranylbenzol-1,2,4-triol (40)

Nach AAV 2 wird eine Losung von 63.4 mg (0.161 mmol)
1-Geranyl-2,3,5-tris(methoxymethoxy)benzol (39) in Me-
thanol mit 23 ul (0.32 mmol, 2 Aquiv.) Acetylchlorid ver-

setzt. Die Reaktionszeit betrdgt etwa 3 bis 3.5 h. Das Roh-

produkt wird durch Saulenchromatographie iiber Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan :

Aceton = 2:1 gereinigt.

Ausbeute
Ry
IR

29.9 mg (0.114 mmol, 71 %), brauner, schmieriger Feststoft.

0.30 (Isohexan : Aceton = 2:1).

(KBr): v = 3392 cm™ (ss, br.), 2969 (s), 2924 (s), 2856 (m), 2497 (m), 2391
(m), 1617 (s), 1500 (s), 1480 (s), 1459 (s), 1376 (s), 1205 (s), 1146 (s), 1004
(s), 943 (w), 830 (m), 781 (w).
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'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.60 (s, 3 H, 10'-H), 1.69 (s, 3 H, 8'-H), 1.75 (s, 3 H,
9'-H), 2.02-2.21 (m, 4 H, 4-H, 5'-H), 3.28 (d, °J = 7.2 Hz, 2 H, 1'-H), 4.99 (s,
br., 1 H, OH), 5.05-5.09 (m, 2 H, 6-H, OH), 5.28 (,tq*, *J = 7.2 Hz, *J =
1.2 Hz, 1 H, 2"-H), 5.78 (s, br., 1 H, OH), 6.17 (d, *J=2.9 Hz, 1 H, 5-H), 6.32
(d,*J=2.9Hz, 1 H, 3-H).*

BC-NMR (75 MHz, CDCly): 8 = 16.18 (C-9"), 17.79 (C-10"), 25.78 (C-8"), 26.39 (C-5"),
29.94 (C-1"), 39.67 (C-4"), 101.20 / 107.79 (C-3, C-5), 121.48 (C-2'), 123.88
(C-6"), 128.82 (C-6), 132.29 (C-8'), 135.77 (C-3"), 138.88 / 145.28 / 149.48
(C-1, C-2, C-4).

EI-MS m/z (%) = 263 (4) [M+1]", 262 (23) [M]", 260 (6) [M—2H]", 177 (72), 147
(21), 140 (19), 139 (24), 138 (51), 123 (18), 111 (14), 91 (17), 81 (11) [CsHo]",
77 (16), 69 (19) [CsHo]", 41 (100) [C3Hs]".

HR-EI-MS  ber. 262.1569, gef. 262.1553.
C16H205 (262.35).

6-(E,E,E)-Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (6, 6*)

41 bzw. 41* werden nach AAV 2 mit 2 Aquivalenten Acetylchlorid in Methanol entschiitzt.
Die Reaktionszeit betrdgt etwa 3 bis 3.5 h. Das Rohprodukt wird durch Sdulenchromato-

graphie iiber Kieselgel mit dem Eluenten Isohexan : Aceton = 2:1 gereinigt.

Ausbeute 78 bis 86 %, braunlicher schmieriger Feststoff.
Ry 0.34 (Isohexan : Aceton = 2:1).

a) Daten der unmarkierten Verbin-
dung: 6-(E,E,E)-Geranylgeranyl-
benzol-1,2,4-triol (6)

IR (KBr): V' = 3401 cm™ (ss, br.), 2968 (m), 2921 (s), 2855 (m), 1636 (m), 1618
(m), 1480 (s), 1375 (s), 1321 (m), 1277 (m), 1236 (m), 1180 (m), 1145 (s),
1012 (m), 830 (m), 783 (), 617 (W), 573 (W, br.).

'H.NMR (300 MHz, CDCls): § = 1.61 (s, 9 H, 18-H, 19'-H, 20"-H), 1.69 (s, 3 H, 16"-H),
1.76 (s, 3 H, 17-H), 1.92-2.19 (m, 12 H, 4'-H, 5-H, 8-H, 9-H, 12"-H, 13'-H),
3.29(d,*J=7.2 Hz, 2 H, 1'-H), 4.99 (s, br., | H, OH), 5.03-5.16 (m, 4 H, 6'-H,

% Die Signale aller Wasserstoffatome der Hydroxygruppen verschwinden nach Zusatz von wenig [D4]Methanol.
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BC.NMR

EI-MS

HR-EI-MS

10'-H, 14'-H, OH), 5.29 (,tq*, °*J = 7.2 Hz, *J= 1.2 Hz, 1 H, 2'-H), 5.77 (s, br.,
1 H, OH), 6.17 (d, “J=2.9 Hz, 1 H, 5-H), 6.32 (d, *J=2.9 Hz, 1 H, 3-H).

(75 MHz, CDCL): & = 16.07 / 16.14 (C-18', C-19'), 16.25 (C-17"), 17.75
(C-20", 25.75 (C-16"), 26.42 / 26.66 / 26.83 (C-5', C-9', C-13"), 29.87 (C-1"),
39.71 / 39.75 / 39.78 (C-4', C-8', C-12"), 101.21 / 107.79 (C-3, C-5), 121.41
(C-2), 123.72 / 124.23 / 124.48 (C-6', C-10', C-14"), 128.74 (C-6), 131.38
(C-15"), 135.15 / 135.79 (2 C) (C-3', C-7', C-11"), 138.94 / 145.20 / 149.44
(C-1, C-2, C-4).

m/z (%) = 399 (17) [M+1]", 398 (63) [M]", 396 (2) [M—2H]", 383 (2) [M—
CHs], 355 (5), 330 (4), 329 (5) [M—CsHo]", 287 (3), 259 (22), 247 (14), 217
(11), 206 (18), 194 (46), 179 (51), 177 (60), 147 (20), 139 (86), 138 (66), 135
(24), 123 (29), 121 (25), 109 (31), 107 (19), 95 (28), 93 (19), 81 (59) [CsHo]",
69 (100) [CsHo]", 55 (10), 41 (17) [C3Hs]".

ber. 396.2664 fiir [M—2H]", gef. 396.2641.*

C26H3305 (398.59).

b) Daten der markierten Verbindung:
6-(E,E,E)-[1-"3C]Geranylgeranylben-
zol-1,2,4-triol (6*)

"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

(300 MHz, CDCl3): 8 = 1.61 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.69 (s, 3 H, 16'-H),
1.75 (s, 3 H, 17"-H), 1.93-2.20 (m, 12 H, 4'-H, 5'-H, &"-H, 9'-H, 12'-H, 13"-H),
3.28 (dd, 'Jey = 127 Hz, *Juy = 7.2 Hz, 2 H, 1'-H), 4.90-5.17 (m, 4 H, 6'-H,
10'-H, 14'-H, OH), 5.24-5.34 (m, 1 H, 2'-H), 5.76 (s, br., 1 H, OH), 6.17 (dd,
3Jen =4.4 Hz, *Jun = 2.8 Hz, 1 H, 5-H), 6.32 (d, *Jun = 2.8 Hz, 1 H, 3-H).

(75 MHz, CDCl3): & = 16.07 / 16.14 (C-18', C-19"), 16.24 (d, *Joc = 3.8 Hz,
C-17, 17.74 (C-20"), 25.75 (C-16"), 26.43 / 26.65 / 26.82 (C-5', C-9', C-13"),
29.85 (*C-1", 39.60-39.85 (m, 3 CH,, C-4', C-8', C-12'), 101.22 / 107.81 (C-3,
C-5), 121.40 (d, "Joc = 42.9 Hz, C-2'), 123.72 / 124.23 / 124.48 (C-6', C-10,
C-14"), 128.75 (d, 'Jec = 43.5 Hz, C-6), 131.38 (C-15"), 135.15 / 135.80 (2 C)
(C-3', C-7', C-11"), 138.92 / 145.17 / 149.40 (d, Joc = 4.7 Hz) (C-1, C-2, C-4).
m/z (%) = 400 (12) [M+1]%, 399 (42) [M]", 331 (2), 330 (2) [M—CsHo]", 263
(5), 259 (8), 248 (7), 207 (9), 195 (25), 180 (26), 178 (27), 149 (10), 148 (10),
141 (23), 140 (58), 139 (46), 135 (17), 123 (21), 121 (18), 109 (25), 107 (15),
95 (23), 93 (17), 81 (52) [CeHs]", 69 (100) [CsHo]", 55 (16), 41 (32) [C3Hs]"

% Probenauftrag fiir HR-EI-MS im vorliegenden Fall mittels Particle-Beam. Dabei erhilt man bei 6 fiir [M—
2H]" einen wesentlich intensititsstirkeren Peak (7 %) als fiir [M]" (1.5 %).
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BCC,5H350;3 (399.58).

17.5  4-Hydroxy-3-polyprenyl-benzoesauren (1, 1*, 52)

4-Hydroxy-3-iodbenzoesauremethylester (49)

Nach der Methode von Lit.”*”! werden zu einer Lésung von 1.52 g (10.0 mmol) CO,CH;
4-Hydroxybenzoesduremethylester (48) in 30 ml Acetonitril 1.80 g (12.0 mmol,

1.2 Aquiv.) Nal gegeben. AnschlieBend trigt man portionsweise innerhalb etwa :
10 min 2.95 g (12 mmol, 1.2 Aquiv.) Chloramin T-Hydrat ein und riihrt 90 min. o

Die Farbe der Losung schldgt beim Zusetzen des Chloramin T ins braune um und hellt sich im
Laufe der Zeit auf. Es wird mit 2 N HCI schwach angesduert und der Hauptteil des Losungs-
mittels am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird mit Wasser versetzt und mehr-
mals mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
verd. Natriumthiosulfatlésung sowie mit ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber Na,SO4
getrocknet. Das Rohprodukt wird durch Chromatographie an Kieselgel iiber eine lang bemes-
sene Sdule mit dem Eluenten Isohexan : Essigsdureethylester = 3:1 gereinigt. Das 3,5-di-

iodierte Produkt® kann im Unterschied zu nicht umgesetztem 4-Hydroxybenzoesduremethyl-

ester abgetrennt werden.

Ausbeute 2.31 g (8.31 mmol, 83 %) monoiodierte Verbindung 49, verunreinigt durch
0.16 g (1.0 mmol) nichtiodierte Verbindung 48. Farbloser Feststoft.

Ry 0.34 (Isohexan : Essigsdureethylester = 3:1).

"H-NMR (300 MHz, [D¢]Aceton): & = 3.83 (s, 3 H, CO,CH3), 7.02 (d, °J = 8.5 Hz, 1 H,
5-H), 7.87 (dd, °J = 8.5 Hz, *J = 2.1 Hz, 1 H, 6-H), 8.34 (d, “J=2.1 Hz, 1 H,
2-H).%

BC.NMR (75 MHz, [Dg]Aceton): & = 51.67 (CO,CH3), 83.23 (C-3), 114.86 (C-5"),
123.86 (C-1), 131.61 / 141.18 (C-2%, C-6"), 161.03 (C-4), 165.12 (CO,CH3).*

GC/EI-MS  Saule 1, Tprg. 1, Ry=7.67 min.
m/z (%) =279 (7) [M+11", 278 (75) [M]", 248 (8), 247 (100), 219 (8), 191 (1),
151 (1), 136 (3), 121 (3), 120 (4), 119 (3), 92 (11), 64 (4), 63 (7), 62 (2), 53
).

% isolierte Ausbeute des diiodierten Produktes 5%; Ry = 0.57 (Isohexan : Essigsdureethylester = 3:1); 'H-NMR

(300 MHz, [Dg]Aceton): 6 = 3.85 (s, 3 H, CO,CHs), 8.33 (s, 2 H, 2-H, 6-H), 8.78 (s, 1 H, OH).
% Angegeben sind nur die Daten der monoiodierten Verbindung.
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CsH,105 (278.05).

3-lod-4-(methoxymethoxy)benzoesauremethylester (44)

Eine Losung von 2.40 g 4-Hydroxy-3-iodbenzoesduremethylester (49) im CO:CH,

untrennbaren Gemisch mit 4-Hydroxybenzoesduremethylester (48) in Methy-

lenchlorid wird mit 2.5 ml einer 6 M Losung von Chlormethoxymethan in !
OCH,OCHj

Essigsduremethylester (AAV 1) sowie mit 3.7 ml Ethyldiisopropylamin ver-

setzt. Nach einigen h Riithren wird mit verd. Ammoniaklosung versetzt und mehrmals mit
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Losung
gewaschen und tiber Na,SO,4 getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Sdulenchromatogra-
phie iiber Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1 gereinigt. Nicht-
iodierter 4-(Methoxymethoxy)benzoesduremethylester kann dadurch nicht abgetrennt werden.
Das Verhiltnis von Aryliodid 44 zu nichtiodierter Verbindung ist anhand des 'H-NMR-Spek-

trums durch Integration zu bestimmen."’

Ausbeute 2.52 g, 90 %, farbloser Feststoff. Stoffmengenverhiltnis iodiert (44) : nichtio-
diert = 82:18.

R 0.35 (Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 3.50 (s, 3 H, OCH,OCHs), 3.88 (s, 3 H, CO,CH3),
5.29 (s, 2 H, OCH,OCH3), 7.07 (d, *J = 8.6 Hz, 1 H, 5-H), 7.96 (dd, *J =
8.6 Hz, *J=2.1 Hz, 1 H, 6-H), 8.45 (d, “J=2.1 Hz, 1 H, 2-H).*

BC-NMR (75 MHz, CDCl3): & = 52.21 (CO,CHs), 56.68 (OCH,OCHj3), 86.30 (C-3),
94.81 (OCH,OCHj3), 113.51 (C-5%), 125.34 (C-1), 131.42 / 141.13 (C-27,
C-6"), 159.61 (C-4), 165.48 (CO,CH;).*

GC/EI-MS  Saule 1, Tprg. 1, R, = 8.82 min.
m/z (%) =322 (28) [M]", 292 (5), 291 (11), 261 (6), 45 (100) [C,H;s0]".

GC/HR-EI-MS Saule 1, Tprg. 1.

ber. 321.9702, gef. 321.9703.
CioH 1104 (322.10).

%7 Hierzu wichtige "H-NMR-Signale des 4-(Methoxymethoxy)benzoesauremethylesters (300 MHz, CDCl;): & =
7.04 (d, 3J=8.9Hz 2 H), 7.98 (d, 3J=8.9Hz 2 H). Das Verhiltnis von 44 zur nichtiodierten Verbindung war
im Laufe mehrerer Versuche Schwankungen unterworfen.
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3-Geranyl-4-(methoxymethoxy)benzoesauremethylester (50)

Nach AAV 8 werden 74.5 mg (0.343 mmol) Geranylbromid CO,CHs

(11) mit 44 umgesetzt. Bei der Einwaage ist zu beachten, dal3
das Aryliodid 44 i.d.R. mit nicht abtrennbarem 4-(Methoxy-

methoxy)benzoesduremethylester verunreinigt ist. Das Rohpro-

OCH,OCH; ' 9 10

dukt wird durch Séaulenchromatographie iiber Kieselgel mit dem Eluenten Isohexan : Essig-

sdureethylester = 12:1 gereinigt.

Ausbeute 90.4 mg (0.272 mmol, 79 %), farblose Fliissigkeit.

Ry 0.27 (Isohexan : Essigsdureethylester = 12:1).

IR (KBr): V' =2952 cm™ (s, sh), 2915 (s), 2854 (s, sh), 1721 (ss), 1606 (s), 1498
(m), 1437 (s), 1378 (w), 1326 (W), 1297 (s), 1266 (s), 1247 (s), 1193 (m), 1155
(s), 1121 (s), 1079 (s), 997 (s), 925 (m), 832 (w), 771 (s), 657 (W).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 1.59 (s, 3 H, 10'-H), 1.66 (s, 3 H, 8'-H), 1.72 (s, 3 H,
9'-H), 1.99-2.15 (m, 4 H, 4-H, 5'-H), 3.36 (d, °J = 7.2 Hz, 2 H, 1'-H), 3.48 (s,
3 H, OCH,OCHs), 3.88 (s, 3 H, CO,CH3), 5.06-5.14 (m, 1 H, 6'-H), 5.26 (s,
2 H, OCH,0CHjs), 5.30 (t, br., °J = 7.3 Hz, 1 H, 2'-H), 7.07 (,,d*, °J = 9.3 Hz,
1 H, 5-H), 7.82-7.88 (m, 2 H, 2-H, 6-H).

BC.NMR (75 MHz, CDCls): & = 16.21 (C-9"), 17.71 (C-10"), 25.70 (C-8"), 26.75 (C-5"),
28.64 (C-1"), 39.83 (C-4"), 51.87 (CO,CHs), 56.21 (OCH,OCHs;), 94.07
(OCH,OCH3), 112.89 (C-5), 121.82 (C-2), 123.33 (C-1"), 124.27 (C-6",
129.22 (C-2%), 130.77 (C-3), 131.21 (C-6"), 131.47 (C-7'), 136.61 (C-3"),
158.71 (C-4), 167.08 (CO,CHj3).

EI-MS m/z (%) = 322 (4) [M]", 301 (10), 288 (7), 287 (35), 257 (17), 233 (8), 232
(14), 231 (21), 219 (11), 217 (23), 203 (27), 189 (19), 188 (12), 187 (100), 173
(13), 165 (28), 159 (11), 135 (13), 123 (98), 122 (28), 81 (7) [CHo]", 69 (41)
[CsHo]", 45 (92) [C,H;50] "

EA ber. C72.26 H8.49
gef. C7231 HR39

C20H2304 (332.44).

% Die Ausbeute bezieht sich auf einen Einsatz von 1.1 Aquivalenten Aryliodid.
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3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4-(methoxymethoxy)benzoesauremethylester (53, 53%)

Die Herstellung erfolgt nach AAV 8 aus 44 und (E,E,E)-Geranylgeranylbromid (25 bzw.
25%). Bei der Einwaage ist zu beachten, dafl das Aryliodid 44 i.d.R. mit nicht abtrennbarem
4-(Methoxymethoxy)benzoesduremethylester verunreinigt ist. Das Rohprodukt wird mittels
Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit dem Eluenten Isohexan : Essigsdureethylester =

12:1 gereinigt.

Ausbeute 80 bis 88 % (AnsatzgroBe um 0.4 mmol), farblose Fliissigkeit.
R 0.30 (Isohexan : Essigsaureethylester = 12:1).

a) Daten der unmarkierten Verbindung:
3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4-(methoxy-

methoxy)benzoeséduremethylester (53)

IR (KBr): v = 2951 cm™ (s, sh), 2917 (s), 2853 (s), 1722 (ss), 1606 (m), 1498
(m), 1437 (s), 1383 (w), 1326 (w), 1297 (s), 1266 (s), 1246 (s), 1193 (m), 1155
(s), 1131 (s), 1121 (s), 1080 (s), 999 (s), 925 (m), 832 (W), 771 (), 658 (W).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 8 = 1.60 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H),
1.73 (s, 3 H, 17-H), 1.92-2.17 (m, 12 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9'-H, 12"-H, 13'-H),
337 (d, °J = 7.2 Hz, 2 H, 1'-H), 3.48 (s, 3H, OCH,OCH;), 3.87 (s, 3 H,
CO,CH3), 5.04-5.16 (m, 3 H, 6'-H, 10-H, 14'-H), 5.25 (s, 2 H, OCH,OCH3),
531 (,tq*, °J = 7.2 Hz, *J = 1.2 Hz, 1 H, 2"-H), 7.07 (.,d“, °J = 9.2 Hz, 1 H,
5-H), 7.83-7.88 (m, 2 H, 2-H, 6-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCL): & = 16.05 (s, 2 CH;, C-18', C-19"), 16.26 (C-17"), 17.73
(C-20", 25.75 (C-16"), 26.72 / 26.74 /26.84 (C-5', C-9', C-13"), 28.66 (C-1"),
39.76 /39.79 / 39.88 (C-4', C-8', C-12"), 51.87 (CO,CH3), 56.22 (OCH,OCHj),
94.08 (OCH,OCH3), 112.90 (C-5), 121.80 (C-2"), 123.34 (C-1), 124.18 /
124.32 / 124.48 (C-6', C-10', C-14"), 129.24 (C-2%), 130.76 (C-3), 131.23
(C-6"), 131.29 (C-15"), 134.95 / 135.16 / 136.67 (C-3', C-7', C-11"), 158.72
(C-4), 167.08 (CO,CH3).

EI-MS m/z (%) = 469 (1) [M+1]", 468 (3) [M]", 437 (1) [M—OCHs]", 423 (2) [M—
C,Hs0]", 399 (3) [M—CsHo]", 367 (1), 323 (4), 299 (4), 262 (3), 259 (5), 255
(7), 217 (9), 203 (17), 189 (10), 187 (26), 165 (17), 159 (9), 137 (8), 136 (9),
135 (14), 123 (10), 121 (13), 109 (10), 107 (10), 95 (13), 93 (12), 81 (35)
[CeHol", 69 (100) [CsHo]™, 45 (83) [C,H50]", 41 (26) [C3Hs]".
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HR-EI-MS
EA

ber. 468.3240, gef. 468.3209.

ber. C76.88 H9.46
gef. C76.80 H9.43

C30H4404 (468.68).

b) Daten der markierten Verbindung: CO,CHs

3-(E,E,E)-[1-"3C]Geranylgeranyl-4-

(methoxymethoxy)benzoesduremethyl-

ester (63%)

'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

HR-EI-MS

(300 MHz, CDCl3): § = 1.60 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H),
1.73 (s, 3 H, 17-H), 1.92-2.17 (m, 12 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9'-H, 12"-H, 13'-H),
337 (dd, 'Jey = 127.5Hz, *Jyy = 72Hz, 2H, 1-H), 348 (s, 3 H,
OCH,0CHj3), 3.87 (s, 3 H, CO,CH;), 5.05-5.16 (m, 3 H, 6-H, 10"-H, 14'-H),
5.25 (s, 2 H, OCH,OCHj3), 5.27-5.36 (m, 1 H, 2'-H), 7.07 (,,d“, °J = 9.2 Hz,
1 H, 5-H), 7.83-7.88 (m, 2 H, 2-H, 6-H).

(75 MHz, CDCl3): 8 = 16.05 (s, 2 CHs, C-18', C-19"), 16.25 (d, *Jec = 3.8 Hz,
C-17", 17.73 (C-20"), 25.74 (C-16"), 26.72 (2 CH,) / 26.84 (1 CH,) (C-5', C-9',
C-13"), 28.66 (*C-1'), 39.68-39.98 (m, 3 CH,, C-4', C-8', C-12'), 51.87
(CO,CH3), 56.21 (OCH,OCH3), 94.07 (OCH,OCH3), 112.89 (C-5), 121.79 (d,
'Jec =43.7 Hz, C-2'), 123.34 (d, *Jec = 2.9 Hz, C-1), 124.18 / 124.31 / 124.48
(C-6', C-10', C-14"), 129.23 (C-2%), 130.75 (d, *Jec = 43.7 Hz, C-3), 131.24
(C-6"), 131.28 (C-15"), 134.94 / 135.15 / 136.66 (C-3', C-7', C-11"), 158.71
(C-4), 167.07 (CO,CH3).

m/z (%) = 470 (2) [M+1]", 469 (6) [M]", 438 (2) [M—OCHs]", 424 (3) [M—
C,H;s0]", 400 (4) [M—CsHo]", 368 (2), 324 (6), 300 (6), 263 (6), 259 (9), 256
(11), 232 (10), 218 (13), 210 (11), 204 (23), 190 (10), 189 (10), 188 (37), 166
(19), 137 (12), 136 (15), 135 (18), 123 (14), 121 (14), 109 (12), 107 (10), 95
(13), 93 (12), 81 (40) [CsHo]", 69 (100) [CsHo]", 45 (83) [C2Hs0O]", 41 (19)
[C3Hs]"

ber. 469.3273, gef. 469.3248.

BCCa9H4404 (469.67).

202



Experimentelles

3-Geranyl-4-(methoxymethoxy)benzoesaure (51)

114.0 mg (0.343 mmol) 3-Geranyl-4-(methoxymethoxy)benzoe-
sduremethylester (50) werden nach AAV 9 verseift. Die Reakti-

onszeit betragt etwa 4 h.

Ausbeute 108.4 mg (0.340 mmol, 99 %), farbloser Feststoft.

Ry 0.49 (Chloroform : Methanol = 10:1).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.60 (s, 3 H, 10'-H), 1.68 (s, 3 H, 8-H), 1.74 (s, 3 H,
9'-H), 2.02-2.17 (m, 4 H, 4-H, 5'-H), 3.39 (d, °J = 7.2 Hz, 2 H, 1'-H), 3.50 (s,
3 H, OCH,OCHs), 5.08-5.16 (m, 1 H, 6'-H), 5.29 (s, 2 H, OCH,OCHj3), 5.33
(tq<, °J =72Hz, *J=12Hz, 1H, 2-H), 7.11 (d, °J = 9.1 Hz, 1 H, 5-H),
7.92-7.97 (m, 2 H, 2-H, 6-H).

BC.NMR (75 MHz, CDCls): & = 16.22 (C-9"), 17.75 (C-10"), 25.72 (C-8'), 26.74 (C-5"),
28.60 (C-1'), 39.84 (C-4), 56.28 (OCH,OCHj3), 94.07 (OCH,OCHj3), 112.93
(C-5), 121.66 (C-2'), 122.44 (C-1), 124.26 (C-6"), 130.06 (C-2"), 130.92 (C-3),
131.56 (C-7'), 131.87 (C-6"), 136.85 (C-3"), 159.46 (C-4), 172.34 (CO,H).

EI-MS m/z (%) = 318 (2) [M]", 273 (12) [M—-C,Hs0]", 203 (9), 189 (16), 187 (35),
123 (35), 91 (8), 69 (38) [CsHo]", 45 (100) [C,H50]", 41 (28) [C3H;s]".

C1oHa604 (318.41).

3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4-(methoxymethoxy)benzoesaure (54, 54*)

53 bzw. 53* werden nach AAV 9 verseift. Die Reaktionszeit betrigt ca. 4 h.

Ausbeute 99 % (Ansatzgrofie 0.25 mmol), nahezu farblose Fliissigkeit.
R 0.42 (Chloroform : Methanol = 12:1).

a) Daten der unmarkierten Verbindung:

3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4-(methoxy-

methoxy)benzoeséure (54)

'H.NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.60 (s, 9 H, 18"-H, 19'-H, 20"-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H),
1.74 (s, 3 H, 17-H), 1.93-2.18 (m, 12 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9-H, 12"-H, 13"-H),
3.39 (d, /= 7.5 Hz, 2 H, 1'-H), 3.49 (s, 3 H, OCH,OCHs), 5.05-5.18 (m, 3 H,
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BC.NMR

EI-MS

6-H, 10-H, 14-H), 5.33 (t, br., °J = 7.2 Hz, 1 H, 2'-H), 7.11 (d, >/ = 9.1 Hz,
1 H, 5-H), 7.92-7.97 (m, 2 H, 2-H, 6-H).

(75 MHz, CDCL): & = 16.09 / 16.11 (C-18, C-19'), 16.27 (C-17"), 17.74
(C-20'), 25.76 (C-16"), 26.74 (2 CH,) / 26.85 (1 CH,) (C-5', C-9', C-13'), 28.65
(C-1"), 39.79 / 39.81 / 39.90 (C-4', C-8', C-12"), 56.27 (OCH,OCHs), 94.06
(OCH,OCH3), 112.93 (C-5), 121.65 (C-2'), 122.45 (C-1), 124.18 / 124.34 /
12451 (C-6', C-10', C-14"), 130.08 (C-2%), 130.91 (C-3), 131.28 (C-15"),
131.89 (C-6%), 134.95 / 135.21 / 136.86 (C-3', C-7', C-11'), 159.45 (C-4),
172.25 (CO,H).

m/z (%) = 454 (5) [M]", 385 (5) [M=CsHo]", 323 (7), 259 (7), 255 (11), 203
(10), 189 (19), 187 (26), 151 (13), 137 (11), 136 (13), 135 (15), 123 (12), 121
(13), 109 (10), 107 (11), 95 (14), 93 (13), 81 (39) [CsHo]", 69 (100) [CsHs]",
45 (88) [CoHs0]", 41 (28) [C5Hs]".

CaoH4204 (454.65).

b) Daten der markierten Verbindung:
3-(E,E,E)-[1-"3C]Geranylgeranyl-4-

(methoxymethoxy)benzoeséure (54%)

'"H-.NMR

BC.NMR

(300 MHz, CDCl3): & = 1.60 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H),
1.74 (s, 3 H, 17"-H), 1.93-2.18 (m, 12 H, 4'-H, 5'-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H),
3.39 (dd, 'Jeu = 128 Hz, *Juu = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H), 3.49 (s, 3 H, OCH,OCH}3),
5.04-5.17 (m, 3 H, 6'-H, 10'-H, 14'-H), 5.28 (s, 2 H, OCH,OCHj3), 5.27-5.38
(m, 1 H, 2'-H), 7.08-7.13 (m, 1 H, 5-H), 7.91-7.97 (m, 2 H, 2-H, 6-H).

(75 MHz, CDCl3): & = 16.07 / 16.09 (C-18', C-19'), 16.27 (d, *Jec = 3.5 Hz,
C-17"), 17.75 (C-20"), 25.76 (C-16'), 26.74 (2 CH,) / 26.86 (1 CH,) (C-5', C-9!,
C-13", 28.66 ("*C-1"), 39.73-39.95 (m, 3 CH,, C-4', C-8, C-12'), 56.28
(OCH,OCH3), 94.07 (OCH,OCHj3), 112.94 (C-5), 121.65 (d, 'Jec = 43.7 Hz,
C-2), 122.44 (C-1), 124.18 / 12435 / 124.51 (C-6', C-10', C-14"), 130.08
(C-2%), 130.91 (d, "Joc = 43.7 Hz, C-3), 131.29 (C-15"), 131.90 (C-6"), 134.96 /
135.21/136.87 (C-3', C-7', C-11"), 159.45 (C-4), 172.20 (CO,H).

BCC,3H4 04 (455.64).
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3-Geranyl-4-hydroxybenzoesaure (52

Nach AAV 3 wird eine Losung von 39.6 mg (0.124 mmol)
3-Geranyl-4-(methoxymethoxy)benzoesdure (51) in Isopropanol

mit 23.6 mg (0.124 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Toluolsulfonsiure-Mo-

)89

nohydrat entschiitzt. Die Reaktionszeit betrdgt etwa 4.5 h. Das

Rohprodukt wird durch Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit dem Laufmittel Chloro-

form : Methanol = 10:1 gereinigt.

Ausbeute
Schmp.
R

IR

'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

HR-EI-MS

30.4 mg (0.111 mmol, 89 %), farbloser Feststoft.

63-65°C (Lit.* 67-69°C).

0.28 (Chloroform : Methanol = 10:1).

(KBr): v = 3392 cm™ (s, br.), 2970 (s), 2924 (s), 2855 (s), 2729 (m), 2658
(m), 2605 (m), 2550 (m), 1670 (s), 1594 (s), 1415 (s), 1307 (m), 1280 (s), 1260
(s), 1134 (m), 1101 (w), 911 (w), 896 (w), 839 (w), 827 (W), 774 (m), 635 (m).
(300 MHz, CDCl3): & = 1.60 (s, 3 H, 10-H), 1.69 (s, 3 H, 8'-H), 1.79 (s, 3 H,
9'-H), 2.04-2.22 (m, 4 H, 4'-H, 5'-H), 3.42 (d, *J=7.1 Hz, 2 H, 1'-H), 5.04-5.12
(m, 1 H, 6-H), 5.33 (,tq*, °J = 7.1 Hz, *J = 1.2 Hz, 1 H, 2'-H), 6.86 (d, >J =
9.0 Hz, 1 H, 5-H), 7.91 (dd, °J = 9.0 Hz, *J = 2.1 Hz, 1 H, 6-H), 7.91 (d, *J =
2.1 Hz, 1 H, 2-H).

(75 MHz, CDCl;): & = 16.34 (C-9"), 17.78 (C-10"), 25.74 (C-8"), 26.45 (C-5"),
29.76 (C-1'), 39.75 (C-4'), 115.89 (C-5), 120.91 (C-2'), 121.76 (C-1), 123.77
(C-6"), 126.95 (C-3), 130.63 (C-2"), 132.20 (C-7"), 132.68 (C-6"), 139.62
(C-3", 159.65 (C-4), 172.23 (CO,H).

m/z (%) =274 (12) [M]", 259 (6) [M—CHs]", 231 (29), 218 (10), 216 (10), 206
(10), 205 (6) [M—CsHo]", 204 (12), 203 (16), 191 (26), 189 (30), 187 (20), 177
(13), 161 (54), 151 (62), 123 (100), 109 (10), 107 (17), 105 (8), 91 (18), 81 (9)
[CeHo]", 77 (9), 69 (63) [CsHo]", 41 (15) [C3Hs]".

ber. 274.1569, gef. 274.1580.

C17H2,0; (274.36).

¥ Bei der Entschiitzung von 51 mit 10 Aquiv. AcCl in Isopropanol nach AAV 2 (Reaktionszeit ca. 7 h) entsteht
zu einem Anteil von etwa 8 % das HCIl-Additionsprodukt 55, welches durch Chromatographie an Kieselgel nicht
abgetrennt werden kann. Das Nebenprodukt 55 ist im 'H-NMR-Spektrum wegen Signaliiberlagerungen schlecht
erkennbar, im *C-NMR-Spektrum aber tritt das Signal fiir die beiden endstindigen Methylgruppen (& 32.53 in
CDCl;) deutlich in Erscheinung. Die Identifizierung von 55 erfolgte nach Methoxymethylierung des Produkt-
gemisches und chromatographischer Reinigung durch NMR- und Massenspektren.
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3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4-hydroxybenzoesaure (1, 1*)

Nach AAV 3 wird eine Losung von 54 bzw. 54* in Isopropanol mit 1.0 Aquiv. 4-Toluolsul-
fonsdure-Monohydrat entschiitzt. Die Reaktionszeit betrégt etwa 6 h. Das Produkt wird durch
Saulenchromatographie iiber Kieselgel mit dem Eluenten Chloroform : Methanol = 12:1

gereinigt.

Ausbeute 85 bis 90 % (Ansatzgrofe 0.05 bis 0.14 mmol), wachsartiger, farbloser Fest-
stoff.

Ry 0.27 (Chloroform : Methanol = 12:1).

a) Daten der unmarkierten Verbindung:
3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4-hydroxyben-

zoeséure (1)

IR (KBr): v = 3387 cm™ (s, br.), 2967 (s), 2922 (s), 2855 (s), 2664 (m), 2544
(m), 1682 (s), 1603 (s), 1506 (w), 1444 (m), 1410 (m), 1383 (m), 1276 (s),
1219 (m), 1172 (m), 1128 (m), 1096 (m), 928 (w), 833 (m), 774 (m), 636 (m).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 8 = 1.60 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H),
1.80 (s, 3 H, 17-H), 1.91-2.20 (m, 12 H, 4'-H, 5-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H),
3.42(d,*J=7.1Hz 2 H, 1'-H), 5.04-5.16 (m, 3 H, 6'-H, 10'-H, 14'-H), 5.33 (t,
br., °J = 7.2 Hz, 1 H, 2'-H), 6.85 (d, °J = 9.0 Hz, 1 H, 5-H), 7.90 (dd, *J =
9.0 Hz, “J=2.1 Hz, 1 H, 6-H), 7.90 (d, *J=2.1 Hz, 1 H, 2-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCLy): & = 16.09 / 16.16 (C-18', C-19'), 16.42 (C-17"), 17.76
(C-20"), 25.78 (C-16"), 26.45 / 26.68 / 26.86 (C-5', C-9', C-13"), 29.87 (C-1"),
39.75 (1 CH,) / 39.80 (2 CH,) (C-4', C-8', C-12"), 115.91 (C-5), 120.89 (C-2"),
121.80 (C-1), 123.61 / 124.32 / 124.50 (C-6', C-10', C-14"), 126.85 (C-3),
130.65 (C-2%), 131.35 (C-15"), 132.70 (C-6"), 135.04 / 135.83 (C-7', C-11"),
139.75 (C-3"), 159.64 (C-4), 171.92 (CO,H).

EI-MS m/z (%) = 411 (2) [M+1]", 410 (6) [M]", 367 (3), 341 (8) [M—CsHo]", 259 (8),
217 (5), 204 (11), 189 (15), 161 (22), 151 (54), 137 (15), 136 (19), 135 (21),
123 (20), 121 (18), 109 (18), 107 (27), 95 (19), 93 (17), 91 (11), 81 (56)
[CeHol", 69 (100) [CsHo]", 55 (11), 41 (24) [C3H5]".

HR-EI-MS  ber. 410.2821, gef. 410.2834.

C7H3303 (410.60).
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b) Daten der markierten Verbindung:
3-(E,E,E)-[1-"C]Geranylgeranyl-4-hy-
droxybenzoeséure (1%

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.60 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H),
1.80 (s, 3 H, 17"-H), 1.91-2.21 (m, 12 H, 4-H, 5'-H, 8'-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H),
3.42 (dd, "Jen = 127 Hz, *Jun = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H), 5.04-5.16 (m, 3 H, 6"-H,
10-H, 14'-H), 5.29-5.39 (m, 1 H, 2-H), 6.85 (d, *Jux = 9.0 Hz, 1 H, 5-H), 7.88-
7.93 (m, 2 H, 2-H, 6-H).

BC-NMR (75 MHz, CDClL3): & = 16.08 / 16.15 (C-18', C-19"), 16.40 (d, *Joc = 3.5 Hz,
C-17"), 17.76 (C-20"), 25.77 (C-16'), 26.46 / 26.68 / 26.86 (C-5', C-9', C-13"),
29.80 (*C-1"), 39.63-39.91 (m, C-4', C-8', C-12"), 115.87 (C-5), 120.91 (d, "Jec
= 423 Hz, C-2"), 121.77 (s, br., C-1), 123.63 / 124.32 / 124.50 (C-6', C-10',
C-14"), 126.91 (d, 'Joc = 44.3 Hz, C-3), 130.63 (C-2"), 131.33 (C-15"), 132.68
(C-6"), 135.02 / 135.79 (C-7', C-11"), 139.63 (C-3'), 159.64 (C-4), 172.16
(CO,H).

EI-MS m/z (%) =412 (2) [M+17", 411 (8) [M]", 368 (2), 342 (10) [M—CsH,]", 287 (4),
259 (7), 232 (6), 218 (6), 205 (12), 204 (13), 192 (10), 190 (13), 162 (15), 152
(56), 137 (19), 136 (27), 135 (26), 123 (24), 121 (19), 109 (20), 107 (18), 95
(21), 93 (21), 81 (55) [C¢Ho] ", 69 (100) [CsHo]", 55 (12), 41 (31) [C3Hs]'".

BCC,6H350;5 (411.59).

17.6 3,4-Dihydroxy-5-polyprenylbenzoesauren (2, 2%, 60)
3-lod-4,5-bis(methoxymethoxy)benzaldehyd (57)

1.39 g (5.00 mmol) 5-lodvanillin (56) werden in 10 ml trockenem CHO
Methylenchlorid suspendiert. Nach Kiihlung auf 0°C werden 1.20 ml 2
(12.5 mmol, 2.5 Aquiv.) Bortribromid zugegeben. AnschlieBend  HCOCH: '
entfernt man das Eisbad und riihrt 4 h bei RT, wobei das Iodvanillin oenosHs
bald in Losung geht. Nach Kiihlen auf 0°C werden ca. 10 ml Methanol langsam zugesetzt,
worauf man die Losung 0.5 h unter Argon refluxiert. Nach Abkiihlen auf RT werden das Lo-
sungsmittel, das liberschiissige Methanol sowie der Borsduretrimethylester i. Vak. {iber eine

Kiihlfalle abdestilliert. Der Riickstand wird mit Wasser versetzt und mehrmals mit

Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten Essigesterphasen werden mit ges. NaCl-
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Losung gewaschen und anschlieend iiber Na,SO,4 getrocknet. Nach Entfernen des Losungs-

mittels wird der erhaltene 3,4-Dihydroxy-5-iodbenzaldehyd i. Vak. getrocknet.

Das Rohprodukt wird in 10 ml trockenem Methylenchlorid suspendiert und auf 0°C gekiihlt.
Man gibt 1.7 ml (10 mmol, 2 Aquiv.) einer 6 M Lsung von Chlormethoxymethan in Essig-
siuremethylester (AAV 1) und danach 2.6 ml (15 mmol, 2.5 Aquiv.) Ethyldiisopropylamin zu
und entfernt anschlieend das Eisbad. Nach Beendigung der Reaktion wird 2 N Ammoniaklo-
sung zugesetzt und mehrmals mit Methylenchlorid extrahiert. Die vereinigten Methylenchlo-
ridphasen werden mit Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet.
Das Rohprodukt wird nach Entfernen des Losungsmittels durch Sdulenchromatographie iiber

Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 5:2 gereinigt.

Ausbeute 1.60 g (4.53 mmol, 91 %), farblose Fliissigkeit.

Ry 0.44 (Isohexan : Essigsdureethylester = 5:2).

IR (KBr): v =2996 cm™ (m, sh), 2959 (m), 2934 (m), 2906 (m), 2830 (m), 1697
(ss), 1584 (m), 1561 (m), 1466 (m), 1428 (s), 1400 (w), 1377 (s), 1267 (s),
1232 (w), 1208 (m), 1156 (ss), 1129 (s), 1075 (s), 1011(s), 927 (ss), 861 (W),
819 (w), 789 (w), 743 (m), 658 (w), 588 (w).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 3.50 (s, 3 H, OCH,OCHj3), 3.66 (s, 3 H, OCH,OCHj3),
5.24 (s, 2 H, OCH,OCHj3), 5.31 (s, 2 H, OCH,OCH3), 7.62 (d, *J = 1.9 Hz,
1 H, 6-H), 7.95 (d, “J=1.9 Hz, 1 H, 2-H), 9.81 (s, 1 H, CHO).

BC-NMR (75 MHz, CDCL): 8 = 56.63 (OCH,OCH3), 58.61 (OCH,OCHs), 92.66 (C-3),
95.25 (OCH,OCHj3), 99.07 (OCH,OCHj3), 116.34 (C-6), 133.99 (C-1), 135.13
(C-2), 149.91 / 151.72 (C-4, C-5), 189.49 (CHO).

ELI-MS m/z (%) = 352 (10) [M]", 337 (0.5), 307 (6), 292 (17), 277 (5), 276 (48), 275
(8), 260 (9), 149 (2), 45 (100) [C,H50]".
C11H510s (352.12).

3-lod-4,5-bis(methoxymethoxy)benzoesauremethylester (45)

Eine Losung von 1.17 g (3.33 mmol) 3-lod-4,5- CO,CH,
bis(methoxymethoxy)benzaldehyd (57) in 40 ml Methanol wird auf 2

0°C gekiihlt. Man setzt schnell eine kalte Losung von 0.485g  HsCOCHO I
(8.65 mmol, 2.6 Aquiv.) KOH in 11 ml Methanol zu, gefolgt von OeHOCt,
der schnellen Zugabe einer kalten Losung von 1.10 g (4.33 mmol, 1.3 Aquiv.) Iod in 11 ml
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Methanol. Die Reaktion ist nach wenigen Minuten beendet. Es wird Wasser zugesetzt und

mehrmals mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten Essigesterphasen werden je 1 x

mit Wasser und mit ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber Na,SO,4 getrocknet. Nach Entfer-

nen des Losungsmittels wird das Rohprodukt durch S&ulenchromatographie iiber Kieselgel

mit dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 5:1 gereinigt.

Ausbeute
R
IR

"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

EA

1.20 g (3.13 mmol, 94 %), gelbliche Fliissigkeit.

0.29 (Isohexan : Essigsdureethylester = 5:1).

(KBr): v =2997 cm™ (w), 2953 (m), 2906 (w, sh), 2830 (w), 1722 (s), 1589
(W), 1563 (m), 1476 (m), 1434 (s), 1389 (s), 1283 (s), 1250 (m), 1228 (m),
1205 (m), 1157 (s), 1075 (m), 1010 (s), 975 (m), 937 (s), 807 (w), 765 (s), 702
(W).

(300 MHz, CDCls): 6 = 3.49 (s, 3 H, OCH,0OCHs), 3.65 (s, 3 H, OCH,OCH5),
3.88 (s, 3 H, CO,CH3), 5.22 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.27 (s, 2 H, OCH,OCH3),
7.76 (d, “J=2.0 Hz, 1 H, 6-H), 8.14 (d, *J=2.0 Hz, 1 H, 2-H).

(75 MHz, CDCl;3): 6 = 52.41 (COxCHs), 56.59 (OCH,OCHj3;), 58.54
(OCH,0OCH3), 92.01 (C-3), 95.27 (OCH,OCH3), 99.00 (OCH,OCH3), 117.82
(C-6), 127.63 (C-1), 134.11 (C-2), 149.09 / 150.51 (C-4, C-5), 165.22
(CO,CHy).

m/z (%) =382 (8) [M]", 351 (1), 306 (100), 275 (12), 255 (2), 179 (2), 45 (62)
[C,Hs50]".

ber. C37.72 H3.96 133.21

gef. C37.79 H395 133.17

C1,H;5106 (382.15).

3-Geranyl-4,5-bis(methoxymethoxy)benzoesauremethylester (58)

Nach der Allgemeinen Arbeitsvorschrift 8 werden
89.4 mg (0.411 mmol) Geranylbromid (11) mit 45 umge-
setzt. Das Rohprodukt wird durch Séulenchromato-

graphie liber Kieselgel mit dem Eluenten Isohexan :

Essigsdureethylester = 6:1 gereinigt.

Ausbeute
R

0.141 g (0.358 mmol, 87 %"?), farblose Fliissigkeit.
0.28 (Isohexan : Essigsdureethylester = 6:1).
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IR

'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

EA

(KBr): v =2953 cm’! (s, sh), 2915 (s, br.), 2853 (m, sh), 1722 (ss), 1589 (s),
1484 (m), 1435 (s), 1401 (m), 1378 (w), 1329 (s), 1298 (s), 1247 (m), 1219 (s),
1195 (s), 1180 (s), 1157 (s), 1077 (s), 1036 (s), 961 (s), 927 (sh), 830 (w, br.),
769 (s).

(300 MHz, CDCl3): & = 1.59 (s, 3 H, 10-H), 1.66 (s, 3 H, 8'-H), 1.71 (s, 3 H,
9'-H), 2.00-2.16 (m, 4 H, 4-H, 5'-H), 3.44 (d, *J = 7.2 Hz, 2 H, 1'-H), 3.50 (s,
3 H, 12-H), 3.58 (s, 3 H, 10-H), 3.87 (s, 3 H, CO,CH3), 5.06-5.14 (m, 1 H,
6'-H), 5.18 (s, 2 H, 9-H), 5.22 (s, 2 H, 11-H), 5.31 (,tq*, °J = 7.2 Hz, *J =
1.3 Hz, 1 H, 2-H), 7.57 (d, *J = 2.0 Hz, 1 H, 2-H), 7.64 (d, *J = 2.0 Hz, 1 H,
6-H).”

(75 MHz, CDCl3): & = 16.28 (C-9"), 17.72 (C-10"), 25.69 (C-8'), 26.70 (C-5"),
28.50 (C-1'), 39.77 (C-4'), 52.08 (CO,CH3), 56.44 (C-12), 57.61 (C-10), 95.20
(C-11), 99.03 (C-9), 115.21 (C-6), 122.00 (C-2'), 124.24 (C-6"), 124.95 (C-2),
125.88 (C-1), 131.49 (C-7"), 136.14 (C-3"), 136.87 (C-3), 148.97 (C-4), 149.31
(C-5), 166.74 (CO,CH;).”

m/z (%) = 392 (4) [M]", 361 (10), 360 (15), 347 (20) [M—C,H;s0]", 316 (12),
315 (26), 285 (11), 273 (11), 271 (16), 263 (10), 260 (11), 259 (14), 248 (10),
247 (29), 233 (17), 219 (17), 215 (23), 194 (12), 193 (26), 189 (10), 181 (16),
135 (27), 123 (26), 122 (11), 81 (5) [CeHol", 69 (24) [CsHo]", 45 (100)
[C,H50]", 41 (11) [C3Hs]".

ber. C67.32 HS8.39

gef. C67.02 HB8.43

C,H3,05 (392.49).

3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4,5-bis(methoxymethoxy)benzoesauremethylester (61, 61%)

Die Herstellung erfolgt nach AAV 8 aus 45 und (E,E,E)-Geranylgeranylbromid (25 bzw.

25%). Das Rohprodukt wird durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit dem Laufmittel

Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1 gereinigt.

Ausbeute

Rt

71 %™ bis 78 % (AnsatzgroBe 0.3 bis 0.4 mmol), farblose Fliissigkeit.
0.34 (Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1).

% Die Zuordnung der Signale erfolgte mittels HMQC-, HMBC- und NOESY-Spektren.
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a) Daten der unmarkierten Ver- CO,CHs
bindung: 3-(E,E,E)-Geranylge-

ranyl-4,5-bis(methoxymethoxy)-  HsCOCH,O™>

benzoeséduremethylester (61)

IR (KBr): v = 2952 cm™ (s), 2917 (s), 2852 (m), 1723 (s), 1590 (m), 1484 (m),
1435 (s), 1401 (w), 1383 (w), 1329 (m), 1310 (m), 1298 (m), 1246 (w), 1219
(m), 1195 (m), 1180 (m), 1158 (s), 1094 (m), 1077 (m), 1037 (s), 962 (s), 927
(m), 769 (s), 595 (w, br.).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 1.59 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.67 (s, 3 H, 16'-H),
1.72 (s, 3 H, 17"-H), 1.92-2.17 (m, 12 H, 4-H, 5'-H, 8-H, 9'-H, 12"-H, 13'-H),
3.44 (d, °J = 7.1Hz, 2 H, 1'-H), 3.50 (s, 3 H, OCH,OCHj3), 3.58 (s, 3 H,
OCH,OCHj3), 3.87 (s, 3 H, CO,CHs), 5.05-5.18 (m, 3 H, 6'-H, 10'-H, 14'-H),
5.18 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.22 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.32 (,tq“, >J = 7.1 Hz,
“J=12Hz, 1 H, 2-H), 7.57 (d, *J = 2.0 Hz, 1 H, 2-H), 7.64 (d, *J = 2.0 Hz,
1 H, 6-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCLy): & = 16.03 / 16.06 (C-18', C-19'), 16.33 (C-17"), 17.72
(C-20", 25.73 (C-16"), 26.72 (2 CH,) / 26.83 (1 CH,) (C-5', C-9', C-13"), 28.52
(C-1"), 39.76 / 39.78 / 39.82 (C-4', C-8', C-12'), 52.08 (CO,CH;), 56.44
(OCH,OCH3), 57.62 (OCH,0CH3), 95.20 (OCH,0CH3), 99.03 (OCH,OCH3),
115.22 (C-2%), 121.94 (C-2"), 124.15 / 124.32 / 124.47 / 124.96 (C-6", C-6/,
C-10', C-14"), 125.88 (C-1), 131.26 (C-15"), 134.93 / 135.18 (C-7", C-11"),
136.12 (C-3), 136.97 (C-3"), 148.97 / 149.32 (C-4, C-5), 166.74 (CO,CH3).

EI-MS m/z (%) = 529 (0.6) [M+1]%, 528 (1.5) [M]", 497 (2) [M—OCHs]", 496 (2) [M—
CH;0H]', 483 (4) [M—C,Hs0]", 459 (2) [M—CsHo]", 451 (4), 427 (3), 395 (2),
383 (2), 327 (4), 315 (6), 259 (10), 247 (22), 233 (14), 219 (15), 215 (13), 193
(35), 181 (13), 147 (12), 135 (19), 123 (11), 121 (17), 109 (14), 107 (12), 95
(14), 93 (13), 81 (33) [CeHo]", 69 (83) [CsHo]", 45 (100) [CoH50]", 41 (16)

[C3Hs]".
HR-EI-MS ber. 528.3451, gef. 528.3459.
EA ber. C72.69 HOI.15

gef. C72.50 HO9.10
C,Hys06 (528.73).
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b) Daten der markierten Verbin- CO,CHs
dung: 3-(E,E,E)-[1-">C]Geranyi-

geranyl-4,5-bis(methoxymeth- HsCOCH,0™ 5

oxy)benzoeséuremethylester
(677%)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.59 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.67 (s, 3 H, 16'-H),
1.72 (s, 3 H, 17"-H), 1.91-2.17 (m, 12 H, 4'-H, 5'-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H),
3.44 (dd, 'Jeu = 128 Hz, *Juyn = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H), 3.50 (s, 3 H, OCH,OCH}3),
3.58 (s, 3 H, OCH,OCH3), 3.87 (s, 3 H, CO,CHs), 5.04-5.17 (m, 3 H, 6'-H,
10-H, 14'-H), 5.18 (s, 2 H, OCH,OCHj3), 5.22 (s, 2 H, OCH,OCHj3), 5.27-5.36
(m, 1 H, 2'-H), 7.57 (dd, *Jey = 4.1 Hz, *Jyy = 2.0 Hz, 1 H, 2-H), 7.64 (d, *Jun
=2.0 Hz, 1 H, 6-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCL): & = 16.04 / 16.06 (C-18', C-19"), 16.33 (d, *Joc = 3.5 Hz,
C-17", 17.72 (C-20"), 25.73 (C-16"), 26.72 (2 CH,) / 26.83 (1 CH,) (C-5', C-9',
C-13", 28.52 (*C-1'), 39.70-39.88 (m, C-4', C-8', C-12'), 52.08 (CO,CH3),
56.44 (OCH,OCHs), 57.62 (OCH,OCH;3), 9521 (OCH,OCHs), 99.03
(OCH,OCH3), 115.22 (C-2"), 121.94 (d, 'Jec = 43.7 Hz, C-2"), 124.15 / 124.32
/ 124.47 / 124.96 (C-6", C-6', C-10', C-14"), 125.88 (d, *Jec = 3.8 Hz, C-1),
131.27 (C-15"), 134.93 / 135.18 (C-7", C-11"), 136.12 (d, 'Jec = 43.7 Hz,
C-3), 136.97 (C-3"), 148.97 / 149.31 (C-4, C-5), 166.74 (CO,CH3).

EI-MS m/z (%) = 529 (1) [M]", 498 (2) [M—OCHs]", 497 (2) [M—CH;OH]", 484 (4),
460 (2) [M—=CsHo]", 452 (3), 428 (3), 396 (2), 384 (2), 361 (2), 360 (2), 328
(3), 316 (5), 248 (18), 234 (13), 220 (12), 216 (11), 194 (30), 182 (12), 135
(18), 121 (16), 109 (14), 107 (12), 95 (13), 93 (15), 81 (32) [CsHo]", 69 (71)
[CsHo]", 45 (100) [C,H;50]", 41 (18) [C3Hs]".

BCC31Hys06 (529.72).

3-Geranyl-4,5-bis(methoxymethoxy)benzoesaure (59)

Nach AAV 9 werden 234mg (0.598 mmol) COH

3-Geranyl-4,5-bis(methoxymethoxy)benzoesdure-
methylester (58) verseift. Die Reaktionszeit betrdgt — HsCOCH0™?

etwa 4 h.

Ausbeute 221 mg (0.585 mmol, 98 %), farblose Fliissigkeit.
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Ry 0.50 (Chloroform : Methanol = 6:1),

0.55 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.60 (s, 3 H, 10'-H), 1.67 (s, 3 H, 8-H), 1.73 (s, 3 H,
9'-H), 2.02-2.18 (m, 4 H, 4'-H, 5'-H), 3.46 (d, °J = 7.2 Hz, 2 H, 1'-H), 3.52 (s,
3 H, OCH,0CH}3), 3.60 (s, 3 H, OCH,OCH}3), 5.07-5.15 (m, 1 H, 6-H), 5.22
(s, 2 H, OCH,OCH3), 5.24 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.33 (,tq, *J = 7.1 Hz, *J =
1.2 Hz, 1 H, 2"-H), 7.65 (d, *J = 2.0 Hz, 1 H, ArH), 7.72 (d, *J = 2.0 Hz, 1 H,
ArH).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 16.30 (C-9"), 17.77 (C-10"), 25.72 (C-8"), 26.71 (C-5"),
28.48 (C-1'), 39.78 (C-4"), 56.49 (OCH,OCH3), 57.68 (OCH,OCHj3), 95.30
(OCH,0OCH3), 99.05 (OCH,OCH3), 115.87 (C-6), 121.83 (C-2'), 124.23 (C-6"),
124.97 (C-1), 125.70 (C-2), 131.59 (C-7"), 136.25 (C-3), 137.14 (C-3"), 149.37
/ 149.76 (C-4, C-5), 171.72 (CO,H).

EI-MS m/z (%) = 378 (1) [M]", 346 (6), 333 (12), 301 (14), 285 (4), 271 (17), 247
(17), 233 (9), 219 (10), 215 (8), 205 (9), 179 (12), 167 (8), 135 (18), 123 (20),
81 (5) [CsHo]", 69 (27) [CsHo]", 45 (100) [CoHsO]", 41 (15) [C3H5]".

C,1H30056 (378.47).

3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4,5-bis(methoxymethoxy)benzoesaure (62, 62*)

Die Verseifung der Methylester 61 und 61* erfolgt nach AAV 9. Die Reaktionszeit betrdgt
etwa 4 h.

Ausbeute um 98 % (Rohprodukt), farblose Fliissigkeit.
Ry 0.43 (Chloroform : Methanol = 9:1).

a) Daten der unmarkierten Ver- CO-H
bindung: 3-(E,E,E)-Geranylge-
ranyl-4,5-bis(methoxymethoxy)-

H3COCH,0”5

benzoeséure (62)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 5 =1.59 (s, 6 H) / 1.61 (s, 3 H) (18-H, 19"-H, 20'-H), 1.67
(s, 3H, 16-H), 1.74 (s, 3 H, 17-H), 1.92-2.19 (m, 12 H, 4"-H, 5'-H, 8-H, 9'-H,
12'-H, 13-H), 3.46 (d, >J = 7.0 Hz, 2 H, 1'-H), 3.52 (s, 3 H, OCH,OCH3), 3.60
(s, 3H, OCH,OCH3), 5.05-5.18 (m, 3 H, 6'-H, 10'-H, 14'-H), 5.22 (s, 2 H,
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OCH,OCHs), 5.24 (s, 2 H, OCH,OCHs), 5.33 (t, br., °J = 7.2 Hz, 1 H, 2'-H),
7.65(d, *J=2.0 Hz, 1 H, 2-H), 7.72 (d, *J=2.0 Hz, 1 H, 6-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl): & = 16.05 / 16.09 (C-18', C-19'), 16.35 (C-17"), 17.73
(C-20"), 25.74 (C-16"), 26.73 (2 CH,) / 26.84 (1 CH,) (C-5', C-9', C-13"), 28.51
(C-1", 39.77 / 39.79 / 39.83 (C-4', C-8', C-12'), 56.47 (OCH,OCHj3), 57.66
(OCH,0CH3), 95.29 (OCH,OCH3), 99.04 (OCH,OCH3), 115.87 (C-6), 121.78
(C-2"), 124.15 / 124.35 / 124.50 (C-6', C-10', C-14"), 124.97 (C-1), 125.71
(C-2), 131.27 (C-15", 134.93 / 135.23 (C-7', C-11"), 136.22 (C-3), 137.19
(C-3"), 149.37 / 149.75 (C-4, C-5), 171.74 (CO,H).

EI-MS m/z (%) =514 (1) [M]", 482 (1), 469 (2) [M—C,Hs0]", 445 (1) [M—CsHo]", 259
(4), 247 (11), 205 (7), 179 (13), 135 (12), 123 (8), 121 (11), 109 (9), 107 (9),
95 (11), 93 (10), 81 (27) [CsHo]", 69 (71) [CsHo]", 45 (100) [C2Hs0]", 41 (16)
[C3Hs]"

C31H4606 (514.70).

b) Daten der markierten Verbin- COH
dung: 3-(E,E,E)-[1-"*C]Geranyl-

geranyl-4,5-bis(methoxymeth- HsCOCH,0™5

oxy)benzoeséure (62*)

'H-NMR (300 MHz, CDCLs): & = 1.59 (s, 6 H) / 1.61 (s, 3 H) (18"-H, 19'-H, 20'-H), 1.67
(s, 3 H, 16'-H), 1.74 (s, 3 H, 17'-H), 1.92-2.19 (m, 12 H, 4-H, 5'-H, 8'-H, 9'-H,
12'-H, 13'-H), 3.46 (dd, "Jeu = 128 Hz, *Jun = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H), 3.52 (s, 3 H,
OCH,OCHj3), 3.60 (s, 3H, OCH,OCHs), 5.05-5.17 (m, 3 H, 6'-H, 10'-H,
14'-H), 5.22 (s, 2 H, OCH,OCHj3), 5.24 (s, 2 H, OCH,OCHj3), 5.29-5.38 (m,
1 H, 2'-H), 7.65 (dd, *Jeu = 4.1 Hz, *Juu = 2.0 Hz, 1 H, 2-H), 7.72 (d, *Jyn =
2.0 Hz, 1 H, 6-H).

BC.NMR (75 MHz, CDCl3): & = 16.05 / 16.09 (C-18', C-19"), 16.34 (d, *Joc = 3.2 Hz,
C-17"), 17.73 (C-20"), 25.74 (C-16"), 26.73 (2 CH,) / 26.84 (1 CH,) (C-5', C-9',
C-13"), 28.51 (*C-1"), 39.70-39.92 (m, 3 CH,, C-4', C-8', C-12'), 56.47
(OCH,0OCHj3), 57.66 (OCH,OCHj3), 95.29 (OCH,OCHj3), 99.04 (OCH,OCHj),
115.87 (C-6), 121.78 (d, 'Jec = 43.7 Hz, C-2'), 124.15 / 124.35 / 124.50 (C-6',
C-10', C-14"), 124.98 (d, *Jec = 3.5 Hz, C-1), 125.71 (C-2), 131.27 (C-15"),
134.93 / 135.23 (C-7', C-11"), 136.22 (d, 'Jec = 43.4 Hz, C-3), 137.18 (C-3"),
149.36 / 149.74 (C-4, C-5), 171.75 (CO,H).

BCC30H606 (515.69).
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3-Geranyl-4,5-dihydroxybenzoesaure (60)

Nach AAV 2 wird eine Losung von 63.3 mg (0.167 mmol)
3-Geranyl-4,5-bis(methoxymethoxy)benzoesdure (59) in
Isopropanol mit 48 ul (0.669 mmol, 4 Aquiv.) Acetylchlo-

rid versetzt. Die Reaktionszeit betrdgt etwa 5 h. Das Roh-

produkt wird durch Sdulenchromatographie liber Kieselgel mit dem Eluenten Chloroform :

Methanol = 6:1 gereinigt.

Ausbeute

R

IR

"H-.NMR

BC.NMR

"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

41.6 mg (0.143 mmol, 85 %), farbloser Feststoff.

0.30 (Chloroform : Methanol = 6:1),

0.45 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).

(KBr): v = 3431 cm™ (s), 3288 (s, br.), 2968 (s), 2924 (s), 2856 (m), 2540
(m), 2445 (m), 1672 (s), 1602 (s), 1500 (w), 1443 (s), 1376 (s), 1356 (s), 1299
(s), 1232 (s), 1103 (m), 1045 (w), 985 (m), 894 (w), 772 (s), 711 (m).

(300 MHz, [Dg]Aceton, TMS): & = 1.58 (s, 3 H, 10-H), 1.64 (s, 3 H, 8-H),
1.74 (s, 3 H, 9'-H), 2.00-2.18 (m, 4 H, 4'-H, 5'-H), 3.39 (d, °J = 7.2 Hz, 2 H,
1'-H), 5.08-5.17 (m, 1 H, 6'-H), 5.38 (,,tq“, *J=7.3 Hz, *J= 1.2 Hz, 1 H, 2'-H),
7.45 (s, 2 H, 2-H, 6-H), 8.75 (s, br.,1 H, OH).

(75 MHz, [Ds]Aceton, TMS): & = 16.22 (C-9"), 17.73 (C-10"), 25.80 (C-8"),
27.37 / 28.63 (C-1', C-5"), 40.47 (C-4"), 114.96 (C-6), 121.98 (C-1), 123.07 /
124.13 / 125.02 (C-2, C-2', C-6'), 128.71 (C-3), 131.77 (C-7'), 136.71 (C-3"),
144.69 / 148.74 (C-4, C-5), 168.23 (CO,H).

(300 MHz, [Dg]DMSO): & = 1.53 (s, 3 H, 10'-H), 1.60 (s, 3 H, 8'-H), 1.65 (s,
3 H, 9-H), 1.91-2.10 (m, 4 H, 4-H, 5-H), 3.23 (d, °J = 7.2 Hz, 2 H, 1'-H),
5.01-5.12 (m, 1 H, 6'-H), 5.26 (t, br., °J = 7.1 Hz, 1 H, 2'-H), 7.19 (d, *J =
1.9 Hz, 1 H, ArH), 7.24 (d, *J= 1.9 Hz, 1 H, ArH), 8.96 (s, br., 1 H, OH), 9.62
(s, br., 1 H, OH), 12.24 (s, br., 1 H, CO,H).

(75 MHz, [Ds]DMSO): & = 16.06 (C-9"), 17.75 (C-10"), 25.65 (C-8"), 26.37 /
27.95 (C-1', C-5"), 39.48 (C-4"),”' 114.15 (C-6), 120.99 (C-1), 122.24 / 122.50 /
124.21 (C-2, C-2', C-6'), 127.84 (C-3), 131.00 (C-7"), 135.40 (C-3"), 144.49 /
147.81 (C-4, C-5), 167.67 (CO,H).

m/z (%) =290 (7) [M]", 246 (25) [M—CO,]", 205 (33), 203 (16), 177 (20), 161
(29), 159 (31), 131 (26), 123 (87), 109 (23), 91 (14), 81 (13) [CsHo]", 77 (11),
69 (100) [CsHo]", 44 (22) [CO,]", 41 (58) [C3Hs]".

°! Das Signal wird vom Losungsmittelsignal verdeckt und ist nur im *C-DEPT-NMR-Spektrum sichtbar.
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HR-EI-MS

ber. 290.1518, gef. 290.1515.

C17H,04 (290.36).

3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4,5-dihydroxybenzoesaure (2, 2*)

62 bzw. 62* werden nach AAV 2 mit 5 Aquiv. Acetylchlorid in Isopropanol entschiitzt. Die

Reaktionszeit betrdgt etwa 5 h. Das Rohprodukt wird durch Sdulenchromatographie tiber Kie-

selgel mit dem Laufmittel Chloroform : Methanol = 9:1 gereinigt.

Ausbeute

Rt

a) Daten der unmarkierten Verbin-
dung: 3-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4,5-
dihydroxybenzoeséure (2)

IR

'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

216

84 bis 86 % (AnsatzgroBe 0.12 bis 0.2 mmol), farbloser Feststoff.

0.29 (Chloroform : Methanol = 9:1).

(KBr): V' =3433 cm™ (s), 3289 (s, br.), 2967 (s), 2922 (s), 2854 (s), 1688 (s),
1603 (m), 1444 (s), 1376 (m), 1293 (s), 1234 (s), 1099 (m), 987 (m), 775 (m),
707 (m), 566 (w), 551 (w).

(300 MHz, CDCl3): 6 = 1.60 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H),
1.77 (s, 3H, 17"-H), 1.92-2.19 (m, 12 H, 4-H, 5'-H, §8-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H),
3.40 (d,°J=7.1 Hz, 2 H, 2-H), 5.04-5.15 (m, 3 H, 6'-H, 10"-H, 14'-H), 5.34 (t,
br.,*J~6.5Hz, 1 H, 2'-H), 7.53 (s, 2 H, 2-H, 6-H).

(75 MHz, CDClL3): & = 16.07 / 16.12 (C-18', C-19'), 16.33 (C-17"), 17.74
(C-20"), 25.75 (C-16"), 26.52 / 26.69 / 26.84 (C-5', C-9',C-13"), 29.18 (C-1"),
39.65-39.88 (m, 3 CH,, C-4', C-8', C-12'), 115.11 (C-6), 120.87 (C-1), 121.05
(C-2", 123.79 / 124.29 / 124.50 / 125.07 (C-2, C-6', C-10', C-14"), 127.59
(C-3), 131.36 (C-15"), 135.07 / 135.67 (C-7', C-11"), 139.00 (C-3'), 143.19 /
147.90 (C-4, C-5), 172.48 (CO,H).

m/z (%) =427 (3) [M+1]", 426 (13) [M]", 411 (2) [M—CH3]", 383 (8), 357 (17)
[M—CsHo]", 315 (6), 302 (6), 289 (5) [357—-CsHs]", 275 (10), 259 (16), 247
(12), 222 (14), 220 (16), 207 (23), 205 (32), 177 (21), 167 (91), 137 (27), 136
(27), 135 (34), 123 (38), 121 (31), 109 (32), 107 (23), 95 (29), 93 (24), 81 (69)
[CsHo]", 69 (100) [CsHo]", 41 (17) [C3Hs]".
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HR-EI-MS  ber. 426.2770, gef.426.2744.
C27H3504 (426.60).

b) Daten der markierten Verbindung:
3-(E,E,E)-[1-"3C]Geranylgeranyl-4,5-

dihydroxybenzoeséure (2*)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.59 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H),
1.78 (s, 3 H, 17"-H), 1.92-2.20 (m, 12 H, 4-H, 5'-H, 8-H, 9-H, 12'-H, 13"-H),
3.41 (dd, "Joy = 128 Hz, °J = 7.1 Hz, 2 H, 2'-H), 5.04-5.15 (m, 3 H, 6'-H,
10-H, 14'-H), 5.30-5.39 (m, 1 H, 2'-H), 7.53 (s, 2 H, 2-H, 6-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCL3): & = 16.07 / 16.14 (C-18', C-19"), 16.34 (d, *Joc = 2.9 Hz,
C-17", 17.75 (C-20"), 25.76 (C-16'), 26.49 / 26.69 / 26.84 (C-5', C-9', C-13"),
29.30 (*C-1"), 39.68-39.88 (m, 3 CH,, C-4', C-8', C-12"), 115.12 (C-6), 121.01
(d, *Jec = 3.2 Hz, C-1), 121.04 (d, 'Joc = 42.9 Hz, C-2"), 123.75 / 124.28 /
124.50 / 125.01 (C-2, C-6', C-10', C-14"), 127.49 (d, "Joc = 43.5 Hz, C-3),
131.37 (C-15"), 135.09 / 135.72 (C-7', C-11"), 139.15 (C-3"), 143.27 / 147.80
(C-4, C-5), 172.33 (COH).

EI-MS m/z (%) =428 (4) [M+17, 427 (12) [M]", 412 (3) [M—CHs]", 384 (7), 358 (16)
[M-CsHo]", 276 (10), 259 (16), 248 (12), 234 (11), 223 (14), 221 (17), 208
(23), 206 (33), 204 (23), 168 (89), 149 (18), 137 (28), 136 (32), 135 (35), 123
(36), 121 (31), 109 (32), 107 (21), 95 (29), 93 (24), 81 (68) [CsHs]", 69 (100)
[CsHol", 55 (9), 41 (16) [C3H5]".

BCC,6H3504 (427.59).

17.7 3,4-Dihydroxy-2-polyprenylbenzoesauren (4, 4%, 68)
3,4-Bis(methoxymethoxy)benzaldehyd (64)

3.94 g (28.5 mmol) 3,4-Dihydroxybenzaldehyd (63) werden in 25 ml CHO
Dimethylformamid geldst. Es werden 19 ml (0.11 mmol, 4 Aquiv.) einer

6 M Losung von Chlormethoxymethan in Essigsduremethylester (AAV 1) OCH,OCHs
und 29 ml (0.17 mol, 6 Aquiv.) Ethyldiisopropylamin zugegeben. Nach oerost

1 h Rithren wird verd. wiaBr. Ammoniakldsung zugesetzt und mehrmals mit Essigsdureethyl-

ester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Losung gewaschen
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und liber Na,SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Ldsungsmittels i. Vak. wird mittels

Sdulenchromatographie {liber Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester =

5:2 gereinigt.

Ausbeute
Schmp.
Rt

IR

"H-NMR

BC.NMR

EI-MS

EA

5.36 g (23.7 mmol, 83 %), farbloser Feststoff.

58°C (Lit.*"" 60°C).

0.43 (Isohexan : Essigsdureethylester = 5:2).

(KBr): v = 2995 cm™ (m), 2967 (m), 2942 (m), 2832 (m), 1677 (s), 1596 (s),
1585 (s), 1508 (s), 1450 (m), 1436 (m), 1395 (m), 1263 (s), 1230 (m), 1162 (s),
1128 (s), 1085 (s), 1071 (s), 1006 (s), 967 (s), 918 (s), 876 (m), 816 (m), 774
(W), 736 (m), 667 (W), 636 (m), 586 (W), 523 (W), 462 (W).

(300 MHz, [Dg]Aceton): & = 3.47 (s, 3H, OCH,OCHs), 3.48 (s, 3 H,
OCH,0CH}3), 5.27 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.33 (s, 2 H, OCH,OCH3), 7.30 (d, *J
=8.3 Hz, 1 H, 5-H), 7.56 (dd, *J=8.3 Hz, *J= 1.9 Hz, 1 H, 6-H), 7.64 (d, *J =
1.9 Hz, 1 H, 2-H), 9.87 (s, 1 H, CHO).

(75 MHz, [Dg]Aceton): & = 56.36 (OCH,OCH3), 56.52 (OCH,OCH3), 95.66
(OCH,0CH3), 96.08 (OCH,OCH3), 116.72 / 116.81 / 126.92 (C-2, C-5, C-6),
132.20 (C-1), 148.57 / 153.71 (C-3, C-4), 191.32 (CHO).

m/z (%) = 226 (14) [M]', 211 (2) [M—CH;]", 181 (4) [M—C,H50]", 166 (7),
150 (23), 149 (9), 134 (5), 45 (100) [C,H50]".

ber. C5840 H6.24

gef. C5831 H6.18

C11H405 (226.23).

2-lod-3,4-bis(methoxymethoxy)benzaldehyd (65)

In einem Schlenkkolben mit Riihrfisch und Septum werden zu einer L6-

sung von 0.57 ml (4.4 mmol, 1.1 Aquiv.) N,N,N-Trimethylethylendi-

CHO

1
2 |

amin in 10 ml abs. Tetrahydrofuran bei 0°C 4.2 mmol (1.05 Aquiv.) OCH,OCHs

einer Losung von n-Butyllithium in Hexan getropft. Nach 15 min Riih-

OCH,OCH;

ren kiihlt man auf —20°C und tropft eine Losung von 0.905g (4.00 mmol, 1 Aquiv.)

3,4-Bis(methoxymethoxy)benzaldehyd (64) in 3 ml Tetrahydrofuran zu, rithrt 30 min und

setzt 12 mmol (3 Aquiv.) n-Butyllithiumlésung zu. Es wird 3 h bei —20°C geriihrt. Anschlie-

Bend kiihlt man auf —40°C und setzt mittels einer Spritze in einer Portion eine Losung von

5.1 g (18 mmol) Diiodethan in 5 ml Tetrahydrofuran zu (Gasentwicklung!). Man riihrt 5 min,
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entfernt das Kiihlbad, 146t auf RT kommen und quencht mit ges. wialr. Ammoniumchloridl6-

sung. Es wird nach Zusatz von Natriumthiosulfat und Wasser mehrmals mit Diethylether

extrahiert. Man wischt die vereinigten organischen Phasen mit ges. NaCl-Losung, trocknet

tiber Na,SOy, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und reinigt durch Sdulenchromatographie

iiber Kieselgel mit dem Eluenten Isohexan : Essigsdureethylester = 3:1.

Ausbeute
Schmp.
Ry

IR

"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

EA

0.884 g (2.51 mmol, 63 %), hellgelber Feststoff.
55-57°C.

0.36 (Isohexan : Essigsaureethylester = 3:1),
0.34 (Isohexan:Aceton = 5:1).

(KBr): v = 2956 cm™ (w), 2930 (w), 2915 (w), 2851 (w), 2835 (w), 1691 (s),
1575 (s), 1474 (s), 1370 (m), 1306 (w), 1271 (s), 1247 (s), 1211 (m), 1159 (s),
1124 (m), 1088 (s), 975 (ss), 919 (s), 905 (m), 829 (m), 772 (W), 676 (W), 648
(W), 544 (w), 485 (w), 433 (W).

(300 MHz, [Dgs]Aceton): & = 3.49 (s, 3 H, OCH,OCHs), 3.65 (s, 3 H,
OCH,0CH}3), 5.23 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.39 (s, 2 H, OCH,OCH3), 7.32 (d, *J
=8.6 Hz, | H, ArH), 7.62 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, ArH), 10.00 (s, 1 H, CHO).

(75 MHz, [Ds]Aceton): 6 = 56.83 (OCH,OCH3), 58.66 (OCH,OCHj3), 95.69
(OCH,0CH3), 99.75 (OCH,OCH3s), 100.55 (C-2), 116.30 (C-5), 127.44 (C-6),
131.05 (C-1), 147.42 / 155.65 (C-3, C-4), 195.00 (CHO).

m/z (%) = 352 (21) [M]", 307 (6) [M—C,H;0]", 292 (58), 276 (49), 275 (13),
260 (25), 149 (4), 45 (100) [C,H;50]".

ber. C37.52 H3.72 136.04

gef. C3728 H351 13596

C11H310s (352.12).

2-lod-3,4-bis(methoxymethoxy)benzoesauremethylester (46)

Nach der Methode von Lit.**¥ wird eine Losung von 0.400 g CO,CHs
. 1
(1.14 mmol, 1 Aquiv.) 2-lod-3,4-bis(methoxymethoxy)benzaldehyd 2
(65) in 15 ml Methanol auf 0°C gekiihlt. Man setzt schnell eine Losung OCH,0CH;
OCH,0CHs

von 0.195 g (2.96 mmol, 2.6 Aquiv.) Kaliumhydroxid (Gehalt 85 %) in

3.5 ml Methanol und sofort danach schnell eine Lésung von 0.375 g (1.48 mmol, 1.3 Aquiv.)

Iod in 3.5 ml Methanol zu und riihrt 1 h bei 0°C. Man gibt nochmals die gleichen Mengen

KOH und I, in Lésung zu und riihrt weiter bei 0°C, bis die Umsetzung beendet ist (ca. 2 h,
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DC-Kontrolle (Isohexan:Aceton = 5:1)). Zur Aufarbeitung wird mit waBlr. Ammoniumchlo-

ridlésung sowie Natriumthiosulfatlosung versetzt und mehrmals mit Diethylether extrahiert.

Nach dem Waschen der vereinigten organischen Phasen mit ges. NaCl-Losung und Trocknen

iiber Na,SO4 entfernt man das Losungsmittel i. Vak. und reinigt durch Siulenchromato-

graphie an Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan : Aceton = 5:1. Das in geringen Mengen

(etwa 3%) entstandene Nebenprodukt 2-lod-4,5-bis(methoxymethoxy)benzoesdureme-

thylester erkennt man im 1H—NMR—Spektmm (CDCl3) an den Signalen & 7.68 (s) und 7.72 (s).

Diese Verunreinigung kann durch Chromatographie iiber Kieselgel mit dem Laufmittel Chlo-

roform : Aceton = 40:1 abgetrennt werden (R¢= 0.37).

Ausbeute
R

IR

"H-NMR

BC.NMR

EI-MS

HR-EI-MS

0.416 g (1.09 mmol, 96 %), farblose Fliissigkeit.

0.30 (Isohexan : Aceton = 5:1),
0.32 (Chloroform : Aceton = 40:1).

(KBr): V' =2996 cm™ (m), 2953 (s), 2096 (s), 2829 (m), 1728 (ss), 1582 (s),
1479 (s), 1434 (s), 1382 (s), 1295 (s), 1267 (ss, br.), 1219 (s), 1208 (s), 1197
(s), 1158 (ss, br.), 1082 (s), 982 (s, br.), 948 (s), 886 (m), 828 (m), 773 (m),
744 (w), 679 (w), 639 (w).

(300 MHz, CDCls): & = 3.48 (s, 3 H, OCH,OCHj), 3.68 (s, 3 H, OCH,OCH?3),
3.89 (s, 3 H, CO,CHs), 5.17 (s, 2 H, OCH,0OCH3;), 5.33 (s, 2 H, OCH,OCH3),
7.13 (d, J=8.6 Hz, 1 H, ArH), 7.52 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, ArH).

(75 MHz, CDCl3): 6 = 5242 (CO,CHj3), 56.54 (OCH,OCHs;), 58.57
(OCH,0OCHj3), 94.68 (C-2), 94.96 (OCH,OCH3), 99.06 (OCH,OCH3), 115.21
(C-5), 127.47 (C-6), 130.03 (C-1), 147.12 / 152.27 (C-3, C-4), 166.83
(CO,CH3).

m/z (%) = 383 (2) [M+1]", 382 (15) [M]", 351 (3), 337 (2), 307 (10), 306
(100), 275 (33), 255 (15), 179 (7), 45 (32) [C.H50]".

ber. 381.9913, gef. 381.9898.

C1,H;5106 (382.15).

2-Geranyl-3,4-bis(methoxymethoxy)benzoesauremethylester (66)

Nach AAV 8 werden 100 mg (0.262 mmol) 2-Iod-3,4-bis- CO,CHs

(methoxymethoxy)benzoesduremethylester (46) mit Geranyl- ¢

bromid (11) umgesetzt. Das Rohprodukt wird durch Siu-

3 OCH,0OCH;
OCH,OCH;

lenchromatographie iiber Kieselgel mit dem Laufmittel Iso-
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hexan : Essigsdureethylester = 4:1 gereinigt.

Ausbeute 90.9 mg (0.232 mmol, 88 %), farbloses Ol.
R¢ 0.39 (Isohexan : Essigsdureethylester = 4:1).

IR (KBr): v =2951 cm™ (m), 2914 (m), 2854 (m), 1722 (s), 1596 (m), 1574 (w),
1486 (m), 1435 (s), 1264 (ss), 1207 (m), 1157 (s), 1136 (m), 1089 (m), 1035
(s), 964 (s), 939 (m), 827 (W), 792 (W), 754 (W).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.56 (s, 3 H, 10-H), 1.63 (s, 3 H, 8'-H), 1.74 (s, 3 H,
9'-H), 1.91-2.09 (m, 4 H, 4'-H, 5'-H), 3.49 (s, 3 H, OCH,OCHs), 3.59 (s, 3 H,
OCH,OCH3), 3.81 (d, °J =~ 7Hz”, 2 H, 1'-H), 3.83 (s, 3 H, CO,CH3), 5.01-
5.09 (m, 1 H, 6-H), 5.07 (s, 2 H, OCH,OCHj3), 5.13 (,tq*, °J = 6.3 Hz, *J =
1.2 Hz, 1 H, 2'-H), 5.23 (s, 2 H, OCH,OCHj3), 7.01 (d, °J = 8.7 Hz, 1 H, ArH),
7.60 (d,°J=8.7 Hz, 1 H, ArH).

BC.NMR (75 MHz, CDCls): & = 16.42 (C-9"), 17.69 (C-10"), 25.67 (C-8"), 26.11 (C-1"),
26.75 (C-5"), 39.72 (C-4"), 5191 (CO,CH;), 56.41 (OCH,OCH;), 57.68
(OCH,OCHj3), 94.75 (OCH,OCHj3), 99.24 (OCH,OCHj3), 112.68 (aromat. CH),
123.41 (C-2"), 124.39 (C-6"), 124.65 (C-1), 127.53 (aromat. CH), 131.26 (C-7"),
135.24 (C-3"), 138.59 (C-2), 144.88 / 152.92 (C-3, C-4), 167.88 (CO,CHj).

EI-MS m/z (%) = 392 (4) [M]", 361 (3), 360 (3), 349 (8), 348 (7), 347 (34) [M-
C,H507", 315 (15), 263 (11), 259 (11), 247 (25), 241 (14), 233 (17), 227 (17),
219 (19), 215 (28), 202 (11), 194 (13), 193 (12), 157 (12), 135 (17), 123 (21),
122 (23), 69 (21) [CsHo]", 45 (100) [C,HsOT", 41 (12) [C3Hs]"

EA ber. C7632 H8.33
gef. C66.94 HS.04
C2oH3,06 (392.49).

2-(E,E,E)-Geranylgeranyl-3,4-bis(methoxymethoxy)benzoesauremethylester (69, 69*)

Die Herstellung erfolgt nach AAV 8 aus 46 und (E,E,E)-Geranylgeranylbromid (25 bzw.
25%). Das Rohprodukt wird durch Saulenchromatographie an Kieselgel mit dem Eluenten

Isohexan : Essigsdureethylester = 6:1 gereinigt.

Ausbeute 78 % (Ansatzgrofe 0.2 mmol), farblose Fliissigkeit.
R¢ 0.31 (Isohexan : Essigsdureethylester = 6:1).

2 Wegen Uberlagerung des Dublettsignals mit & 3.83 ist die genaue Bestimmung der Kopplungskonstanten
nicht moglich.
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a) Daten der unmarkierten Verbindung:
2-(E,E,E)-Geranylgeranyl-3,4-bis(meth-

oxymethoxy)benzoeséuremethylester Ty ockHocH,
OCH,0CH;
(69)
IR (KBr): ¥ = 2917 em™ (5), 2853 (m), 1723 (s), 1596 (m), 1486 (m), 1435 (s),

'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

EA

1398 (w), 1383 (w), 1263 (s), 1220 (m), 1207 (m), 1192 (m), 1157 (s), 1135
(m), 1090 (m), 1033 (s), 965 (m), 931 (m), 828 (w), 792 (m), 753 (m).

(300 MHz, CDCls): & = 1.56 (s, 3H) / 1.58 (s, 3H) / 1.59 (s, 3 H) (18"-H,
19'-H, 20"-H), 1.67 (s, 3 H, 16'-H), 1.75 (s, 3 H, 17-H), 1.90-2.10 (m, 12 H,
4'-H, 5'-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H), 3.49 (s, 3 H, OCH,OCH), 3.60 (s, 3 H,
OCH,OCH3), 3.82 (d, °J =~ 7.6 HZ’%, 2 H, 1'-H), 3.83 (s, 3 H, CO,0OCHj3), 5.08
(s, 2 H, OCH,OCH;), 5.04-5.18 (m, 4 H, 2'-H, 6'-H, 10-H, 14'-H), 5.23 (s,
2 H, OCH,OCHj3), 7.01 (d, °*J = 8.7 Hz, 1 H, ArH), 7.60 (d, *J = 8.7 Hz, 1 H,
ArH).

(75 MHz, CDCls): & = 16.03 (s, 2 CH3, C-18', C-19'), 16.49 (C-17"), 17.72
(C-20"), 25.74 (C-16"), 26.12 (C-1'), 26.70 / 26.80 / 26.82 (C-5', C-9', C-13"),
39.74 (1 CH,) / 39.78 (2 CH,) (C-4', C-8', C-12"), 51.92 (CO,CHj3), 56.41
(OCH,OCH3), 57.69 (OCH,OCH3), 94.76 (OCH,OCHj3), 99.24 (OCH,0CH3),
112.68 (aromat. CH), 123.34 (C-2'), 124.28 / 124.35 / 124.48 (C-6', C-10,
C-14'), 124.64 (C-1), 127.53 (aromat. CH), 131.26 (C-15"), 134.89 / 134.97 /
135.35 (C-3', C-7', C-11"), 138.59 (C-2), 144.88 / 152.92 (C-3, C-4), 167.87
(CO,CH3).

m/z (%) = 529 (1) [M+1]", 528 (2) [M], 484 (3), 483 (8) [M—C,Hs0]", 451
(3), 427 (2), 391 (5), 359 (5), 333 (5), 327 (4), 315 (7), 263 (16), 259 (15), 247
(34), 233 (21), 227 (13), 225 (10), 219 (27), 215 (25), 203 (10), 201 (10), 193
(15), 157 (13), 135 (11), 121 (18), 109 (12), 107 (11), 95 (12), 93 (12), 91 (9),
81 (29) [CeHol", 69 (75) [CsHo]", 67 (12), 45 (100) [C,H50]", 41 (20) [C5Hs] "
ber. C72.69 HO9.15

gef. C72.50 H9.28

C3,HasO6 (528.73).

b) Daten der markierten Verbindung:
2-(E,E,E)-[1-"3C]Geranylgeranyl-3,4-bis-
(methoxymethoxy)benzoesduremethyl-
ester (69*)
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"H-.NMR

BC-NMR

EI-MS

(600 MHz, CDCls): & = 1.57 (s, 3H) / 1.58 (s, 3H) / 1.59 (s, 3 H) (18'-H,
19'-H, 20'-H), 1.67 (s, 3 H, 16'-H), 1.75 (s, 3 H, 17'-H), 1.92-1.99 (m, 6 H) /
2.00-2.08 (m, 6 H) (4-H, 5-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13-H), 3.49 (s, 3 H,
OCH,0CHj3), 3.60 (s, 3 H, OCH,OCH;), 3.81 (dd, 'Jeu = 129 Hz, *Juu =
6.3 Hz, 2 H, 1'-H), 3.83 (s, 3 H, CO,0CHj3), 5.05-5.11 (m, 3 H, 6-H, 10'-H,
14'-H), 5.08 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.11-5.16 (m, 1 H, 2"-H), 5.23 (s, 2 H,
OCH,0CHj3), 7.01 (d, °J = 8.7 Hz, 1 H, ArH), 7.60 (d, °J = 8.7 Hz, 1 H, ArH).
(75 MHz, CDCl3): & = 16.04 (s, 2 CH3, C-18', C-19"), 16.50 (d, *Jcc = 3.8 Hz,
C-17"), 17.73 (C-20"), 25.74 (C-16"), 26.13 (**C-1"), 26.71 / 26.80 / 26.83 (C-5,
C-9', C-13", 39.67-39.90 (m, 3 CH,, C-4', C-8', C-12'), 51.92 (CO,CH3), 56.42
(OCH,0CH3), 57.70 (OCH,OCH3), 94.76 (OCH,0OCH3), 99.25 (OCH,OCH3),
112.69 (aromat. CH), 123.34 (d, 'Joc = 42.9 Hz, C-2'), 124.28 / 124.35 /
124.48 (C-6', C-10", C-14"), 124.65 (C-1), 127.53 (aromat. CH), 131.27
(C-15"), 134.90 / 134.97 / 135.36 (C-3', C-7', C-11"), 138.59 (d, 'Joc = 42.9 Hz,
C-2), 144.89 / 152.91 (C-3, C-4), 167.89 (CO,CH3).

m/z (%) = 530 (1) [M+1]", 529 (2) [M]’, 485 (2), 484 (7) [M-C,H50]", 452
(2), 428 (2), 392 (3), 360 (5), 334 (5), 328 (4), 316 (6), 284 (7), 278 (8), 264
(15), 248 (35), 234 (20), 220 (26), 216 (27), 194 (17), 121 (23), 95 (16), 81
(34) [CsHo]", 69 (82) [C5Ho]", 45 (100) [CoH50]", 41 (17) [C3Hs]".

BCC31Hag06 (529.72).

2-Geranyl-3,4-bis(methoxymethoxy)benzoesaure (67)

Nach AAV 9 werden 84.4 mg (0.215 mmol) 2-Geranyl-3,4-
bis(methoxymethoxy)benzoesduremethylester (66) verseift.

Die Reaktionszeit betrdgt ca. 2.5 h. OCH,0CH;

Ausbeute
R

"H-.NMR

CO,H

OCH,OCH;

77.7 mg (0.205 mmol, 95 %), farbloser Feststoff.

0.41 (Chloroform : Methanol = 8:1),

0.65 (Toluol : HCO,H : HCOEt = 10:5:3).

(300 MHz, CDCl3): 6 = 1.55 (s, 3 H, 10'-H), 1.63 (s, 3 H, 8'-H), 1.77 (s, 3 H,
9'-H), 1.91-2.10 (m, 4 H, 4'-H, 5'-H), 3.51 (s, 3 H, OCH,OCHj3), 3.62 (s, 3 H,
OCH,OCH3), 3.90 (d, °J = 6.3 Hz, 2 H, 1'-H), 5.01-5.10 (m, 1 H, 6'-H), 5.10
(s, 2H, OCH,OCH3), 5.13-5.20 (m, 1 H, 2'-H), 5.26 (s, 2 H, OCH,0OCH3),
7.05 (d, *J=8.8 Hz, 1 H, ArH), 7.81 (d, °J=8.8 Hz, 1 H, ArH).
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BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 16.42 (C-9"), 17.70 (C-10"), 25.68 (C-8'), 26.17 (C-1"),
26.75 (C-5'), 39.78 (C-4'), 56.50 (OCH,OCH3), 57.74 (OCH,OCH;), 94.71
(OCH,0CH3;), 99.25 (OCH,OCH3), 112.59 (aromat. CH), 123.01 (C-1),
123.30 (C-2"), 124.43 (C-6"), 128.87 (aromat. CH), 131.26 (C-7'), 135.35
(C-3"), 139.86 (C-2), 144.97 / 153.80 (C-3, C-4), 172.77 (CO,H).

EI-MS m/z (%) = 378 (2) [M]', 333 (14) [M-C,Hs0]", 247 (13), 219 (11), 215 (10),
205 (12), 135 (12), 123 (18), 122 (15), 81 (3) [CeHo]", 69 (20) [CsHo]", 45
(100) [C,HsO]", 41 (14) [C3Hs]".

Ca1H3006 (378.47).

2-(E,E,E)-Geranylgeranyl-3,4-bis(methoxymethoxy)benzoesaure (70, 70%)

Nach AAV 9 werden 38.5 mg (72.7 umol) 2-(E,E,E)-Geranylgeranyl-3,4-bis(methoxymeth-

oxy)benzoesduremethylester (69 bzw. 69*) verseift. Die Reaktionszeit betragt etwa 3 h.

Ausbeute 98 % (Ansatzgrofie 0.1 mmol), farbloser, schmieriger Feststoff.

Ry 0.50 (Chloroform : Methanol = 10:1),
0.66 (Toluol : HCO,H : HCO;Et = 10:5:3).

a) Daten der unmarkierten Verbindung: COH
2-(E,E,E)-Geranylgeranyl-3,4-bis(meth- ¢

oxymethoxy)benzoeséure (70)

OCH,OCH;
OCH,OCH;

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.55 (s, 3H) / 1.57 (s, 3H) / 1.59 (s, 3 H) (18"-H,
19'-H, 20'-H), 1.67 (s, 3 H, 16'-H), 1.77 (s, 3 H, 17-H), 1.88-2.11 (m, 12 H,
4'-H, 5'-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H), 3.51 (s, 3 H, OCH,0CH;), 3.61 (s, 3 H,
OCH,0CH}3), 3.89 (d, >J = 6.3 Hz, 2 H, 1'-H), 5.03-5.12 (m, 3 H, 6'-H, 10"-H,
14'-H), 5.09 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.14-5.21 (m, 1 H, 2-H), 7.05 (d, °J =,
8.8 Hz, 1 H, ArH), 7.80 (d, °J = 8.8 Hz, 1 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 16.05 (s, 2 CHs, C-18', C-19"), 16.50 (C-17'), 17.74
(C-20"), 25.75 (C-16"), 26.20 (C-1'), 26.74 / 26.82 / 26.85 (C-5', C-9', C-13"),
39.76 / 39.79 / 39.85 (C-4', C-8, C-12), 56.50 (OCH,OCH;), 57.75
(OCH,0OCH3), 94.72 (OCH,OCHj3), 99.25 (OCH,OCH3), 112.59 (aromat. CH),
122.99 (C-1), 123.21 (C-2'), 124.32 / 124.40 / 124.50 (C-6', C-10', C-14"),
128.87 (aromat. CH), 131.28 (C-15"), 134.88 / 134.96 / 135.48 (C-3', C-7',
C-11'), 139.84 (C-2), 144.97 / 153.78 (C-3, C-4), 172.53 (CO,H).
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EI-MS m/z (%) = 514 (2) [M]", 469 (8) [M—C,Hs0]", 413 (2), 377 (2), 345 (4), 301
(6), 259 (14), 249 (18), 247 (34), 233 (17), 219 (22), 205 (21), 189 (13), 179
(12), 135 (15), 121 (20), 109 (15), 107 (14), 95 (15), 93 (14), 81 (32) [CsHo]",
69 (69) [CsHo]", 45 (100) [C,H50]", 41 (21) [C3Hs]".

C31Ha606 (514.70).

b) Daten der markierten Verbindung: COH
2-(E,E,E)-[1-"3C]Geranylgeranyl-3,4-bis- ¢
(methoxymethoxy)benzoeséure (70%)

OCH,OCH;
OCH,OCH;

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.55 (s, 3H) / 1.57 (s, 3H) / 1.59 (s, 3 H) (18-H,
19'-H, 20'-H), 1.67 (s, 3 H, 16-H), 1.78 (s, 3 H, 17'-H), 1.89-2.11 (m, 12 H,
4-H, 5-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13"-H), 3.50 (s, 3 H, OCH,OCHj3), 3.61 (s, 3 H,
OCH,OCHj3), 3.90 (dd, 'Jey = 130 Hz, *Jyy = 6.3 Hz, 2 H, 1'-H), 5.03-5.13 (m,
3 H, 6-H, 10-H, 14'-H), 5.10 (s, 2 H, OCH,OCH3), 5.14-5.21 (m, 1 H, 2'-H),
5.26 (s, 2 H, OCH,OCHj3), 7.05 (d, *J = 8.8 Hz, 1 H, ArH), 7.81 (d, *J =
8.8 Hz, 1 H, ArH).

BC.NMR (75 MHz, CDCl3): 8 = 16.03 (s, 2 CH3, C-18', C-19"), 16.48 (d, *Joc = 2.9 Hz,
C-17", 17.72 (C-20"), 25.73 (C-16"), 26.19 (*C-1"), 26.72 / 26.82 / 26.84 (C-5',
C-9', C-13"), 39.63-39.95 (m, C-4', C-8', C-12"), 56.48 (OCH,OCHj3), 57.73
(OCH,OCHj3), 94.70 (OCH,OCHj3), 99.23 (OCH,OCHj3), 112.58 (aromat. CH),
123.03 (C-1), 123 20 (d, 'Jec = 42.6 Hz, C-2'), 124.31 / 124.39 / 124.49 (C-6,
C-10', C-14'), 128.85 (aromat. CH), 131.25 (C-15"), 134.86 / 134.94 / 135.45
(C-3', C-7', C-11"), 139.81 (d, 'Jec = 42.6 Hz, C-2), 144.96 / 153.76 (C-3, C-4),
172.62 (CO,H).

BCC30Hy606 (515.69).

2-Geranyl-3,4-dihydroxybenzoesaure (68)

Nach AAV 2 wird eine Losung von 64.3 mg (0.170 mmol) 2-
Geranyl-3,4-bis(methoxymethoxy)benzoesdure (67) in Isopro-

panol mit 5 Aquiv. Acetylchlorid entschiitzt. Die Reaktionszeit

betrdgt etwa 5 h. Das Rohprodukt wird durch Saulenchromato-

graphie an Kieselgel mit dem Eluenten Chloroform : Methanol = 8:1 gereinigt.
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Ausbeute
Rt

IR

'"H-.NMR

BC-NMR

EI-MS

HR-EI-MS

42.5 mg (0.146 mmol, 86 %), farbloser Feststoff.

0.29 (Chloroform : Methanol = 8:1),
0.45 (Toluol : HCO,H : HCOEt = 10:5:3).

(KBr): V' = 3447 cm™ (s), 2970 (m), 2923 (m), 1683 (s), 1586 (m), 1498 (w),
1448 (m), 1376 (m), 1344 (m), 1296 (s), 1238 (m), 1195 (m), 1147 (m), 1007
(w), 970 (w), 873 (w), 788 (w), 754 (w), 705 (w), 632 (w).

(300 MHz, [Dg]Aceton, TMS): & = 1.55 (s, 3 H, 10-H), 1.61 (s, 3 H, 8'-H),
1.78 (s, 3 H, 9'-H), 1.90-2.10 (m, 4 H, 4-H, 5'-H), 3.88 (d, °J = 6.8 Hz, 2 H,
1-H), 5.02-5.12 (m, 1 H, 6'-H), 5.27 (,tq*, >’J=7.0 Hz, *J= 1.2 Hz, 1 H, 2'-H),
6.77 (d, °J = 8.4 Hz, 1 H, ArH), 7.35 (s, br., 1 H, OH), 7.44 (d, >J = 8.4 Hz,
1 H, ArH), 9.09 (s, br., 1 H, OH).

(75 MHz, [Dg]Aceton, TMS): 6 = 16.47 (C-9"), 17.68 (C-10"), 25.79 (C-8"),
26.04 (C-1'), 27.46 (C-5"), 40.60 (C-4"), 112.50 (C-5%), 122.59 (C-1), 124.32 /
124.52 / 125.16 (C-6", C-2', C-6"), 131.51 / 131.89 (C-2, C-7'), 134.87 (C-3",
144.38 / 148.81 (C-3, C-4), 169.26 (CO,H).

m/z (%) =290 (3) [M]", 246 (37), 205 (14), 203 (18), 177 (22), 163 (23), 161
(63), 159 (35), 131 (31), 123 (100), 109 (25), 91 (14), 81 (15) [CsHo]", 69 (88)
[CsHo]", 44 (42), 43 (28), 41 (57) [C3Hs]".

ber. 290.1518, gef. 290.1505.

C17H,04 (290.36).

2-(E,E,E)-Geranylgeranyl-3,4-dihydroxybenzoesaure (4, 4*)

Die Entschiitzung von 70 bzw. 70* erfolgt nach AAV 2 mit 5 Aquiv. Acetylchlorid in Iso-

propanol. Die Reaktionszeit betrdgt etwa 5 h. Das Rohprodukt wird durch Sadulenchroma-

tographie liber Kieselgel mit dem Laufmittel Chloroform : Methanol = 10:1 gereinigt.

Ausbeute

Rt

a) Daten der unmarkierten Verbindung:
2-(E,E,E)-Geranylgeranyl-3,4-dihydroxy-

benzoeséure (4)

226

78 % (Ansatzgrofe 0.1 mmol), geringfiigig braunlicher, schmieriger Feststoff.

0.33 (Chloroform : Methanol = 10:1),
0.51 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).
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IR

"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

HR-EI-MS

(KBr): v = 3446 cm™ (s), 3292 (s, br.), 3140 (s, br.), 2966 (s), 2921 (s), 2854
(s), 1682 (s), 1621 (m), 1615 (m), 1584 (s), 1504 (m), 1494 (m), 1446 (m),
1378 (m), 1343 (s), 1296 (s), 1237 (s), 1195 (s), 1148 (m), 1009 (m), 971 (m),
874 (m), 830 (m), 788 (m), 754 (m), 706 (m), 632 (m), 536 (W), 450 (W).

(300 MHz, CDCl3): § = 1.60 (s, 9 H, 18-H, 19'-H, 20"-H), 1.67 (s, 3 H, 16'-H),
1.85 (s, 3 H, 17-H), 1.90-2.19 (m, 12 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9'-H, 12"-H, 13'-H),
3.93 (d,*J= 6.8 Hz, 2 H, 1'-H), 5.02-5.14 (m, 3 H, 6'-H, 10'-H, 14'-H), 5.28 (t,
br., °J = 6.2 Hz, 1 H, 2-H), 6.83 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, ArH), 7.66 (d, *J =
8.6 Hz, 1 H, ArH).

(75 MHz, CDCl;): & = 16.08 / 16.17 (C-18', C-19"), 16.37 (C-17"), 17.76
(C-20"), 25.77 (C-16"), 26.38 (C-5"), 26.60 (C-1'), 26.65 / 26.84 (C-9", C-13"),
39.67-39.88 (m, 3 CH,, C-4', C-8', C-12"), 112.56 (C-5"), 120.61 (C-1), 121.63
(C-2"), 123.56 / 124.21 / 124.49 (C-6', C-10', C-14"), 126.10 (C-6"), 130.51
(C-2), 131.37 (C-15", 135.14 / 135.97 (C-7', C-11"), 139.50 (C-3"), 142.71 /
149.04 (C-3, C-4), 172.80 (CO,H).

m/z (%) =427 (5) [M+17", 426 (17) [M]", 411 (3) [M—CH3]", 383 (7), 357 (17)
[M—CsHo]", 289 (19) [357—-CsHg]", 271 (19), 259 (39), 229 (23), 221 (49), 205
(100), 203 (57), 175 (43), 167 (44), 165 (46), 163 (45), 161 (30), 157 (32), 149
(33), 135 (36), 123 (34), 121 (37), 109 (36), 107 (33), 95 (32), 93 (28), 81 (62)
[CeHo]", 69 (88) [CsHs]", 41 (19) [C3Hs]"

ber. 426.2770, gef. 426.2756.

Cy7H3304 (426.60).

b) Daten der markierten Verbindung:
2-(E,E,E)-[1-"*C]Geranylgeranyl-3,4-di-

hydroxybenzoeséure (4

"H-.NMR

BC.NMR

(300 MHz, CDCl3): & = 1.59 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.67 (s, 3 H, 16'-H),
1.85 (s, 3 H, 17"-H), 1.90-2.18 (m, 12 H, 4-H, 5'-H, 8'-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H),
3.92 (dd, 'Jen = 131 Hz, *Juy = 6.7 Hz, 2 H, 1'-H), 5.01-5.14 (m, 3 H, 6'-H,
10-H, 14'-H), 5.23-5.32 (m, 1 H, 2'-H), 6.82 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, ArH), 7.65
(d,’J=8.6 Hz, 1 H, ArH).

(75 MHz, CDCL3): & = 16.07 / 16.16 (C-18', C-19'), 16.35 (d, *Jec = 3.2 Hz,
C-17", 17.75 (C-20"), 25.76 (C-16"), 26.56 (*C-1'), 26.84 (C-9' oder C-13"),
39.66-39.85 (m, C-4', C-8', C-12"), 112.53 (C-5"), 120.72 (C-1), 121.67 (d, 'Jec
=41.4 Hz, C-2'), 123.60 / 124.22 / 124.48 (C-6', C-10', C-14"), 126.02 (C-6"),
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130.50 (d, 'Joc = 42.3 Hz, C-2), 131.34 (C-15"), 135.12 / 135.91 (C-7', C-11"),
139.31 (C-3"), 142.73 / 148.97 (C-3, C-4), 173.00 (CO,H).”

EI-MS m/z (%) = 427 (0.3) [M]", 425 (0.3), 383 (2), 358 (1) [M—CsHs]", 340 (1), 314
(2), 301 (1), 300 (1), 290 (2) [358-CsHs]", 272 (3), 259 (6), 206 (30), 162 (51),
124 (39), 121 (20), 109 (19), 107 (17), 95 (20), 93 (20), 81 (51) [CeHs]", 69
(100) [CsHo]".

BCC,6H3304 (427.59).

17.8 4-Hydroxy-2-polyprenylbenzoesauren (3, 3*, 76)

4-(Triisopropylsilyloxy)benzaldehyd (72)

Nach der Standardmethode von Lit.*® werden 1.22¢g (10.0 mmol) CHO
4-Hydroxybenzaldehyd (71) in 20 ml abs. Methylenchlorid gelost und mit
212g (11.0mmol, 1.1 Aquiv.) Triisopropylsilylchlorid,  1.67 ml
(12.0 mmol, 1.2 Aquiv.) Triethylamin sowie 0.12 g (1.0 mmol, 0.1 Aquiv.) OSICH(CHs)s
4-Dimethylaminopyridin (DMAP) versetzt. Nach 12 h Rithren wird Wasser zugesetzt und
mehrmals mit Diethylether extrahiert. Nach dem Waschen mit ges. NaCl-Lésung und Trock-
nen iiber Na,SO4 entfernt man das Losungsmittel 1. Vak. und reinigt durch Saulenchromato-

graphie an Kieselgel mit dem Eluenten Isohexan : Essigsdureethylester = 15:1.

Ausbeute 2.68 g (9.64 mmol, 96 %), farblose Fliissigkeit.

Rs¢ 0.35 (Isohexan : Essigsdureethylester = 15:1).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 1.04-1.14 (m, 18 H, 6 CHj3), 1.20-1.35 (m, 3 H, 3
Si-CH), 6.97 (,,d“, °J = 8.5 Hz, 2 H, 3-H, 5-H), 7.78 (,,d“, *J = 8.5 Hz, 2 H,
2-H, 6-H), 9.87 (s, 1 H, CHO).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3): 6 = 12.75 (s, 3 Si-CH), 17.89 (s, 6 CH3), 120.38 (C-3, C-5),
130.26 (C-1), 131.99 (C-2, C-6), 161.98 (C-4), 190.86 (CHO).

EI-MS m/iz (%) = 279 (5) [M+1]", 278 (20) [M]", 236 (17), 235 (100) [M-
CH(CHs),]", 207 (36), 179 (53), 165 (18), 151 (14), 149 (16), 137 (15), 105
(7), 77 (9), 43 (9), 41 (8).

Ci16H260,S1 (278.47).

% Die Signale 5 26.38 und 26.65 (vgl. *C-NMR-Spektrum der nichtmarkierten Verbindung) sind durch das
intensive Signal & 26.56 ("*C-1') iiberlagert.
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2-lod-4-(triisopropylsilyloxy)benzaldehyd (73)

In einem Schlenkkolben mit Riihrfisch und Septum werden 0.56 ml CHO
(4.40 mmol, 1.1 Aquiv.) N,N,N'-Trimethylethylendiamin in 10 ml abs. Te-

2 |

trahydrofuran geldst. Nachdem man bei 0°C 4.20 mmol (1.05 Aquiv.) einer

Losung von n-Butyllithium in Hexan zugetropft hat, riihrt man 15 min, kiihlt OSICH(EHakk
anschlieBend auf —20°C und setzt langsam eine Losung von 1.11 g (4.00 mmol)
4-(Triisopropylsilyloxy)benzaldehyd (72) zu. Nach weiteren 30 min Riihren werden langsam
12.0 mmol (3 Aquiv.) n-Butyllithiumldsung zugegeben, worauf man 15 h bei —20°C riihrt.
Bei —40°C wird anschlieBend eine Losung von 5.1 g (18 mmol, 4.5 Aquiv.) Diiodethan in
5 ml Tetrahydrofuran in einer Portion zugesetzt (Gasentwicklung!). Nach 5 min entfernt man
das Kiltebad, 148t auf RT kommen und quencht mit ges. wilr. Ammoniumchloridldsung.
Man versetzt mit Wasser und Natriumthiosulfat und extrahiert mehrmals mit Diethylether.
Nach Waschen der vereinigten organischen Phasen mit ges. NaCl-Lésung wird iiber Na;SOq4

getrocknet, das Losungsmittel i. Vak. entfernt und der Riickstand mittels Sdulenchromato-

graphie iiber Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 25:1 gereinigt.

Ausbeute 1.294 g (3.20 mmol, 80 %), gelbes OL.

R¢ 0.36 (Isohexan : Essigsdureethylester = 25:1).

IR (KBr): ¥ = 2946 cm™ (s), 2868 (s), 1691 (s), 1581 (s), 1545 (m), 1480 (s),
1385 (m), 1299 (s), 1274 (s), 1239 (s), 1202 (m), 1156 (w), 1119 (w), 1071
(w), 1021 (m), 997 (m), 925 (s), 883 (s), 832 (m), 718 (s), 689 (m), 659 (m),
602 (w), 577 (w).

'H-NMR (300 MHz, CDCl): 6 = 1.07-1.13 (m, 18 H, 6 CHs), 1.21-1.36 (m, 3 H, 3
Si-CH), 6.93 (ddd, °J = 8.6 Hz, /=23 Hz, °J= 0.8 Hz, 1 H, 5-H), 7.44 (d, *J
=23Hz, 1 H, 3-H), 7.79 (d, *J = 8.6 Hz, | H, 6-H), 9.92 (d, *J= 0.8 Hz, | H,
CHO).

BC.NMR (75 MHz, CDCl3): & = 12.73 (s, 3 Si-CH), 17.88 (s, 6 CHz), 102.07 (C-2),
120.13 (aromat. CH), 128.89 (C-1), 131.54 (aromat. CH), 131.65 (aromat.
CH), 161.82 (C-4), 194.46 (CHO).

EI-MS m/z (%) = 405 (3) [M+1]", 404 (12) [M]", 362 (17), 361 (100) [M-
CH(CHs),]", 334 (5), 333 (28), 306 (7), 305 (54), 291 (18), 275 (8), 206 (3),
178 (4), 164 (4), 163 (4), 152 (5), 150 (3), 149 (3), 136 (3), 135 (4).

HR-EI-MS  ber. 404.0669, gef. 404.0662.

Ci16Has510,Si (404.34).
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2-lod-4-(triisopropylsilyloxy)benzoesaure (74)

In Anlehnung an Lit.*”*?”3 werden 0.765 g (1.89 mmol) 2-Iod-4-(triisopro- CO,H
pylsilyloxy)benzaldehyd (73), 38 ml tert-Butanol und 19 ml 2-Methyl-2- 2

buten vereinigt. Man setzt 2.07 g (13.3 mmol, 7 Aquiv.) Natriumdihydro-

OSi(CH(CHs)2)3

genphosphat-Dihydrat geldst in 4.8 ml Wasser zu. Unter kriftigem Riihren

wird eine Losung von 2.14 g Natriumchlorit (Gehalt 80 %, entspr. 1.71 g (18.9 mmol,
10 Aquiv.) NaClO,) in 4.75 ml Wasser zugetropft. Nach 0.5 h Riihren wird mit Wasser ver-

setzt und mehrmals mit Essigsdureethylester extrahiert. Man wéscht die vereinigten organi-

schen Phasen 1 x mit Wasser, entfernt das Losungsmittel, trocknet 1. Vak., 16st den Riickstand

in Chloroform, filtriert und trocknet i. Vak.

Ausbeute
Rt
'H-NMR

BC.NMR

EI-MS

HR-EI-MS

0.770 g (1.83 mmol, 97 %), farbloser Feststoff.

0.74 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).

(300 MHz, CDCLs): & = 1.08-1.14 (m, 18 H, 6 CH;), 1.21-1.35 (m, 3 H, 3
Si-CH), 6.90 (dd, *J = 8.6 Hz, “J=2.5 Hz, 1 H, 5-H), 7.59 (d, *J=2.5 Hz, 1 H,
3-H), 7.98 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, 6-H).

(75 MHz, CDCl;): & = 12.72 (s, 3 Si-CH), 17.91 (s, 6 CHj3), 96.18 (C-2),
119.15 (aromat. CH), 124.88 (aromat. C), 133.70 (aromat. CH), 133.79 (aro-
mat. CH), 160.04 (aromat. C), 170.80 (CO,H).

m/z (%) = 420 (4) [M], 378 (6), 377 (29) [M—CH(CH3),]", 349 (9), 321 (17),
307 (6), 294 (7), 252 (18), 251 (100), 224 (7), 223 (42), 209 (8), 207 (6), 196
(13), 195 (92), 181 (43), 165 (21), 151 (9), 137 (13), 135 (8), 128 (11), 121
(14), 89 (9), 75 (13).

ber. 420.0618, gef. 420.0599.

C16Has105Si (420.36).

2-lod-4-(triisopropylsilyloxy)benzoesauremethylester (47)

Nach dem Verfahren von Lit.*’* werden 0.763 g (1.82 mmol) 2-Iod-4- CO,CHs

(triisopropylsilyloxy)benzoesdure (74) in 3.5 ml Dimethylformamid geldst,
mit 0.34 ml (2.27 mmol, 1.25 Aquiv.) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
(DBU) und 0.17 ml (2.72 mmol, 1.5 Aquiv.) Methyliodid versetzt und 3 h
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geriihrt. Zur Aufarbeitung extrahiert man nach Zusatz von Wasser mehrmals mit Diethylether,
wischt mit ges. NaCl-Losung, trocknet liber Na,SOs, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und

chromatographiert iiber Kieselgel mit dem Eluenten Chloroform : Isohexan = 1:1.

Ausbeute 0.682 g (1.57 mmol, 86 %), farblose Fliissigkeit.

R 0.27 (Chloroform : Isohexan = 1:1),
0.86 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).
IR (KBr): v = 2947 cm™ (s), 2868 (s), 1732 (s), 1587 (s), 1548 (m), 1485 (s),

1464 (m), 1434 (m), 1384 (w), 1284 (s), 1251 (s), 1190 (w), 1112 (s), 1072
(w), 1028 (m), 1016 (w), 997 (w), 968 (w), 927 (s), 883 (m), 825 (w), 772 (m),
742 (m), 688 (m), 662 (m), 581 (w).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.06-1.13 (m, 18 H, 6 CH3), 1.19-1.34 (m, 3 H, 3
Si-CH), 3.88 (s, 3 H, OCHs3), 6.86 (dd, °J = 8.6 Hz, *J = 2.4 Hz, 1 H, 5-H),
7.53 (d,*J=2.4Hz 1 H, 3-H), 7.79 (d, >J = 8.6 Hz, 1 H, 6-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 12.70 (s, 3 Si-CH), 17.90 (s, 6 CH3), 52.22 (CO,CH3),
95.43 (C-2), 119.08 (aromat. CH), 126.57 (C-1), 132.52 (aromat. CH), 133.16
(aromat. CH), 159.24 (C-4), 166.18 (CO,CHs).

ELI-MS m/z (%) = 435 (5) [M+1]", 434 (24) [M]", 403 (5), 392 (22), 391 (100) [M—
CH(CHs),]", 364 (6), 363 (33), 336 (7), 335 (52), 321 (17), 305 (5), 264 (5),
222 (3), 221 (3), 167 (5), 152 (5).

EA ber. C47.01 H6.27 129.21
gef. C47.13 H6.36 129.18

C17H,7105Si (434.39).

2-Geranyl-4-(triisopropylsilyloxy)benzoesauremethylester (75)

Nach AAV 8 werden 43.3 mg (0.200 mmol) Geranylbromid (11)
mit 47 umgesetzt. Das Rohprodukt wird durch Sdulenchromato-
graphie an Kieselgel mit dem Eluenten Chloroform : Isohexan =

1:1 gereinigt.

Ausbeute 72.3 mg (0.163 mmol, 81 %"?), farblose Fliissigkeit.
R¢ 0.33 (Chloroform : Isohexan = 1:1).

IR (KBr): v = 2946 cm™ (s), 2868 (s), 1722 (s), 1601 (s), 1566 (m), 1495 (m),
1463 (m), 1434 (m), 1384 (w), 1298 (m), 1271 (m), 1249 (s), 1189 (m), 1165
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'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

HR-EI-MS
EA

(w), 1125 (s), 1081 (m), 990 (m), 970 (w), 921 (w), 883 (s), 838 (m), 800 (m),
779 (m), 688 (s).

(600 MHz, CDCl3): & = 1.09-1.13 (m, 18 H, 10-H), 1.21-1.32 (m, 3 H, 9-H),
1.61 (s, 3 H, 10"-H), 1.69 (s, 3 H, 8'-H), 1.71 (s, 3 H, 9'-H), 2.06 (m, 2 H, 4'-H),
2.11 (m, 2 H, 5-H), 3.72 (d, °J = 7.3 Hz, 2 H, 1'-H), 3.86 (s, 3 H, CO,CH3),
5.06-5.15 (m, 1 H, 6'-H), 5.32 (t, br., °J = 7.3 Hz, 1 H, 2'-H), 6.73 (dd, *J =
8.6 Hz, *J=2.4Hz 1 H, 5-H), 6.81 (d, *J=2.4Hz 1H, 3-H), 7.84 (d, °J =
8.6 Hz, 1 H, 6-H).

(75 MHz, CDCl;): & = 12.78 (s, C-9), 16.32 (C-9"), 17.73 (C-10"), 17.95 (s,
C-10), 25.75 (C-8"), 26.86 (C-3"), 32.56 (C-1'), 39.85 (C-4'), 51.66 (CO,CHj3),
117.15 (C-5), 121.37 (C-3), 122.00 (C-1), 122.58 (C-2"), 124.36 (C-6'), 131.47
(C-7"), 132.88 (C-6), 136.77 (C-3"), 146.12 (C-2), 159.51 (C-4), 167.83
(CO,CH3).”°

m/z (%) = 445 (16) [M+17", 444 (46) [M]", 413 (15), 412 (23), 402 (28), 401
(92) [M—CH(CH3),]", 385 (29), 376 (17), 375 (60) [M—CsHo]", 373 (12), 371
(10), 370 (35), 369 (100), 345 (13), 343 (23), 341 (29), 334 (15), 333 (46), 331
(13), 330 (14), 327 (13), 322 (18), 320 (18), 319 (25), 317 (12), 315 (12), 313
(15), 305 (11), 301 (12), 299 (11), 287 (15), 279 (18), 277 (11), 273 (11), 123
(20), 122 (12), 69 (16) [CsHo]", 59 (8), 41 (7) [C3H5] .

ber. 444.3060, gef. 444.3047.

ber. C72.92 H9.97
gef. C73.14 H10.47

Cy7H440:Si (444.73).

2-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4-(triisopropylsilyloxy)benzoesauremethylester (77, 77*)

(E,E,E)-Geranylgeranylbromid (25 bzw. 25%) wird nach AAV 8 mit 47 umgesetzt. Das Roh-

produkt wird mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel mit dem Eluenten Isohexan : Chlo-

roform = 1:1 gereinigt.

Ausbeute

Rt
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a) Daten der unmarkierten Verbindung:
2-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4-(triisopropyl-

silyloxy)benzoeséuremethylester (77)

IR

"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

HR-EI-MS

(KBr): V' = 2946 cm™ (s),

2926 (s), 2868 (s), 1722 (ss), 1601 (s), 1566 (m), 1494 (m), 1463 (m), 1434 (s),
1384 (m), 1298 (s), 1249 (s), 1271 (ss), 1189 (m), 1124 (s), 1080 (m), 990 (s),
883 (s), 838 (s), 800 (m), 779 (m), 701 (m, sh), 688 (s), 664 (m), 650 (m, sh),
598 (w, br.), 451 (w).

(300 MHz, CDCls): & = 1.06-1.13 (m, 18 H, 10-H), 1.18-1.31 (m, 3 H, 9-H),
1.60 (s, 9 H, 18-H, 19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H), 1.70 (s, 3 H, 17"-H),
1.93-2.17 (m, 12 H, 4'-H, 5-H, 8'-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H), 3.70 (d, °J = 7.2 Hz,
2 H, 1'-H), 3.85 (s, 3 H, CO,CHj3), 5.06-5.17 (m, 3 H, 6'-H, 10'-H, 14'-H), 5.31
(,tq<, °J=73Hz *J=12Hz 1H, 2-H), 6.71 (dd, °J = 8.5 Hz, *J = 2.5 Hz,
1 H, 5-H), 6.80 (d, “J=2.5 Hz, 1 H, 3-H), 7.82 (d, >*J= 8.5 Hz, 1 H, 6-H).

(75 MHz, CDCl;): & = 12.78 (s, C-9), 16.07 (s, 2 CH3, C-18', C-19"), 16.36
(C-17"), 17.75 (C-20"), 17.95 (s, C-10), 25.76 (C-16"), 26.73 (1 CH,) / 26.87 (2
CH,) (C-5', C-9', C-13"), 32.56 (C-1"), 39.79 / 39.81 / 39.89 (C-4', C-8', C-12"),
51.66 (CO,CH3), 117.16 (C-5), 121.36 (C-3), 121.99 (C-1), 122.53 (C-2"),
124.26 / 124.34 / 124.51 (C-6', C-10', C-14"), 131.29 (C-15"), 132.89 (C-6),
134.96 / 135.14 / 136.87 (C-3', C-7', C-11"), 146.11 (C-2), 159.51 (C-4),
167.82 (CO,CH3).

m/z (%) = 581 (3.5) [M+1]", 580 (8) [M]", 537 (3) [M—CH(CHs),]", 511 (5)
[M—CsHo]", 479 (4), 443 (5), 411 (17), 376 (12), 375 (35), 369 (14), 343 (12),
333 (25), 315 (24), 273 (10), 259 (13), 135 (14), 121 (11), 109 (15), 95 (12),
81 (26) [CsHo]", 69 (100) [CsHo]", 41 (18) [C3Hs]".

ber. 580.4312, gef. 580.4286.

C37Hg00:Si (580.97).

b) Daten der markierten Verbindung:
2-(E,E,E)-[1-"*C]Geranylgeranyl-4-(tri-
isopropylsilyloxy)benzoeséuremethyl-
ester (77%)

"H-.NMR

(300 MHz, CDCls): 8 = 1.07-1.13 (m, 18 H, 10-H), 1.19-1.32 (m, 3 H, 9-H),
1.60 (s, 9 H, 18"-H, 19'-H, 20-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H), 1.70 (s, 3 H, 17-H),
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BC.NMR

EI-MS

1.93-2.17 (m, 12 H, 4-H, 5-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H), 3.70 (dd, 'Jey =
129 Hz, *Juy = 7.2 Hz, 2 H, 1'-H), 3.85 (s, 3 H, CO,CH3), 5.06-5.17 (m, 3 H,
6'-H, 10-H, 14'-H), 5.26-5.36 (m, 1 H, 2'-H), 6.71 (dd, *Jun = 8.6 Hz, *Jyy =
2.5Hz, 1 H, 5-H), 6.80 (dd, *Jou = 4.7 Hz, *Juu = 2.5 Hz, 1 H, 3-H), 7.83 (dd,
3Jun = 8.6 Hz, *Joy = 0.7 Hz, 1 H, 6-H).

(75 MHz, CDCl;): & = 12.78 (s, C-9), 16.07 (s, 2 CHs, C-18', C-19"), 16.36 (d,
3Jec = 3.5Hz, C-17"), 17.75 (C-20"), 17.95 (s, C-10), 25.76 (C-16"), 26.73 (1
CH,) / 26.86 (2 CH,) (C-5', C-9', C-13"), 32.56 ("°C-1"), 39.73-39.97 (m, C-4',
C-8', C-12", 51.65 (CO,CHs), 117.16 (C-5), 121.36 (C-3), 121.99 (C-1),
122.52 (d, 'Jec = 43.5 Hz, C-2"), 124.26 / 124.34 / 124.50 (C-6', C-10', C-14"),
131.28 (C-15"), 132.88 (C-6), 134.95 / 135.13 / 136.86 (C-3', C-7', C-11"),
146.10 (d, 'Jec = 41.7Hz, C-2), 159.51 (d, *Joc = 3.8 Hz, C-4), 167.82
(CO,CH3).

m/z (%) = 582 (10) [M+1]", 581 (20) [M]", 538 (6), 512 (11) [M—CsHo]", 480
(11), 444 (21), 412 (45), 376 (67), 370 (37), 334 (56), 316 (52), 280 (19), 274
(19), 259 (27), 135 (27), 121 (23), 109 (29), 81 (38) [CcHs]", 69 (100) [CsHo]",
41 (31) [C3Hs]".

BCC36Hg005S1 (581.96).

2-Geranyl-4-hydroxybenzoesaure (76)

Nach AAV 9 werden 50.5 mg (0.114 mmol) 2-Geranyl-4-(triiso-
propylsilyloxy)benzoesduremethylester (75) entschiitzt. Die
Reaktionszeit betrdgt etwa 24 h. Die Reinigung erfolgt durch

Sdulenchromatographie an Kieselgel mit dem Laufmittel Chlo-

roform : Methanol = 10:1. Die Fraktionsgrofe ist relativ klein und die Lange der Séule relativ

grof} zu bemessen, um eine vollstindige Abtrennung des Silylderivates zu gewéhrleisten.

Ausbeute
R¢

IR

26.1 mg (0.095 mmol, 84 %), farblose, zdhfliissige Masse.

0.20 (Chloroform : Methanol = 10:1),

0.63 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).*

(KBr): v = 3237 cm™ (s, br.), 2969 (s), 2918 (s), 2856 (s), 2658 (m), 2548
(m), 1682 (s), 1603 (s), 1575 (s), 1498 (w), 1446 (m), 1407 (m), 1382 (m),

% Der R-Wert der als Zwischenprodukt auftretenden freien Sdure mit noch silylgeschiitzter Hydroxyfunktion
betrdgt 0.53 (Chloroform : Methanol = 10:1) bzw. 0.68 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).
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1301 (s), 1236 (s), 1140 (m), 1076 (w), 968 (w), 931 (w), 871 (m), 831 (m),
784 (m), 704 (w), 613 (m).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.59 (s, 3 H, 10'-H), 1.68 (s, 3 H, 8'-H), 1.70 (s, 3 H,
9'-H), 2.02-2.17 (m, 4 H, 4'-H, 5'-H), 3.78 (d, *J=7.2 Hz, 2 H, 1'-H), 5.06-5.15
(m, 1 H, 6-H), 5.32 (t, br., *J = 7Hz, 1 H, 2"-H), 6.71 (dd, *J = 8.5Hz, *J =
2.6 Hz, 1 H, 5-H), 6.77 (d, *J = 2.6 Hz, 1 H, 3-H), 8.01 (d, *J = 8.5Hz, 1 H,
6-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 16.29 (C-9'), 17.78 (C-10"), 25.76 (C-8'), 26.72 (C-5",
32.83 (C-1'), 39.83 (C-4'), 112.83 / 117.11 (C-3, C-5), 120.64 (C-1), 122.30
(C-2'), 124.34 (C-6"), 131.57 (C-7"), 134.56 (C-6), 137.05 (C-3"), 148.04 (C-2),
159.56 (C-4), 172.65 (CO,H).

EI-MS m/z (%) =275 (2) [M+177, 274 (10) [M]", 259 (5), 231 (34), 213 (8), 205 (22)
[M-CsHo]", 187 (39), 161 (75), 159 (61), 149 (49), 147 (24), 145 (33), 144
(22), 123 (100), 107 (29), 91 (19), 81 (8) [CsHo]", 77 (16), 69 (98) [CsHo]", 41
(83) [C3Hs]'".

HR-EI-MS  ber. 274.1569, gef. 274.1572.

C17H205 (274.36).

2-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4-hydroxybenzoesaure (3, 3%)

77 bzw. 77* wird nach AAV 9 entschiitzt. Die Reaktionszeit betragt etwa 40 h. Das Rohpro-
dukt wird durch Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit dem Eluenten Chloroform : Me-
thanol = 10:1 gereinigt. Die Linge der Sdule ist dabei wie im Falle der analogen Geranylver-

bindung grofziigig zu bemessen.

Ausbeute 93 % (Ansatzgrofle 0.2 mmol), farblose, zéhfliissige Masse.
R¢ 0.38 (Chloroform : Methanol= 10:1),
0.67 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).”

a) Daten der unmarkierten Verbindung:
2-(E,E,E)-Geranylgeranyl-4-hydroxyben-

zoeséure (3)

% Der R-Wert der als Zwischenprodukt auftretenden freien Séure mit noch silylgeschiitzter Hydroxyfunktion
betrigt 0.80 (Chloroform : Methanol = 10:1) bzw. 0.73 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).
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IR

'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

HR-EI-MS

(KBr): v = 3187 cm™ (s, br.), 2967 (s), 2919 (s), 2854 (s), 2655 (m), 2548
(m), 1684 (s), 1603 (s), 1576 (s), 1498 (w), 1445 (m), 1407 (m), 1383 (m),
1300 (m), 1236 (s), 1141 (m), 1078 (w), 968 (w), 931 (w), 863 (m), 833 (m),
784 (m), 703 (w), 613 (m).

(300 MHz, CDCLs): 8 = 1.60 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H),
1.71 (s, 3 H, 17'-H), 1.92-2.18 (m, 12 H, 4'-H, 5'-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13"-H),
3.78 (d, *J = 7.2 Hz, 2 H, 1'-H), 5.06-5.17 (m, 3 H, 6'-H, 10-H, 14'-H), 5.32
(,tq<, *J=72Hz *J=12Hz, 1 H, 2-H), 6.70 (dd, °J = 8.5 Hz, *J = 2.5 Hz,
1 H, 5-H), 6.76 (d, “J=2.5 Hz, 1 H, 3-H), 8.02 (d, *J=8.5 Hz, 1 H, 6-H).

(75 MHz, CDCl;): & = 16.07 / 16.11 (C-18', C-19"), 16.32 (C-17"), 17.75
(C-20", 25.76 (C-16"), 26.69 (2 CH,) / 26.83 (1 CH,) (C-5', C-9', C-13"), 32.80
(C-1), 39.76 / 39.78 / 39.87 (C-4', C-8', C-12"), 112.84 / 117.08 (C-3, C-5),
120.60 (C-1), 122.27 (C-2"), 124.21 / 124.35 / 124.51 (C-6', C-10', C-14"),
131.39 (C-15"), 134.56 (C-6), 135.08 / 135.19 / 137.09 (C-3', C-7', C-11"),
148.02 (C-2), 159.61 (C-4), 172.75 (CO,H).

m/z (%) =410 (1) [M]", 366 (1), 341 (2) [M=CsHo]", 297 (3), 259 (4), 213 (5),
205 (7), 189 (4), 187 (7), 161 (21), 159 (17), 145 (11), 135 (10), 121 (13), 109
(10), 107 (26), 95 (13), 93 (13), 81 (39) [C¢Ho]", 69 (100) [CsHo]", 41 (32)
[C3Hs]"

ber. 410.2821, gef. 410.2831.

Cy7H:505 (410.60).

b) Daten der markierten Verbindung:
2-(E,E,E)-[1-"°C]Geranylgeranyl-4-hydro-

xybenzoeséure (3%)

'"H-.NMR

BC.NMR
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(300 MHz, CDCLs): & = 1.60 (s, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.68 (s, 3 H, 16'-H),
1.71 (s, 3 H, 17'-H), 1.92-2.18 (m, 12 H, 4'-H, 5'-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13"-H),
3.78 (dd, "Jeu = 129 Hz, *Juyy = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H), 5.06-5.18 (m, 3 H, 6'-H,
10'-H, 14'-H), 5.29-5.38 (m, 1 H, 2'-H), 6.71 (dd, *Juu = 8.5 Hz, *Jun = 2.5 Hz,
1 H, 5-H), 6.78 (dd, *Jey = 4.4 Hz, *Jyy = 2.5Hz, 1 H, 3-H), 8.01 (d, *J =
8.5 Hz, 1 H, 6-H).

(75 MHz, CDCL): & = 16.07 / 16.10 (C-18', C-19'), 16.31 (d, *Jec = 3.2 Hz,
C-17"), 17.74 (C-20"), 25.75 (C-16"), 26.70 (2 CH,) / 26.82 (1 CH,) (C-5', C-9!,
C-13", 32.82 (**C-1", 39.75 / 39.78 (C-8', C-12"), 39.87 (d, *Joc = 4.1 Hz,
C-4"), 112.84 / 117.11 (C-3, C-5), 120.53 (C-1), 122.30 (d, 'Jec = 43.5 Hz,
C-2), 124.22 / 124.35 / 124.51 (C-6', C-10', C-14"), 131.38 (C-15"), 134.54
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(C-6), 135.06 / 135.18 (C-7', C-11"), 137.03 (C-3'), 147.97 (d, 'Jec = 41.4 Hz,
C-2), 159.70 (d, *Jec = 3.5 Hz, C-4), 172.71 (CO,H).

EI-MS m/z (%) =411 (11) [M]", 298 (5), 259 (3), 256 (3), 214 (6), 189 (10), 162 (23),
161 (20), 160 (17), 148 (12), 147 (11), 146 (13), 137 (11), 136 (13), 135 (17),
123 (12), 121 (18), 108 (27), 107 (20), 95 (19), 93 (19), 81 (48) [CsHo]", 69
(100) [CsHo]".

BCCy6H330;5 (411.59).

17.9  Bovichinon-4 (101*, 101*¥)

Die Herstellung von isotopenmarkiertem Bovichinon-4 erfolgt analog nach der Vorschrift von

33341 qurch Umsetzung von 2 Aquiv. 2,5-Dihydroxybenzo-1,4-chinon (2 Aquiv.) mit

Jagers
isotopenmarkiertem (FE,E,E)-Geranylgeranylbromid (25* bzw. 25%*) in Gegenwart von
Triethylamin (1 Aquiv.). Das Rohprodukt wurde durch Siulenchromatographie an acetylier-

tem Polyamid und anschlieend mittels HSCCC gereinigt (vgl. 21.3).

Ausbeute 11 bis 16 %, ° orangefarbener Feststoff.
R¢ schmiert {iber den Bereich 0.52-0.70 (Toluol : HCO,H : HCOEt = 10:5:3),

grauviolett, mit Ammoniakdampf blau bis violett.

[1-*C]Bovichinon-4 (101*)

'H-NMR (600 MHz, CDCls): & = 1.57 (s, 3H) / 1.58 (s, 3H) / 1.59 (s, 3 H) (18-H,
19'-H, 20"-H), 1.67 (s, 3 H, 16'-H), 1.73 (s, 3 H, 17-H), 1.92-2.14 (m, 12 H,
4'-H, 5'-H, 8'-H, 9'-H, 12"-H, 13'-H), 3.15 (dd, 'Jeu = 130 Hz, *Juu = 7.0 Hz,
2 H, 1-H), 5.02-5.18 (m, 4 H, 2-H, 6'-H, 10'-H, 14'-H), 6.00 (s, 1 H, 6-H),
7.71 (s, br., 2 H, 2 OH).

BC.NMR (151 MHz, CDCl3): & = 16.06 / 16.09 (C-18', C-19"), 16.24 (d, *Jcc = 4.1 Hz,
C-17", 17.75 (C-20", 21.69 (*C-1'), 25.78 (C-16"), 26.51 (C-5'), 26.60 / 26.82
(C-9', C-13"), 39.66-39.85 (m, C-4', C-8', C-12"), 102.28 (C-6), 116.07 (d, "Jec
= 44.1 Hz, C-3), 119.05 (d, 'Jec = 42.9 Hz, C-2), 124.02 / 124.26 / 124.46
(C-6', C-10', C-14), 131.36 (C-15"), 135.02 / 135.21 (C-7', C-11"), 137.68
(C-3").

% Bereits Lang-Fugmann® berichtet, daB die von Jigers mit 40 bis 50 %" bzw. 30 bis 40 %Y angegebene
Ausbeute nicht nachvollzogen werden konnte. Die von Lang-Fugmann bei der Synthese des Bovichinon-4 (101)
erzielten Ausbeuten betragen 16 bis 24 %.
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BCC,sH3604 (413.56).

[1',2'-"*C,]Bovichinon-4 (101**)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.56-1.61 (m, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20"-H), 1.68 (s, 3 H,
16'-H), 1.74 (d, *Jen = 5.1 Hz, 3 H, 17-H), 1.91-2.12 (m, 12 H, 4-H, 5"-H,
8'-H, 9'-H, 12'-H, 13"-H), 3.15 (ddd, "Jey = 130 Hz, *Jey = *Juu = 7.2 Hz, 2 H,
1'-H), 5.02-5.13 (m, 3 H, 6-H, 10'-H, 14'-H), 5.13 (dm, 'Jey = 156 Hz, 1 H,
2'-H), 6.00 (s, 1 H, 6-H), 7.72 (s, br., 2 H, 2 OH).

BC.NMR (75 MHz, CDCls): & = 16.05 / 16.08 (C-18', C-19"), 16.18-16.28 (m, C-17"),
17.74 (C-20"), 21.68 (d, 'Jec = 43.0 Hz, °C-1"), 25.75 (C-16"), 26.52 (d, *Joc =
3.0 Hz, C-5"), 26.71 / 26.83 (C-9', C-13"), 39.70-39.82 (m, C-4', C-8', C-12"),
102.31 (C-6), 116.12 (dd, 'Jec = 44.1 Hz, *Joc = 4.0 Hz, C-3), 119.08 (d, 'Jec
=43.0 Hz, C-2"), 124.03 / 124.27 / 124.49 (C-6', C-10', C-14"), 131.31 (C-15"),
135.00 / 135.19 (C-7', C-11"), 137.64 (d, 'Jcc = 74.3 Hz, C-3").

EI-MS m/z (%) = 416 (5) [M+2]", 415 (2) [M+1]", 414 (7) [M]", 345 (6) [M—CsHo]",
303 (3), 278 (5), 277 (7) [M=CsHo—CsHs]", 235 (14), 195 (46) [*C2CsHo04]",
156 (28), 155 (30), 137 (22), 136 (24), 135 (20), 123 (23), 121 (28), 109 (20),
107 (16), 95 (30), 93 (30), 81 (77) [CsHo]", 69 (100) [CsHo], 55 (24), 53 (20),
41 (68) [C3Hs]".

BC,Ca4H3604 (414.55).

238



Experimentelles

18 Umsetzungen von y-Pyron mit Nucleophilen

18.1  Synthese von 4-Hydroxy[1-'*C]benzoesiure (92*)

Ethyl[2-"°C]acetat (9*) 0

-/U\o/\

Nach dem in Kap. 16.1 beschriebenen Verfahren werden 1.48 g (17.9 mmol)

Natrium[2-"*CJacetat (8" umgesetzt.

Ausbeute 1.35 g ( mmol, 84 %), farblose Fliissigkeit.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.24 (t, *Juu = 7.2 Hz, 3 H, OCH,CHj), 2.02 (d, 'Jen =
129 Hz, 3 H, “CH;CO,Et), 4.10 (q, *J = 7.2 Hz, 2 H, OCH,CHj).

BC.NMR (75 MHz, CDCL): & = 1425 (OCH,CHs), 21.10 (“CH;CO,Et), 60.43
(OCH,CH3), 171.19 (d, 'Jec = 59.3 Hz, *CH3CO,EY).

BCC3H;50; (89.10).

[2-"*C]Malonsaurediethylester (89*)

3%] werden in einem Schlenkkolben 5.8 ml 0O ©

/\O/U\./U\O/\

furan geldst. Nach Kiihlung auf 0°C werden langsam 2.1 Aquiv. einer Ldsung von

In Anlehnung an Lit.!
(28 mmol, 2.5 Aquiv.) Hexamethyldisilazan in 15 ml abs. Tetrahydro-

n-Butyllithium in Hexan zugegeben, anschlieBend riihrt man 0.5 h bei RT. Nach Kiihlen auf —
78°C tropft man 1.00 g (11.2 mmol, 1 Aquiv.) Ethyl[2-l3C]acetat (9*) innerhalb 5 min mittels
einer Spritze zu, riihrt 20 min und versetzt innerhalb 5 min mit 1.07 ml (11.2 mmol, 1 Aquiv.)
Chlorameisensdureethylester. Nach 1 h Riihren bei —78°C werden 5 ml 6 N HCI in einer
Portion zugesetzt. Man 146t auf RT kommen, versetzt mit Wasser, sduert mit verd. Salzsdure
auf pH 1 bis 2 an und extrahiert mehrmals mit Diethylether. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit 2 N HCI und Wasser gewaschen. Die vereinigten walirigen Waschfraktio-
nen werden 1 x mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden mit ges. NaCl-
Losung gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Nach Filtration wird das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Zur Reinigung wird das Rohprodukt in einer Mikrodestillati-

onsapparatur bei 90 mbar in eine gekiihlte Vorlage destilliert. Die Hydrolyseprodukte
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Trimethylsilanol bzw. Hexamethyldisiloxan sind fliichtiger als Malonsédurediethylester. Nach
Beendigung der Destillation wird die Apparatur mit Diethylether gespiilt, die Losung mit der

Produktfraktion des Destillats vereinigt und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Ausbeute 1.66 g (10.3 mmol, 92 %), farblose Fliissigkeit.

Sdp. 123-125°C (90 mbar).
Ry 0.49 (Isohexan : Essigsdureethylester = 7:1), anzufdrben mit lod.
IR (KBr): V' = 3465 cm™ (br.), 2986, 2942, 1754, 1733, 1467, 1448, 1410, 1369,

1319, 1267, 1189, 1151, 1097, 1035, 949, 866, 844, 787, 666, 603.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.27 (t, °J = 7.2 Hz, 6 H, 2 OCH,CH3), 3.34 (d, Jen =
132 Hz, 2 H, *CH,), 4.19 (q, >J = 7.2 Hz, 4 H, 2 OCH,CHa).

BC.NMR (75 MHz, CDCls): & = 14.1 (2 OCH,CHs), 41.7 (*CHy,), 61.5 (2 OCH,CHj),
166.7 (d, 'Joc = 59 Hz, 2 CO,CH,CH3).

EI-MS m/z (%) =161 (3) [M]", 134 (40), 116 (100), 106 (7), 89 (52), 61 (31).
BCCeH 1,04 (161.16).

4-Hydroxy[1-">C]benzoeséureethylester (91*)

In einem 100 ml-Einhalskolben werden 1.01 g (10.5 mmol, 1.05 Aquiv.) oys o _~,
.. 8

v-Pyron  (4H-Pyran-4-on, 90) und 1.61g (10.0 mmol, 1 Aquiv.) !

[2—13C]Malonséiurediethylester (89*) in 20 ml tert-Butylalkohol gelost. Man

2

bestiickt den Kolben mit einem druckausgleichenden Tropftrichter, auf den ein OH

RiickfluBkiihler’” mit Silicagel- oder Calciumchlorid-gefiilltem Trockenrohr aufgesetzt wird,
und erhitzt in einem Olbad der Temperatur 105°C zum RiickfluB. Uber den Tropftrichter wird
eine Losung von 0.22 g (2.0 mmol, 0.2 Aquiv.) Kalium-tert-butylat in 20 ml tert-Butylalkohol
tropfenweise innerhalb 20 min zugesetzt, wobei sich die Losung rot farbt und triibt. Nach 15 h
Refluxieren 148t man auf RT abkiihlen und setzt Wasser sowie 5Sml 2N HCI zu. Der
Hauptanteil des Losungsmittels wird i. Vak. entfernt. AnschlieBend extrahiert man mehrmals
mit Diethylether, wischt mit Wasser und ges. NaCl-Losung, trocknet iiber Na,SO4 und
entfernt das Losungsmittel i. Vak. Das Rohprodukt wird durch Sdulenchromatographie an

Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 4:1 gereinigt.

7 Wegen des relativ hohen Schmelzpunktes des Losungsmittels wird der RiickfluBkiihler nicht direkt auf den
Kolben, sondern auf den als Luftkiihler wirkenden Tropftrichter aufgesetzt. So wird der Hauptteil des
verdampfenden tert-Butylalkohols bereits am Tropftrichter zur Fliissigkeit kondensiert und ein Erstarren im
wassergekiihlten Riickflukiihler weitgehend vermieden.
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Ausbeute 1.34 g (8.01 mmol, 80 %).

Schmp. 112-113°C
R¢ 0.29 (Isohexan : Essigsdureethylester = 4:1).
IR (KBr): v = 3218 cm™ (br.), 1672, 1602, 1583, 1441, 1370, 1306, 1286, 1239,

1169, 1104, 1018, 847, 768, 723, 697, 618.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.39 (t, °J = 7.2 Hz, 3 H, 9-H), 4.36 (q, °J = 7.2 Hz,
2 H, 8-H), 6.50 (s, 1 H, OH), 6.85-6.93 (m, 2 H, 3-H, 5-H), 7.93-7.99 (m, 2 H,
2-H, 6-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCLy): & = 14.4 (C-9), 61.1 (C-8), 115.3 (d, “Joc = 1.5 Hz, C-3,
C-5), 122.7 (®C-1), 132.0 (d, 'Jec = 60 Hz, C-2, C-6), 160.4 (d, *Joc = 9.1 Hz,
C-4), 167.2 (d, 'Joc = 77 Hz, C-7).

EI-MS m/z (%) =167 (30) [M]", 139 (23), 122 (100), 94 (11), 83 (10).

BCCgH,00;5 (167.17).

4-Hydroxy[1-">C]benzoesaure (92*)

In einem 25 ml-Einhalskolben werden 1.25 g (7.50 mmol) 4-Hydroxy[1-">C]-  OgzoH
benzoesdureethylester (91%) mit 11 ml (22.5 mmol, 3 Aquiv.) 2N NaOH 5
versetzt. Nach 24 h Riihren bei RT wird mit 17 ml 2 N HCI angeséuert, wobei
das Produkt ausfallt. Nach Zusatz von 10 ml Wasser wird mehrmals mit Diethyl- o

ether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden zweimal mit 1 N HCI gewaschen.

Das Losungsmittel wird entfernt und das Produkt anschlieBend i. Vak. getrocknet.

Ausbeute 1.02 g (7.34 mmol, 98 %), farbloser Feststoff.
Schmp. 212-213°C

IR (KBr): v = 3394 cm’™" (br.), 2966, 2831, 2660, 2562, 1677, 1602, 1588, 1504,
1440, 1421, 1309, 1282, 1243, 1169, 1100, 933, 852, 766, 617, 548.

'H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO): & = 6.79-6.85 (m, 2 H, 3-H, 5-H), 7.76-7.82 (m, 2 H,
2-H, 6-H), 10.22 (s, br., 1 H, OH), 12.36 (s, br., 1 H, CO,H).

BC.NMR (75 MHz, [D¢]DMSO): & = 115.45 (C-3, C-5), 121.71 (C-1), 131.88 (C-2,
C-6), 161.93 (C-4), 167.53 (C-7).

EI-MS m/z (%) = 140 (7) [M+1]", 139 (100) [M]", 122 (94), 94 (20), 66 (13).

BCCeHO5 (139.11).
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18.2 Weitere Syntheseprodukte (93, 97, 100)

4-Hydroxyacetophenon (93)

30 mg (0.3 mmol) Acetylaceton (94) und 32 mg (0.33 mmol) y-Pyron (90) wer- Ox?
den in 2 ml trockenem Tetrahydrofuran geldst. Man gibt 49 ul (0.33 mmol) DBU 2
zu und refluxiert iber Nacht. Die klare, rotgelbe Losung wird nach Abkiihlen mit

verd. Salzsdure angesduert und mehrmals mit Diethylether extrahiert. Die nahezu on
farblose Diethyletherphase wird mit Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber
Na,SO,4 getrocknet. Gereinigt wird durch Séulenchromatographie an Kieselgel (Isohexan :

Essigsdureethylester = 5:2).

Ausbeute 20 mg (0.15 mmol, 49 %), farbloser Feststoff.
Ry 0.28 (Isohexan : Essigsiureethylester = 5:2).”

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 2.59 (s, 3 H, 2-H), 6.96 (d, °J = 8.9 Hz, 2 H, 3-H,
5-H), 7.91 (d, °*J = 8.9 Hz, 2 H, 2-H, 6-H), 8.09 (s, br., 1 H, OH).

EI-MS m/z (%) = 137 (2) [M+1]", 136 (27) [M]", 121 (100) [M—CH3]", 93 (24), 65
(23).

CgHgO; (136.15).

Produkt (97) der Reaktion von y-Pyron mit Dimedon

32 mg (0.33 mmol) y-Pyron (90) und 42 mg (0.3 mmol) Dime-
don (95) wurden in 2 ml trockenem Tetrahydrofuran gelost. Bei
Raumtemperatur wurden 49 ul (0.33 mmol) DBU zugegeben,
anschliefend wurde iiber Nacht refluxiert. Nach Abkiihlen und

Ansduern mit verd. Salzsdure wurde mehrmals mit Essigsdure-
ethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser und ges. NaCl-
Losung gewaschen und iiber Na,SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels i. Vak.
wurde das Rohprodukt durch Saulenchromatographie an Kieselgel mit dem Laufmittel

Isohexan : Essigsdureethylester = 1:1 gereinigt.

% Identifizierung erfolgte auch durch DC-Vergleich mit kiuflicher authentischer Substanz.
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Ausbeute
R

R
UV/VIS
'H-NMR

"H-.NMR

BC.NMR

BC-NMR

EI-MS

23 mg (64 umol, 43 % bzgl. Dimedon), dunkelroter Feststoff.

0.36 (Isohexan : Essigsdureethylester = 1:1).

26.6 min (HPLC-System 1), 45.6 min (HPLC-System 2).

(Methanol) Amax (Ig €) =260 nm (6.874), 486 (7.360), 519 (7.356), 558 (7.070).
(300 MHz, CDCl3): 6 =1.05 (s, 6 H) / 1.14 (s, 6 H) (3'-H, 15'-H), 2.39 (s, 2 H)
/247 (s, 4H) /2.64 (s, ~0.33 H) / 2.73 (s, ~1.66 H) (2-H, 4-H, 14-H, 16-H),
6.49 (d, >J = 9.6 Hz, ~0.83 H) / 7.19 (d, *°J = 9.6 Hz, ~0.83 H) (10-H, 11-H),
7.26 (d,J=13.3 Hz, ~0.83 H) / 8.28 (d, °J = 13.3 Hz, ~0.83 H) (7-H, 8-H).”
Zusitzliche Dublettsignale: 7.59 (d, J = 14.2 Hz, ~0.17 H), 8.11 (d, J =
14.2 Hz, ~0.17 H). Weiteres, iiberlagertes Dublettpaar in der Region & 7.15-
7.30.

(300 MHz, C¢Dg): & = 0.52 (s, 6 H, 15'-H), 0.80 (s, 6 H, 3'-H), 1.59 (s, 2 H,
16-H), 1.86 (s, 2 H, 14-H), 2.36 (s, 2 H) / 2.37 (s, 2 H) (2-H, 4-H), 5.63 (d, *J =
9.6 Hz, ~0.83 H, 10-H), 6.84 (d, °J = 9.6 Hz, ~0.83 H, 11-H), 7.73 (d, *J =
13.3 Hz, ~0.83 H, 8-H), 8.82 (d, >J = 13.3 Hz, ~0.83 H, 7-H).

Zusitzliche Dublettsignale: 6.45 (d, J = 10.0 Hz, ~0.17 H), 6.89 (d, J =
10.0 Hz, ~0.17 H), 8.20 (d, J = 13.8 Hz, ~0.17 H), 8.46 (d, J = 13.8 Hz,
~0.17 H).

(75 MHz, CDCl3): § = 28.40 (s, 2 CH3) / 28.62 (s, 2 CH3) (C-3', C-15"), 30.30 /
32.54 (C-3, C-15), 41.59 (C-16), 50.47 (C-14), 52.28 / 53.90 (C-2, C-4),
104.86 (C-8), 115.03 (C-12), 120.91 (C-10), 123.87 (C-6), 129.26 (C-11),
143.02 (C-7), 164.72 (C-9), 171.58 (C-17), 193.28 (C-13), 198.03 / 199.18
(C-1, C-5).”

(75 MHz, CgDg): & = 27.66 (s, 2 CHj, C-15"), 28.30 (s, 2 CHs, C-3"), 29.92
(C-3), 31.28 (C-15), 40.17 (C-16), 50.04 (C-14), 52.31 / 53.99 (C-2, C-4),
105.10 (C-8), 114.66 (C-12), 120.54 (C-10), 124.68 (C-6), 128.50 (C-11),
142.08 (C-7), 164.30 (C-9), 170.88 (C-17), 191.96 (C-13), 196.85 / 198.27
(C-1, C-5).

m/z (%) = 358 (2) [M]", 341 (23), 340 (100) [M-H,0]", 325 (28) [M-H,0O-
CHs]", 298 (4), 297 (5), 256 (23), 243 (11), 241 (8), 228 (13), 214 (5), 216 (4),
203 (5), 200 (5), 190 (5), 193 (4), 158 (7), 130 (4), 102 (1), 83 (7), 55 (4), 43
(5).

C1H605 (358.43).

Daneben wurde eine zweite, unbekannte Verbindung isoliert, deren spektroskopische Daten

im folgenden angegeben werden.

% Zuordnungen fiir CDCl;-Spektren analog zu den CgDg-Spektren. Zweidimensionale NMR-Experimente
wurden nur mit C¢Dg als Losungsmittel durchgefiihrt.
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Rt
Ry
'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

0.37 (Isohexan : Essigsdureethylester = 1:1), farbloser Feststoff.

23.6 min (HPLC-System 1), 43.1 min (HPLC-System 2).

(300 MHz, CDCl3): 6 = 0.88 (s, 3 H), 0.95 (s, 3 H), 0.99 (s, 3 H), 1.27 (s, 3 H),
2.19 / 2.20 / 2.21 (jew. s, zus. ~3 H), 2.27 (dd, J = 13.1 Hz, J = 2.3 Hz,
~0.7 H), 2.34 (d, J = 4.0 Hz, ~0.3 H), 2.39 (d, /= 4.0 Hz, ~0.7 H), 2.44 (dd, J
= 13.3 Hz, J = 2.2 Hz, ~0.7 H), 2.45-2.50 (m, ~0.7 H), 2.53 (,,t*, br., J =
2.7Hz, ~0.3 H), 2.71 (dt, J = 17.4 Hz, J = 2.3 Hz, 1 H), 2.96 (d, J = 13.2 Hz,
1 H), 3.18 (d, /J=13.2 Hz, 1 H), 3.31 (dd, /= 17.4 Hz, J = 4.2 Hz, 1 H), 4.03-
4.10 (m, 1 H), 5.18-5.24 (m, 1 H).

(75 MHz, CDCls): & = 26.32 (CH/CH3), 27.96 (CH/CHs), 28.25 (CH/CHj3),
30.62 (CH/CH3), 31.08 (Cguart), 32.41 (Cquart), 34.23 (CH/CHz), 41.64 (CH»),
42.33 (CH,), 45.68 (CHy), 50.12 (CH,), 50.38 (CH,), 51.62 (CHy), 67.19
(Cquart), 73.74 (CH/CH3), 108.98 (Cquart), 169.73 (Cquart), 195.65 (Cquar), 201.19
(Cquart), 204.44 (Cquart), 205.99 (Cguart)-

m/z (%) = 359 (17) [M+1]", 358 (73) [M]", 340 (11), 330 (16), 325 (8), 315
(7), 312 (8), 274 (14), 257 (25), 246 (18), 243 (39), 193 (100), 166 (23), 83
(29), 55 (9).

C1Ha60s (358.43).

4-Nitrophenol (100)

Es wird die bei der Darstellung des 4-Hydroxy[1-">C]benzoesiureethylesters be- NO,

schriebene Apparatur verwendet. Zu einer refluxierenden Losung von 0.634 g

(6.60 mmol, 1.1 Aquiv.) y-Pyron (90) und 0.366 g (6.00 mmol, 1 Aquiv.) Nitro- )

OH

methan (99) in 12 ml tert-Butylalkohol wird langsam eine Losung von 0.741 g

(6.60 mmol, 1.1 Aquiv.) Kalium-tert-butylat in 36 ml tert-Butylalkohol getropft. Nach 15 h

Refluxieren 148t man auf RT abkiihlen, sduert mit verd. an, entfernt den Hauptteil des

Loésungsmittels i. Vak. und extrahiert mehrmals mit Diethylether. Die vereinigten organischen

Phasen werden mit Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber Na,SO,4 getrocknet.

Nach Entfernen des Losungsmittels reinigt man mittels Sdulenchromatographie tiber Kiesel-

gel mit den Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 7:2.

Ausbeute
Schmp.
R¢
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112-113.5°C

0.29 (Isohexan : Essigsdureethylester = 7:2).
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'H-NMR (300 MHz, [Dg]Aceton): & = 7.01 (d, >J = 8.8 Hz, 2 H, 2-H, 6-H), 8.13 (d, *J =
8.8 Hz, 3-H, 5-H), 9.73 (s, 1 H, OH).

BC.NMR (75 MHz, [Dg]Aceton): & = 117.20 (C-2, C-6), 127.51, (C-3, C-5) 142.36
(C-4), 164.92 (C-1).

EI-MS m/z (%) = 140 (7) [M+1]", 139 (100) [M]", 123 (21) [M=O]", 109 (33) [M—
NOJ, 107 (12), 93 (17) [M-NO,]", 81 (12), 65 (43), 63 (12), 53 (10), 52 (9).

CsHsNOs (139.11).
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19 Synthese von 4-Hydroxy-2-methylbenzoesaure (125) und 4,5-
Dihydroxy-2-methylbenzoesaure (127)

4-Hydroxy-2-methylbenzoesaure (125)

1.66 g (10 mmol) 4-Methoxy-2-methylbenzoesiure (130)1**°! werden in 20 ml abs. COH
Methylenchlorid suspendiert. Nach Kiihlung auf 0°C werden 2.1 ml (5.5 mmol, 2
2.2 Aquiv.) Bortribromid zugegeben, worauf Losung der Siure eintritt. Man 148t

auf RT kommen und rithrt mehrere Stunden. Bei 0°C wird vorsichtig durch Zusatz >
von Wasser gequencht. Nach Zusatz von Essigsdureethylester wird im Scheidetrichter kurz
mit 2 N NaOH geschiittelt und unmittelbar danach mit verd. Salzsdure angesduert. Es wird
mehrfach mit Essigsdureethylester extrahiert. Nach Waschen der vereinigten organischen

Phasen mit Wasser und ges. NaCl-Losung sowie Trocknen iiber Na,SOs wird das

Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Ausbeute 1.36 g (8.93 mmol, 89 %), grauer Feststoff.

Ry 0.62 (Isohexan : Essigsdureethylester = 1:1),
0.44 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).

'H-NMR (300 MHz, [Dg]Aceton): & = 2.53 (s, 3 H, CH3), 6.73 (,,dd“, °J = 9 Hz, *J =
2.5Hz, 1 H, 5-H), 6.75-6.76 (m, 1 H, 3-H), 7.91 (,,d“, *J =~ 9.1 Hz, 1 H, 6-H),
8.92 (s, br., 1 H, OH).

BC-NMR (75 MHz, [Ds]Aceton): & = 22.33 (CHs), 113.44 / 119.07 (C-3, C-5), 121.28
(C-1), 134.37 (C-6), 144.20 (C-2), 161.61 (C-4), 168.89 (CO,H).

EI-MS m/z (%) = 153 (7) [M+1]", 152 (100) [M]", 135 (76) [M—OH]’, 134 (54) [M—
H,0]", 107 (27), 106 (15), 77 (16), 51 (5).

CgHgO;3 (152.15).

4,5-Dimethoxy-2-methylbenzoesaure (133)

COyH
3.00 g (16.7 mmol) 4,5-Dimethoxy-2-methylbenzaldehyd (132)"*°!! werden L

390]

nach der Methode von Lit.**” mit Natriumchlorit oxidiert.

HsCO
OCHj
Ausbeute 3.03 g (15.4 mmol, 92.5 %), farbloser Feststoff.

Schmp. 143-144°C.
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Ry
'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

EA

0.16 (Isohexan : Essigsaureethylester = 3:1).

(300 MHz, CDCl3): § = 2.62 (s, 3 H, Ring-CH3), 3.90 (s, 3 H) / 3.92 (s, 3 H) (2
OCH3), 6.70 (s, 1 H) / 7.60 (s, 1 H) (ArH).

(75 MHz, CDCl;): & = 22.14 (Ring-CH3), 55.96 / 56.03 (2 OCH3), 114.13 /
114.30 (C-3, C-6), 119.75 / 136.46 (C-1, C-2), 146.57 / 152.66 (C-4, C-5),
173.02 (CO,H).

m/z (%) =197 (11) [M+1]", 196 (100) [M]", 181 (19) [M—CH3]", 179 (5), 151
(7), 163 (3), 150 (7), 135 (16), 107 (5), 77 (4), 65 (4), 51 (2), 39 (4).

ber. C6122 H6.16

gef. C60.82 H6.16

Ci0H1204 (196.20).

4,5-Dihydroxy-2-methylbenzoesaure (127)

1.57 g (8.00 mmol) 4,5-Dimethoxy-2-methylbenzoesiure (133) werden nach ClozH

dem bei der Herstellung von 4-Hydroxy-2-methylbenzoesdure (125) 2

beschriebenen Verfahren mit 3.2 Aquivalenten Bortribromid entschiitzt. HO L

Ausbeute 1.24 g (7.37 mmol, 92 %).

R¢ 0.33 (Isohexan : Essigsdureethylester = 1:1),
0.38 (Toluol : HCO,H : HCOEt = 10:5:3).

'H-NMR (300 MHz, [Dg]Aceton): 6 = 2.45 (s, 3 H, CH3), 6.72 (s, 1 H) / 7.53 (s, 1 H)
(3-H, 6-H), 7.99 (s, br., 1 H, OH), 8.37 (s, br., 1 H, OH), 10.50 (s, br., 1 H,
CO,H).

BC-NMR (75 MHz, [Dg]DMSO): & = 21.27 (CHs), 118.42 / 118.78 (C-3, C-6), 120.18
(C-1), 132.41 (C-2), 142.82 / 149.18 (C-4, C-5), 168.37 (CO,H).

EI-MS m/z (%) = 168 (100) [M]", 151 (30) [M—OH]", 150 (17) [M-H,0]", 123 (48),

12 (50), 77 (10), 51 (8), 43 (5).

CsHsO4 (168.15).
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20 Verpackung lipophiler Verbindungen in Cyclodextrine und

Liposomen

20.1 Herstellung von Cyclodextrinkomplexen

Hydroxybenzoesdurederivate werden in einem passenden Gefdll stochiometrisch 1:1 mit
2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin vermischt. AnschlieBend wird die dem Gewicht des Cyclo-
dextrins ungefdahr gleiche Menge an Wasser zugegeben und geriihrt, wobei nach kurzer Zeit
Losung eintritt. Zur Solubilisierung von [1,2-"*C,]Bovichinon-4 (101**) sind ein groBeres
Verhiltnis von Cyclodextrinderivat zum Gastmolekiil und eine langere Riihrzeit erforderlich

(s. Kap. 5.1.5).

20.2 Liposomenpraparationen

Die Liposomen wurden nach der in Kap. 5.2.5 kurz beschriebenen Filmmethode hergestellt.

Folgende Zusammensetzung wurde in allen Féllen als Lipidmischung verwendet: 10 % (w/w)
Biosynthesevorlaufer, 74 % (w/w) Ei-Phosphatidylcholin, 15 % (w/w) Cholesterol, 1% (w/w)
DL-a-Tocopherol. Ei-Phosphatidylcholin (,,Lipoid E-PC*) wurde von der Firma Lipoid
GmbH, Ludwigshafen, bezogen. 300 bis 600 mg Lipidmischung wurden in 50 ml- oder
100 ml-Rundkolben in Chloroform gelost. Alle Schritte werden zur Vermeidung von Lipid-
peroxidation unter Schutzgas durchgefiihrt. Die Losung wird am Rotationsverdampfer zu
einem moglichst gleichmiBigen und diinnen Film eingeengt.'® Nach Trocknen i. Vak. wird
soviel 5-proz. wiirige Glucoseldsung zugegeben, dafl eine 10 % (w/v) Lipid-in-Wasser-Sus-
pension entsteht. Der Kolben wird am Rotationsverdampfer bei Raumdruck fiir mehrere
Stunden (Schutz vor Licht durch Umwicklung mit Alufolie) bis zur vollstdndigen Suspension
in Rotation versetzt. Es entsteht eine undurchsichtige, milchige Suspension (Abbildung 30),
welche direkt an Fruchtkorper appliziert wird. Die Verfiitterung erfolgte jeweils bevorzugt am

Herstellungstag, sonst nach moglichst kurzer Lagerung im Kiihlschrank.

Teilweise erfolgte vor der Applikation an Fruchtkorper Extrusion durch eine 400 nm-Mem-

bran. Dieselbe Suspension wurde jeweils fiinfmal hintereinander extrudiert.

1% Bei Verwendung groBerer Kolben lassen sich diinnere und somit leichter suspendierbare Filme erzielen. Um
aber mit dem relativ klein gewéhlten Volumen der wéfirigen Phase noch eine ausreichende Benetzung der Kol-
benoberfldche zu erreichen mufite eine KompromiB3losung gewahlt werden.
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Abbildung 30. Im Laufe mehrerer Stunden entsteht bei Rotation des Kolbens eine milchige
Suspension multilamellarer Vesikel.
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21 Isolierung von Inhaltsstoffen aus Suillus tridentinus

211 Fundort

Suillus tridentinus wurde hauptsichlich in einem am siidlichen Ortsausgang von Ehrwald,
Osterreich, angesiedelten groBflichigen Lirchenwald gesammelt, daneben auch unter Lirchen
am Reisberg bei Lippertshofen, Bayern (Ndhe Wettstetten) (leg. M. Lang, det. N. Arnold, M.
Lang).

21.2 Vorreinigung des Rohextraktes

Wenn die Verarbeitung nicht umittelbar nach der Ernte erfolgt, werden die Fruchtkorper mit
fliissigem Stickstoff behandelt und anschlieBend bei -18°C gelagert. Zur Aufarbeitung werden
sie unter Zusatz von Essigsdureethylester in einem Mixer zerkleinert. AnschlieBend wird das
Pilzmaterial auf einer Schiittelplatte iiber mehrere Tage hinweg mehrmals mit Essigsdure-
ethylester extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit und
anschlieBend durch eine kurze Chromatographiesdule liber acetyliertes Polyamid mit dem
Eluenten Essigsdureethylester vorgereinigt. Der so behandelte Rohextrakt wird in wenig
n-Hexan aufgenommen und der Sdulenchromatographie {iber acetyliertes Polyamid unterwor-
fen. Als Eluenten dienen n-Hexan und Essigsdureethylester. Mit Hexan eluieren Tridentochi-
non, Desoxytridentochinon und andere lipophile Stoffe, mit Essigsdureethylester Bolegrevilol

und weitere polare Substanzen.

21.3 Reinigung von Tridentochinon (102) und Desoxytridentochinon (116)

Die Trennung von Tridentochinon (102), Desoxytridentochinon (116) und weiteren lipophilen
Stoffen erfolgt mittels High-Speed Countercurrent-Chromatographie (HSCCC). Als Trennsy-
stem dient Hexan : Eisessig : Methanol = 4:1:1. Die Phase mit der hoheren Dichte wird als
stationdre, die mit der geringeren Dichte als mobile Phase verwendet. Die 325 ml-Séule wird
zur Trennung von ca. 250 mg Rohsubstanz eingesetzt. Es wird 3 h bei 825 min™ chromato-
graphiert, wobei die Lipide mit der mobilen Phase herausextrahiert werden und das Tridento-

chinon in der stationdren Phase etwa am Anfang des zweiten Drittels auf der Saule verbleibt.
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Die beim abschlieBenden Spiilen der Sdule verdréngte stationére Phase wird fraktioniert auf-
gefangen. Die intensiv roten tridentochinonhaltigen Fraktionen werden zusammengefalit. Zur
Abtrennung des Hauptteils der Essigsdure versetzt man mit Diethylether und wischt mehr-
mals mit Wasser. Nach Entfernen des Losungsmittels wird der i.d.R. reine Naturstoff i. Vak.

getrocknet.

Tridentochinon (102)

Ausbeute ca. 1.3 Gew.-% bezogen auf getrocknetes Pilz-
material bzw. etwa 15-30 mg / Fruchtkorper.
Karminrotes, sehr zihfliissiges Ol; kann aus Iso-

hexan kristallisiert werden.'”!

Rs 0.76 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3), rot-
orange, mit Ammoniakdampf blau bis violett.

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): & = 1.38 (s, 3 H, 19'-H), 1.48 (s, 3 H, 18'-H), 1.52 (s, 3 H,
17'-H), 1.56 (s, 3 H, 20'-H), 1.70 (s, 3 H, 16-H), 1.62-2.20 (m, 12 H, 4-H,
5'-H, 8'-H, 9'-H, 12'-H, 13"-H), 3.02 (dd, 27 = 13.8 Hz, °*J = 8.1 Hz, 1 H, 1'-H),
3.06 (,t“, *J = 49Hz, 1H, 14-H), 3.18 (dd, °J = 13.8 Hz, °J = 7.4 Hz, 1 H,
1'-H), 4.88-4.92 (m, 1 H, 10'-H), 4.92-4.97 (m, 1 H, 6-H), 5.16 (,.t, °J =
7.4 Hz, 1 H, 2'-H), 7.25 (s, | H, OH).'*”

BC-NMR (75 MHz, CDCl): & = 15.69 (C-16'), 15.92 (C-18"), 16.67 (C-17"), 21.40
(C-1'), 22.21 (C-20"), 24.18 (C-5"), 24.51 (C-13"), 27.23 (C-9'), 29.56 (C-19"),
35.32 (C-12'), 38.89 (C-4"), 39.00 (C-8"), 48.11 (C-14"), 95.33 (C-15"), 116.45
(C-3), 118.44 (C-6), 120.68 (C-2'), 123.86 (C-6"), 125.94 (C-10"), 134.21
(C-11"), 135.21 (C-7", 135.53 (C-3"), 152.69 (C-2), 159.76 (C-5), 179.60 (C-1),
180.39 (C-4).'%

EI-MS m/z (%) = 414 (2) [M+4]", 413 (11) [M+3]", 412 (41) [M+2]", 411 (27)
[M+1]", 410 (100) [M]", 395 (12) [M—CH3]", 367 (7) [395-C>H4]", 329 (11)
[M—CsHo]", 327 (7) [Ca0H2304]", 287 (7) [M—CoH;5]", 261 (26) [M—C; H,7]",
259 (20) [261-H,]", 247 (12), 246 (10) [C14H404]", 245 (15), 221 (9) [M—
Ci4Hy1]", 220 (16) [M—C14H2,]", 208 (27) [329—CoH3]", 207 (23) [M—C;s5Has,
209-H,]", 193 (10), 147 (5) [M—CsH904]", 121 (11) [M—C;5H;0,~C,H,4]",
119 (7) [CoHy1]", 107 (7) [CsHii]", 105 (5) [CsHo]", 95 (5) [CsHuI', 93 (6)

"' Fiir Schmelzpunkt, Drehwerte, UV und IR s. Lit."**”!
192 Zuordnungen nach Lit."”!
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[C7Ho]", 91 (7) [C7HA]", 81 (14) [CeHol", 79 (9) [CsHA1", 77 (5) [CsHs], 69 (4)
[CsHol", 67 (8) [CsHAT, 55 (6) [CaHA]", 53 (5) [C4Hs] ™'
Ca6H3404 (410.55).

Desoxytridentochinon (116)

Die Reinigung erfolgt wie fiir Tridentochinon beschrieben.
Desoxytridentochinon (116) verbleibt bei der HSCC-Chromato-
graphie in der stationdren Phase im letzten Drittel der Saule. Die

entsprechenden schwach gelben Fraktionen werden zusammen-

gefallt, mit Diethylether versetzt und mehrmals mit Wasser
gewaschen. Nach Entfernen des Ldsungsmittels wird der Riickstand i. Vak. getrocknet.
Gegebenenfalls wird eine Reinigung durch GroBenausschlulchromatographie tiber Sephadex

LH-20 mit dem Eluenten Aceton angeschlossen.

Ausbeute ca. 1.5 mg aus 5 Fruchtkdérpern bzw. ca. 0.01 Gew.-% bezogen auf getrockne-
tes Pilzmaterial, gelbe Substanz.

Ry 0.81 (Toluol : HCO,H : HCO;Et = 10:5:3), gelb, keine Farbinderung mit Am-
moniakdampf.

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): & = 1.25 (s, 3 H) / 1.35 (s, 3 H) (19'-H, 20'-H), 1.46 (s,
3H) / 1.55 (s, 3 H) (17-H, 18-H), 1.64 (s, 3 H, 16'-H), 1.76-1.89 (m, 4 H) /
1.94-2.18 (m, 8 H) (4'-H, 5'-H, 8-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H), 2.81 (dd, %/ = 15 Hz,
3J=7.5Hz, 1 H, 1'-Ha), 3.02 (t, >J = 5.5 Hz, 1 H, 14"-H), 3.37 (dd, 2J = 15 Hz,
3J=7.5Hz, 1 H, 1'-Hg), 4.82 (,t,°J = 6.3 Hz, 1 H) / 4.96 (.t*, °J ~ 6.3 Hz,
1 H) (6'-H, 10-H), 5.13 (.t*, °’J = 7.7 Hz, 1 H, 2"-H), 6.34 (,.q“, */ = 1.1 Hz,
1 H, 2-H).'"

BC-NMR (151 MHz, CDCL): & = 15.70 / 16.19 / 16.29 (C-16', C-17', C-18'), 22.14
(C-1'), 24.29 / 25.26 / 27.38 / 27.49 / 29.26 (C-5', C-9', C-13', C-19', C-20"),
35.24 (C-12'), 38.92 / 39.06 (C-4', C-8'), 48.29 (C-14"), 94.07 (C-15"), 120.49
(C-2"), 123.82 (C-6"), 124.70 (C-6), 126.28 (C-10"), 133.99 (C-2), 134.02 /
135.72 / 137.42 (C-3', C-7', C-11"), 145.41 (C-3), 156.46 (C-5), 180.57 /
185.57 (C-1, C-4).'"

1% Fiir eine genaue Diskussion der Massenspektren von Tridentochinon und Derivaten s. Lit.*”"

104 Zuordnungen fiir 2'-H, 16'-H, 19'-H und 20'-H durch HH-COSY-NMR-Spektrum.

' Die Zuordnung der *C-NMR-Signale wurde durch Vergleich mit Daten des Tridentochinons und unter
Zuhilfenahme von einfachen Inkrementrechnungen'*” erstellt und ist nicht weiter gesichert.
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EI-MS m/z (%) = 397 (21) [M+3]%, 396 (83) [M+2]%, 395 (31) [M+1]%, 394 (100)
[M]", 379 (30) [M—CH3]", 366 (8), 351 (8) [379—C,H4]", 313 (30) [M—CeHo]",
271 (17) [M=CoH;s]%, 259 (15), 257 (14), 245'°° (80) [M—C;,H;,]", 243 (38),
231 (40), 229 (28), 217 (22), 215 (25), 205 (20) [M—C4H]", 203 (20) [245—
C3Hs, 205-2 H]', 201 (18) [M—C;H30s]", 192 (54) [313-CoH 3], 191 (62)
[M—C;sHas, 193-H,]", 177 (45), 147 (14) [M—C;sH;00s]", 121 (19) [M—
CisH1705-CoHy]", 119 (15) [CoHyi]", 109 (13), 107 (16) [CsHyi]", 105 (17)
[CsHo]", 95 (15) [C7H11]", 93 (21) [C7Hs]", 91 (27) [C7H7]", 81 (36) [CeHo]',
79 (24) [CesH71", 77 (19) [CsHs]", 69 (21) [CsHo]", 67 (28) [CsHA]", 57 (20), 55
(35) [CsH7]", 53 (18) [C4Hs]", 41 (47) [C3Hs]

GC/EI-MS:  R;=12.65 min (Tprg. 1)

C6H3405 (394.55).

21.4 Isolierung von 3-Geranylgeranyl-2-hydroxy-5-methylbenzo-1,4-chinon
(135)

3-Geranylgeranyl-2-hydroxy-5-methyl-

benzo-1,4-chinon (135) ist in nativen

Fruchtkorpern von S. tridentinus nicht
enthalten. Die Verbindung wird aus-
schlieBlich nach Verfiitterung von 4-Hydroxy-2-methylbenzoesdure (125) oder 4,5-Dihydro-
xy-2-methylbenzoesdure (127) an S. tridentinus isoliert. Dazu wird die n-Hexanfraktion des
tiber Polyamid-Saulenchromatographie vorgereinigten Rohextraktes wie bei der Reinigung
des Tridentochinons (102) beschrieben mittels HSCC-Chromatographie weiter gereinigt. Es
wird ausreichend lange (>3 h) chromatographiert, bis 3-Geranylgeranyl-2-hydroxy-5-methyl-
benzo-1,4-chinon (135) mit der mobilen Phase eluiert. Die gelben Fraktionen werden zusam-
mengefafit, mit Diethylether versetzt und mehrmals mit Wasser gewaschen. Nach Entfernen
des Losungsmittels und Trocknung des Riickstandes i. Vak. wird zur weiteren Reinigung an

Sephadex LH-20 chromatographiert (Eluent: Aceton).

Ausbeute ca. 0.5 mg aus fiinf Fruchtkdrpern nach Verfiitterung von 125,

2.0 mg aus vier Fruchtkorpern nach Verfiitterung von 127.

1% Der Peak m/z = 245 kommt auch im MS des Tridentochinons vor, doch mit weitaus geringerer Intensitit. Mit
einer gewissen Wahrscheinlichkeit handelt es sich hier um [M-C;;H;;]" entsprechend m/Zz = 261 im
Tridentochinon. Fiir alle MS-Zuordnungen im Desoxytridentochinon gilt: die Zuordnungen sind nicht bewiesen,
sondern durch Vergleich mit Zuordnungen des Tridentochinons (Lit.*’") erstellt worden.
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UV/VIS
'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

HR-EI-MS

0.87 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3),

0.45 (Isohexan : Essigsdureethylester = 5:1), gelb, mit Ammoniakdampf blau
bis violett.

(Methanol) Amax. (Ig €) =207 (5.583), 264 (5.359), 411 (4.242).

(600 MHz, CDCl3): 6 = 1.57 (s, 3H) / 1.58 (s, 3H) / 1.60 (s, 3 H) (18'-H,
19'-H, 20'-H), 1.68 (16'-H), 1.75 (17'-H), 1.92-2.14 (m, 12 H, 4'-H, 5'-H, 8'-H,
9'-H, 12'-H, 13'-H), 2.08 (s, 3 H, Ring-CH3), 3.16 (d, °J = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H),
5.05-5.15 (m, 4 H, 2-H, 6'-H, 10-H, 14"-H), 6.55 (q, *J = 1.4 Hz, 1 H, 6-H),
6.85 (s, br., 1 H, OH).

(151 MHz, CDCls): & = 16.10 (2 CH3) / 16.28 (C-17', C-18', C-19"), 16.66
(Ring-CH3), 17.78 (C-20"), 22.21 (C-1"), 25.79 (C-16"), 26.60 / 26.75 / 26.87
(C-5', C-9', C-13"), 39.75-39.97 (s, br., C-4', C-8', C-12"), 119.65 (C-2"), 120.66
(C-3), 124.14 / 124.32 / 124.51 (C-6', C-10', C-14"), 128.47 (C-6), 131.34
(C-15"), 135.00 / 135.14 / 137.28 (C-3', C-7', C-11"), 149.16 (C-5), 150.68
(C-2), 183.51 (C-1), 187.47 (C-4).

m/z (%) =410 (1) [M]", 257 (25), 231 (7), 191 (100), 153 (14), 121 (6), 81 (23)
[CeHo]", 69 (80) [CsHo] .

ber. 410.2821, gef. 410.2808.

Cy7H3505 (410.60).

3-Geranylgeranyl-5-methyl-2-trimethylsilyloxybenzo-1,4-chinon

Die Silylierung (vgl. 15.1) erfolgte in kleiner Menge fiir die GC/MS-Untersuchung.

GC/EI-MS

R;=13.83 min (Tprg. 1).

m/z (%) = 483 (4) [M+1]%, 482 (11) [M]", 467 (5), 345 (10), 303 (11), 277
(23), 263 (100), 257 (59), 247 (36), 225 (19), 209 (24), 187 (12), 81 (17)
[CsHol", 73 (24), 69 (54) [CsHo]".

C30H46Si05 (482.78).
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21.5 Verfiitterungsexperimente mit S. tridentinus

3-[1'-"*C]Geranylgeranyl-4,5-dihydroxybenzoeséure (2*) / Diethylether: 23. September 1998,
Ehrwald.

6-[1'-">C]Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (6*)/ Diethylether: 27. Septemer 1998, Ehrwald.

1,2,4-Triacetoxy-6-[ 1'-"*C]geranylgeranylbenzol (29%) / Diethylether: 16. Oktober 1998,
Reisberg/Lippertshofen.

3-[1'-*C]Geranylgeranyl-4-hydroxybenzoesdure (1*) / Liposomen: 11. Oktober 2000, Ehr-
wald.

[1'-*C]Geranylgeranylhydrochinon (5*)/ Liposomen: 1. Oktober 2000, Ehrwald.
3-[1'-*C]Geranylgeranyl-4,5-dihydroxybenzoesdure (2*) / Liposomen: 27. September, 28.
September und 5. Oktober 2000, Ehrwald.

6-[1'-*C]Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (6%) / Liposomen: 5. Oktober 2000, Ehrwald.

2-Fluor-4-hydroxybenzoesdure (122)/ Sulfobutyl-B-cyclodextrin: 10 mg 122/ Fruchtkdrper, 6.
September 1999, Ehrwald.

2-Fluor-4,5-dihydroxybenzoesdure (124): Verfiitterung an Watte-Submerskultur, 50 mg 124 /
250 ml Medium, Inkubationszeit 6 Monate. Medium: Moser B-Fliissigmedium. Aufarbeitung
wie bei Fruchtkorpern beschrieben nach Abpressen des Wassers und Extraktion des Watte-

Mycel-Kuchens.

4-Hydroxy-2-methylbenzoesdure (125) / 2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin: zwischen dem 25.
September und 5. Oktober 2000, Ehrwald.

4,5-Dihydroxy-2-methylbenzoesdure (127) / 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin: zwischen dem
19. und 28. September 2000, Ehrwald.

4-Hydroxy[1-"*C]benzoesiure (92*) / 2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin: 13.10.1999, Ehrwald.
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22 Isolierung von Inhaltsstoffen aus Suillus bovinus

22.1 Fundort

Der bevorzugte Fundort von Suillus bovinus befindet sich in einem bei Offenstetten, Bayern

(Ndhe Abensberg) gelegenen Kiefernwald (leg. M. Lang, det. N. Arnold, M. Lang).

22.2  Vorreinigung des Rohextraktes

Wenn die Verarbeitung nicht unmittelbar nach der Ernte erfolgt, werden die Fruchtkorper mit
fliissigem Stickstoff behandelt und anschlieBend bei -18°C gelagert. Zur Aufarbeitung werden
sie unter Zusatz von Essigsdureethylester in einem Mixer zerkleinert und dann auf einer
Schiittelplatte {iber mehrere Tage hinweg mehrmals mit Essigsdureethylester extrahiert. Die
vereinigten Extrakte werden i. Vak. vom Losungsmittel befreit und anschlieBend durch eine
kurze Chromatographieséule iiber acetyliertes Polyamid mit dem Eluenten Essigsdureethyl-
ester vorgereinigt. Der so behandelte Rohextrakt wird in wenig n-Hexan aufgenommen und
iiber acetyliertes Polyamid chromatographiert. Als Eluenten dienen n-Hexan, Toluol und
Essigsdureethylester. Mit Hexan eluiert die Hauptmenge des Bovichinon-4 (101) (gelbe
Bande) zusammen mit weiteren lipophilen Stoffen, mit Toluol u.a. die Hauptmenge des
Bovilacton-4,4 (54) (orangefarbene Bande). Ein kleiner Rest des Bovilactons eluiert mit

Essigsdureethylester.

22.3 Reinigung von Bovichinon-4 (101)

Das in der Hexanfraktion aus der Po-
lyamid-Sdulenchromatographie  enthal-

tene Bovichinon-4 (101) wird durch  Ho

HSCC-Chromatographie gereinigt. Als

Trennsystem dient n-Hexan : Eisessig : Methanol = 4:1:1. Die Phase mit der hoheren Dichte
wird als stationdre, die mit der geringeren Dichte als mobile Phase verwendet. Die 325 ml-
Sdule wird zur Reinigung von ca. 250 mg Roh-Bovichinon verwendet. Nach 3 h Chromato-

graphieren bei 825 min™' befindet sich der reine Naturstoff in der stationdren Phase am Ende
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des ersten Drittels der Sdule. Die beim abschlieBenden Spiilen der Sdule verdréngte stationdre

Phase wird fraktioniert, die gelben bovichinonhaltigen Fraktionen werden zusammengefal3t

und zur Abtrennung des Hauptteils der Essigsdure mit Diethylether gegen Wasser ausge-

schiittelt. Die Etherphase wird mehrmals mit Wasser gewaschen. Nach Entfernen des

Losungsmittels wird der Riickstand i. Vak. getrocknet.

Ausbeute
R

"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

etwa 15 mg/Fruchtkorper, orangefarbener Feststoff.'"’

schmiert tiber den Bereich 0.52-0.70 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3),
grauviolett, mit Ammoniakdampf blau bis violett.

(300 MHz, CDCl3): & = 1.56-1.61 (m, 9 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H), 1.67 (s, 3 H,
16'-H), 1.74 (s, 3 H, 17"-H), 1.92-2.11 (m, 12 H, 4-H, 5'-H, §'-H, 9'-H, 12"-H,
13'-H), 3.16 (d, *J = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H), 5.02-5.20 (m, 4 H, 2'-H, 6'-H, 10"-H,
14'-H), 6.00 (s, 1 H, 6-H), 7.69 (s, br., 2 H, 2 OH).

(75 MHz, CDCl;): & = 16.06 / 16.09 (C-18', C-19'), 16.24 (C-17"), 17.75
(C-20"), 21.70 (C-1'), 25.76 (C-16'), 26.53 (C-5'), 26.71 / 26.84 (C-9', C-13"),
39.76 (2 CH,) / 39.78 (C-4', C-8', C-12"), 102.30 (C-6), 116.12 (C-3), 119.08
(C-2"), 124.04 / 124.28 / 124.49 (C-6', C-10', C-14"), 131.32 (C-15"), 135.00 /
135.20 (C-7', C-11"), 137.68 (C-3")."®

m/z (%) = 414 (2) [M+2]", 413 (1) [M+1]", 412 (5) [M]", 410 (2), 343 (3) [M—
CsHol", 275 (3) [M—CsHo—CsHs]", 261 (4), 259 (8), 257 (5), 233 (8), 207 (5)
[M—CsHo—2xCsHg]", 193 (19) [CioHoO4]", 189 (9), 155 (12) [C/H,04]", 154
(11) [C7H04]", 153 (10) [C;H504]", 137 (8), 136 (10), 135 (11), 123 (10), 121
(18), 119 (10), 109 (10), 107 (11), 105 (8), 95 (14), 93 (17), 91 (12), 81 (44)
[CeHol", 69 (100) [CsHol™, 55 (12), 53 (9), 41 (31) [C3Hs]™.'?

CasH3604 (412.57).

22.3.1 Bovichinon-4-dimethylether (146)

Die Methylierung von Bovichinon-4
(101) zu 146 erfolgt nach Lit.**?! Die

vereinigten organischen Phasen wurden

nicht wie dort angegeben mit NaOH,

%7 Fiir Schmp., IR-, UV- und MS-Daten s. Lit.***
"% Aufgrund der bei RT raschen Tautomerie treten die Signale fiir C-1, C-2, C-4 und C-5 nicht in Erscheinung.
19" Fiir die Interpretation der Ionen m/z =193, 155, 154, 153 s. Lit.?%
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sondern mit Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen. Die Reinigung erfolgt mittels Séulen-

chromatographie iiber Kieselgel mit dem Laufmittel Isohexan : Essigsdureethylester = 5:1.

Ausbeute 38 %, gelbes Ol.

Rt 0.37 (Isohexan : Essigsaureethylester = 5:1).

'H-NMR (600 MHz, CDCls): & = 1.57 (s, 3H) / 1.58 (s, 3H) / 1.59 (s, 3 H) (18-H,
19'-H, 20'-H), 1.67 (s, 3 H, 16'-H), 1.73 (s, 3 H, 17'-H), 1.92-1.98 (m, 6 H) /
2.01-2.08 (m, 6 H) (4-H, 5'-H, 8"-H, 9'-H, 12'-H, 13"-H), 3.14 (d, °J = 7.3 Hz,
2 H, 1'-H), 3.79 (s, 3 H, OCH3), 4.05 (s, 3 H, OCH3), 5.02-5.09 (m, 4 H, 2'-H,
6'-H, 10'-H, 14'-H), 5.72 (s, 1 H, 6-H).

BC-NMR (151 MHz, CDCls): & = 16.08 (2 CH3) / 16.24 (C-17', C-18', C-19"), 17.75
(C-20"), 22.32 (C-1"), 25.76 (C-16"), 26.58 / 26.73 / 26.84 (C-5', C-9', C-13"),
39.80 (3 CH,, C-4', C-8', C-12"), 56.44 (OCH3), 61.38 (OCH3), 105.45 (C-6),
119.77 (C-2'), 124.10 / 124.30 / 124.48 (C-6', C-10', C-14"), 129.60 (C-3),
131.33 (C-15", 134.98 / 135.17 (C-7', C-11"), 137.34 (C-3"), 155.63 (C-2),
158.84 (C-5), 182.32 (C-4), 183.80 (C-1).""°

EI-MS m/z (%) = 444 (9) [M+4]", 443 (33) [M+3]", 442 (57) [M+2]", 441 (12)
[M+17%, 440 (19) [M]", 425 (2), 371 (2), 261 (13), 236 (14), 222 (33), 221
(74), 203 (16), 184 (19), 183 (46), 182 (29), 167 (17), 153 (9), 145 (10), 135
(11), 123 (10), 121 (13), 119 (12), 109 (11), 107 (11), 95 (12), 93 (15), 91 (12),
81 (33) [CsHo]", 69 (100) [CsHo]", 55 (11), 53 (11).

CasH4004 (440.62).

224 Reinigung von Bovilacton-4,4 (136)

Die Reinigung von Bovilacton-4,4 (136) aus der Toluol-Fraktion der Polyamid-Chromato-
graphieséule erfolgt mittels HSCC-Chromatographie. Als Trennsystem dient n-Hexan : Eises-
sig : Methanol = 4:1:1. Die Phase mit der hoheren Dichte wird als stationdre, die mit der
geringeren Dichte als mobile Phase verwendet. Die 230 ml-Siule wird bei 850 min"' zur

Trennung von ca. 60 mg Rohsubstanz eingesetzt. Bovilacton tritt als orangerote Losung im

"% Die Zuordnungen fiir C-2, C-3 und C-4 des Bovichinondimethylethers erfolgten nach Miihlbauer.™
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Bereich von etwa 90-110 ml mit der mobilen Phase aus. Die entsprechenden Fraktionen wer-

den zusammengefaflt, mit Diethylether versetzt und mehrmals mit Wasser gewaschen. Nach

Entfernen des Losungsmittels wird der Riickstand i. Vak. getrocknet.

Ausbeute
R

'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

etwa 1 mg/ Fruchtktirper.1 "
0.80 (Toluol : HCO,H : HCOEt = 10:5:3), orange, beim Stehen an Luft bald

graubraun, mit Ammoniakdampf graubraun.

(600 MHz, CDCl3): 6 = 1.57-1.61 (m, 18 H, 18'-H, 19'-H, 20'-H, 18"-H, 19"-H,
20"-H), 1.67 (s, 6 H, 16'-H, 16"-H), 1.74 (s, 3 H, 17"-H), 1.81 (s, 3 H, 17"-H),
1.92-2.13 (m, 24 H, 4'-H, 5'-H, &'-H, 9'-H, 12'-H, 13'-H, 4"-H, 5"-H, 8"-H,
9"-H, 12"-H, 13"-H), 3.08 (d,°J=7.1 Hz, 2 H, 1"-H), 3.45 (d,°J=7.4 Hz, 2 H,
1'-H), 5.05-5.14 (m, 6 H, 6'-H, 10'-H, 14'-H, 6"-H, 10"-H, 14"-H), 5.25 (,,t*, *J
~ 6.7 Hz, 1 H, 2"-H), 5.30 (,,t, °J~ 6.6 Hz, 1 H, 2'-H), 6.15 (s, br., 1 H, OH),
7.29 (s, 1 H, 6-H), 11.73 (s, 1 H, OH).

(151 MHz, CDCl3): 6 = 16.08 (2 CH3) / 16.11 / 16.16 (C-18', C-19', C-18",
C-19"), 16.30 (C-17"), 16.38 (C-17"), 17.77 (2 CHs, C-20', C-20"), 20.89
(C-1"), 23.10 (C-1"), 25.77 (2 CH3, C-16', C-16"), 26.37 / 26.53 / 26.68 / 26.76
/26.84 (2 CH,) (C-5', C-9', C-13', C-5", C-9", C-13"), 39.70-39.84 (m, 6 CH,,
C-4', C-8', C-12', C-4", C-8", C-12"), 107.17 (C-8"), 107.70 (C-11), 109.04
(C-6), 112.50 (C-3"), 112.82 (C-5"), 118.06 (C-2"), 119.69 (C-2"), 123.63 /
123.99 / 124.22 / 124.30 / 124.48 / 124.51 (C-6', C-10', C-14', C-6", C-10",
C-14"), 131.35/131.41 (C-15', C-15"), 135.01 / 135.14 / 135.31 / 135.78 (C-7',
C-11', C-7", C-11"), 138.36 (C-3"), 139.52 (C-3"), 141.54 (C-1), 146.21 (C-2),
147.23 (C-4), 150.76 (C-9), 161.53 (C-10), 167.83 (C-12), 173.33 (C-7).

m/z (%) = 806 (0.15) [M]", 411 (1.1), 409 (1.5), 343 (2), 342 (2), 341 (3), 289
(3), 288 (3), 287 (5), 259 (5), 217 (6), 205 (7), 203 (5), 191 (9), 149 (10), 147
(9), 137 (11), 135 (20), 133 (9), 123 (16), 121 (23), 119 (13), 109 (23), 107
(21), 105 (16), 95 (25), 93 (27), 91 (20), 81 (57) [CsHo]", 69 (100) [CsHo]", 55
(16), 44 (33), 41 (11) [C3Hs]".

Cs,H7007 (807.12).

"' Fiir IR- und UV-Spektren s. Lit.*)
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22.5 Verfutterungsexperimente mit S. bovinus

2-[1'-*C]Geranylgeranyl-4-hydroxybenzoesdure (3*) / Liposomen: 28. September und 2.
Oktober 2001.

[1'-"*C]Geranylgeranylhydrochinon (5%)/ Liposomen: 12. Oktober 2000.

2-[1'-*C]Geranylgeranyl-3,4-dihydroxybenzoesiure (4*) / Liposomen: 28. September und 2.
Oktober 2001.

3-[1-*C]Geranylgeranylbenzol-1,2,4-triol (7*)/Liposomen: 12. Oktober 2000.

[1',2-*C,]Bovichinon-4 (101**) zusammen mit 4-Hydroxy[1-C]benzoesiure (92%) /
2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin: 12. Oktober 1999.

[1'-*C]Bovichinon-4 (101*) zusammen mit 4-Hydroxybenzoesiure (92) / Aceton: 14. Okto-
ber 1999 (Ernte 18. Oktober 1999).
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23 Isolierung, Synthese und Abbau von Stephanosporin

231 Fundort von Stephanospora caroticolor
Die untersuchten Exemplare von Stephanospora caroticolor (leg. 1. Schwab, M. Lang, det.

W. Steglich) wurden am 10. September 1999 in der Pupplinger Au, einem Mischwaldgebiet

bei Wolfratshausen, Bayern, gesammelt.

23.2 Isolierung von Stephanosporin-Dikaliumsalz aus Stephanospora

caroticolor

Die frisch gesammelten Fruchtkérper wurden unverziiglich und

0 NO;
ohne Zerkleinerung mit Methanol extrahiert. Der Extrakt wurde oo K*
6
sofort mittels Festphasenextraktion (RP18) vorgereinigt und dar- NP Y 2el
@ O K*

aufthin das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde in

0.5 ml Methanol gelost und mittels praparativer HPLC (System 3) gereinigt.

Ausbeute ca. 3 mg 163-Dikaliumsalz aus zwei Fruchtkorpern (Frischgewicht ca. 3 g).

R 15.9 min (HPLC-System 3).

'H-NMR (600 MHz, [D4]Methanol): 8 = 2.59 (m, 2 H, 9-H), 2.60 (m, 2 H, 8-H), 7.42 (d,
*J=3.0Hz 1 H, 5-H), 7.79 (d, *J=3.0 Hz, 1 H, 3-H).

BC-NMR (151 MHz, [D4]Methanol): & = 30.78 (C-9), 31.97 (C-8), 106.04 (C-5), 119.69
(C-3), 121.16 (C-2), 135.70 (C-4), 140.83 (C-6), 158.90 (C-1), 174.80 (C-7),
178.12 (C-10).

LC/(-)-ESI-MS m/z (%) = 304 (28) [M-H] (*’Cl), 302 (100) [M-H] (**CI).

LC/(-)-ESI-MSMS (Mutterion: m/z = 302, 20 eV) m/z (%) = 302 (0.2) [M—H], 266 (9) [M—
H-HCI], 202 (28) [2-Chlor-6-hydrazino-4-nitrophenol-H] ", 186 (10), 156 (9)
[2-Chlor-6-hydrazinophenol-H]", 154 (9), 116 (100) [Bernsteinsduremono-
amid-H] ", 98 (16) [Succinimid—H] .

HR-(-)-ESI-MS gef. 302.0162, ber. 302.0179.

C10H19CIN3O¢ (303.66) (protonierte Form).
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23.3 Synthese von Stephanosporin (163)
2-Chlor-4,6-dinitrophenol (165)

In einem Dreihalskolben mit zwei Schlauchanschlissen, Rihrfisch und NO,
Tropftrichter kiihlt man 75 ml konz. (68 %) Salpetersdure auf 0°C und

tropft unter Riihren 12.9 g (100 mmol) 2-Chlorphenol (164) zu. Jeder Trop- o, >l

1

fen verursacht wie von Faust’*'!? beschrieben Zischen und die Bildung OH

nitroser Gase. Zu deren Vernichtung bldst man sie im Stickstoffstrom durch eine
Waschflasche mit verd. Natronlauge. Nach Beendigung des Zutropfens wird das in Form ei-
nes gelben Feststoffes ausgefallene Produkt abfiltriert, mit kaltem Wasser gewaschen und i.

Vak. getrocknet.

Ausbeute 17.1 g (78.2 mmol, 78 %), intensiv gelber Feststoff.

Schmp. 108-109°C (Lit.*"™ 111°C).

Ry 0.83 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).

"H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 8.59 (d, *J = 2.6 Hz, 1 H), 8.99 (d, *J = 2.6 Hz, 1 H),
11.49 (s, 1 H, OH).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 119.92 (C-3%), 126.39 (C-2), 131.65 (C-5"), 133.29 /
139.31 (C-4, C-6), 155.85 (C-1).

EI-MS m/z (%) = 220 (37) [M]” C’Cl), 218 (100) [M]™ (*°Cl), 190 (11) [M-NO]"
(’Cl), 188 (34) [M-NOJ" (*°Cl), 143 (10), 142 (10), 141 (30), 127 (12), 126
(21), 125 (25), 97 (13), 63 (16), 62 (25), 53 (15).

EA ber. C3297 HI138 Cl11622 N12.82
gef. C3292 HI1.53 Cl115.94 N12.81

CoH;CIN,Os (218.55).

"2 Die Bezeichnungen in der Originalliteratur sind etwas verwirrend. Faust nahm damals — allerdings im
BewuBtsein eines moglichen Fehlers — fiir 2-Chlorphenol die meta-Stellung der Substituenten an.l*’”)
Infolgedessen bezeichnet er in Lit.*”® 2-Chlorphenol (164) als ,Metachlorphenol“ und 2-Chlor-4,6-
dinitrophenol (165) als ,,Metachlorparanitrometanitrophenol®. In einer ,,Berichtigung® bezeichnet Faust das von
Grief*'*?  erstmals  (in  verunreinigter = Form)  dargestellte  2-Chlor-4,6-dinitrophenol  als
,,Metachlordinitrophenol".[480]
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2-Amino-6-chlor-4-nitrophenol (166)

Nach Lit.*"®! vereinigt man in einem Dreihalskolben mit KPG-Riihrer und NO,
Thermometer 15.00 g (68.6 mmol, 218.5 Gew.-Teile) 2-Chlor-4,6-dini-
trophenol (165), 34 ml (500 T) Wasser und 10 ml (136 T) 25-proz. widlir.  HN"2 Cl

1
OH
Ammoniaklosung und erwdrmt das zéhflissige Gemisch auf 80°C. Inner-

halb von 40 min tropft man 33.5 g (487.5 T) einer 35.4-proz. wélrigen Natriumhydrogensul-
fidlosung (bestehend aus 17.4 g NaHS-H,O (techn., 90 %) und 17 ml Wasser) zu. Anschlie-
Bend werden 1.03 g (15 T) Natriumchlorid zugesetzt. Man kiihlt im Wasserbad auf RT ab,
wobei das verunreinigte Produkt ausfallt. Es wird abfiltriert, in 85 ml 2 N Salzsdure (entspre-
chend einem Gemisch aus 260 T 30 % HCI und 1000 T Wasser) fiir 20 min unter Riihren auf
80°C erwdarmt und heiB filtriert. Man wischt den Filterkuchen 2 x mit 10 ml 2 N HCI nach.
Das Filtrat wird mit verd. Natronlauge auf einen pH-Wert von 3.5 eingestellt, wobei das Pro-
dukt ausfillt. Es wird abfiltriert, mit wenig Wasser gewaschen und i. Vak. getrocknet. Zur

weiteren Reinigung kann in Diethylether geldst und {iber Glaswolle filtriert werden.

Ausbeute 6.31 g (33.4 mmol, 48 %), roter Feststoff.

Schmp. 160-161°C (Lit."*"* 160°C).

UV/VIS (Methanol) Amay (Ig €) = 229 nm (4.030), 262 (4.054), 314 (3.598), 375 (3.519).

'H-NMR (300 MHz, [D¢]Aceton): & = 7.31 (s, br., ~1 H, NH), 7.52 (d, *J = 2.6 Hz, 1 H),
7.55(d, “J=2.6 Hz, 1 H), 7.68 (s, br., ~1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, [Dg]Aceton): & = 107.89 / 113.33 (C-3, C-5), 120.04 (C-6), 139.57 /
142.17 / 145.81 (C-1, C-2, C-4).

EI-MS m/z (%) = 190 (53) [M]™ ('CI), 188 (100) [M]" (*°Cl), 174 (4), 172 (13), 144
(25), 142 (82), 116 (15), 114 (55), 78 (31), 51 (29).

CsHsCIN,O; (188.57).

6-Chlor-4-nitrobenzo-1,2-chinon-2-diazid (167)

In einem Zweihalskolben mit Innenthermometer werden nach dem Ver-

NO,
fahren von Lit*" 5.50 g (29.2 mmol) 2-Amino-6-chlor-4-nitrophenol
(166) in 17.5 ml Methanol von 60°C gelost. Unter Rithren werden 9 ml _N//*/ 2Nl
o)

Eiswasser und 14.5 ml eiskalte konz. Salzsidure zugegeben, wobei eine

kupferfarbene Suspension entsteht. Nach Kiihlen auf 0°C wird langsam eine LOsung von
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2.01 g (29.2 mmol) Natriumnitrit in 14.5 ml Wasser zugetropft, so dall die Temperatur der

Losung +5°C nicht iiberschreitet. Das ausgefallene Produkt wird abfiltriert, zwei- bis dreimal

mit kaltem Wasser gewaschen und unter Lichtausschluf} i. Vak. getrocknet.

Ausbeute 4.99 g (25.0 mmol, 85 %) gelber Feststoff, farbt sich an Licht schnell rot.

Ry 0.91 (Methylenchlorid : Aceton = 2:1),
0.43 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3), zunichst gelb, nach kurzer Zeit dun-
kel, mit Ammoniakdampf tiefviolett.

Schmp. Zers. ab ca. 100°C (lebhafte Verpuffung bei Erhitzen iiber 100°CH!®)).

UV/VIS (Methanol) Amax (Ig €) =266 nm (4.141), 330 (3.989), 401 (3.819).

IR (KBr): v = 3436 cm™ (w, br.), 3096 (m), 2191 (s, vn=x), 1626 (s), 1609 (s),
1576 (s), 1541 (s), 1494 (m), 1398 (m), 1354 (s), 1325 (s), 1297 (m), 1173 (m),
1147 (s), 1064 (m), 929 (m), 910 (m), 863 (m), 750 (s), 742 (s), 728 (s), 656
(m), 528 (w), 512 (w), 453 (w).

'H-NMR (600 MHz, [D4]Methanol): & = 8.40 (d, *J=3.1 Hz, 1 H), 8.79 (d, *J = 3.1 Hz,
1 H).

BC-NMR (151 MHz, [Ds]Methanol): & = 93.02 (C-2), 127.40 (C-3%), 131.02 (C-4),
132.28 (C-5%), 134.11 (C-6"), 172.13 (C-1).

EI-MS m/z (%) =201 (23) [M]" '), 199 (71) [M]" (°CI), 175 (32), 173 (100), 159
(7), 157 (20), 145 (27), 143 (91), 141 (27), 127 (29), 125 (31), 115 (28), 113
(72), 99 (73), 97 (72), 91 (31), 79 (33), 73 (29), 63 (51), 62 (98), 61 (51), 53
(41), 52 (27), 51 (23), 50 (21).

EA ber. C36.11 H1.01 N21.06
gef. C36.12 HI1.18 N20.76

C¢H2CIN303 (199.55).

2-Chlor-6-hydrazino-4-nitrophenol-Hydrochlorid (168)

Zu einer Losung von 2.99 g (15.0 mmol) 6-Chlor-4-nitrobenzo-1,2-chi- NO,

non-2-diazid (167) in 15 ml Eisessig und 15 ml konz. Salzsdure wird HSI

nach Abkiihlen auf 0°C langsam eine Ldsung von 6.77 g (30.0 mmol, "Mk Y 2cl
OH

2 Aquiv.) Zinn(1)-chlorid in 7 ml konz. Salzsiure getropft. Das ausge-

fallene Produkt wird abfiltriert, mehrmals mit halbkonz. Salzsdure sowie anschliefend mehr-

mals mit Diethylether gewaschen und i. Vak. getrocknet.
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Ausbeute 2.77 g (11.5 mmol, 77 %), graubrauner Feststoff.

Schmp. Zers. beim Erhitzen

UV/VIS (Methanol) Amax (Ig €) = 231 (sh, 4.032), 270 (4.011), 307 (sh, 3.841), 384
(3.5306).

IR (KBr): v = 3378 cm™ (ss), 3231 (s), 3102 (m), 2960 (s), 2726 (s), 1586 (s),
1533 (s), 1498 (m, sh), 1476 (m, sh), 1336 (ss), 1230 (s), 1164 (m), 1093 (m),
961 (m), 889 (m), 744 (m), 720 (m), 633 (w), 576 (W).

'H-NMR (300 MHz, [D4]Methanol): 5 = 7.88 (d, “J= 2.6 Hz, 1 H), 8.00 (d, *J = 2.6 Hz,
1 H).

BC-NMR (75 MHz, [D4]Methanol): 6 = 109.25 / 120.32 (C-3, C-5), 121.45 (C-2), 136.27
/ 141.77/149.23 (C-1, C-4, C-6).

EI-MS m/z (%) = 205 (14) [M=HCI]" (’Cl), 203 (47) [M-HCI]" (*°Cl), 190 (32)
[2-Amino-6-chlor-4-nitrophenol]” (*’Cl), 189 (21), 188 (100) [2-Amino-6-
chlor-4-nitrophenol]” (°Cl), 187 (45), 175 (23), 173 (74), 144 (19), 143 (38),
142 (53), 114 (43), 99 (27), 91 (28), 78 (29), 63 (31), 51 (27).

EA ber. C30.02 H294 Cl129.54 N 17.51
gef. C29.74 H3.10 Cl12742 N 17.21

CeH7C1oN;305 (240.05).

2-Chlor-6-hydrazino-4-nitrophenol (170)

Zu einer Losung von 0.240 g (1.00 mmol) 2-Chlor-6-hydrazino-4-ni- NO,

trophenol-Hydrochlorid (168) in 1.5 ml Methanol werden unter Schutzgas

HZN\

125 ul (0.90 mmol) Triethylamin getropft. Jeder Tropfen verursacht NH Cl

OH

kurze Rotfarbung, die aber sofort verschwindet. Der gelbe Niederschlag

wird abfiltriert, 3 x mit jeweils 0.7 ml Methanol gewaschen und 1. Vak. getrocknet.

Ausbeute
Schmp.
UV/VIS

"H-.NMR

EI-MS

0.176 g (0.86 mmol, 96 % bzgl. NEt;), gelber Feststoft.
108°C (Zers.).

(Methanol) Amex (Ig €) = 231 (sh, 3.980), 266 (4.004), 311 (sh, 3.691), 387
(3.574).

(200 MHz, [D;]DMF, TMS): & = 7.66 (d, *J = 2.8 Hz, 1 H), 7.69 (d, *J =
2.8 Hz, 1 H).

m/z (%) = 205 (10) [M]" C’Cl), 203 (32) [M]" (°Cl), 190 (29) [2-Amino-6-
chlor-4-nitrophenol]” (’Cl), 189 (16), 188 (90) [2-Amino-6-chlor-4-nitrophe-
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HR-EI-MS
EA

nol]” (°C), 187 (31), 175 (32), 173 (100), 143 (47), 142 (47), 114 (37), 99
(38), 91 (32), 78 (22), 73 (22), 63 (34), 51 (24).

ber. 203.0098 (*°Cl), gef. 203.0070.

ber. C3540 H297 Cl11741 N20.64
gef. C3543 H3.04 Cl11693 N20.26

CsHsCIN;O5 (203.58).

Stephanosporin (163)

Unter kurzem Erwirmen 16st man 0.330 g (3.30 mmol, 1.1 Aquiv.)

0 NO,

(3.00 mmol) 2-Chlor-6-hydrazino-4-nitrophenol-Hydrochlorid (168). NS N 2>Cl

Bernsteinsdureanhydrid in 7 ml Methanol und versetzt mit 0.720 g ¢OH

Unter Riihren tropft man 0.46 ml (3.3 mmol, 1.1 Aquiv.) Triethyl-

1
o OH

amin zu, sduert anschlieBend mit verd. Salzsdure an und gibt 15 ml Wasser zu. Nach einigen

Stunden wird der goldgelbe Niederschlag abfiltriert, mehrmals mit Wasser gewaschen und 1i.

Vak. getrocknet.

Ausbeute
R
Schmp.
UV/VIS
IR

'"H-.NMR

BC.NMR

EI-MS

266

0.638 g (2.10 mmol, 70 %), gelber Feststoff.

0.26 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).

191-194°C (Zers.).

(Methanol) Ama (Ig €) = 225 (4.076), 258 (4.099), 311 (3.676), 351 (3.574).
(KBr): V' = 3354 cm™ (s, br.), 3101 (m, sh), 2928 (m, sh), 1716 (s), 1658 (s),
1523 (s), 1432 (m), 1346 (s), 1230 (m), 1160 (w), 1078 (m), 978 (w), 878 (W),
745 (w).

(300 MHz, [D4]Methanol): & = 2.56-2.72 (m, 4 H, 8-H, 9-H), 7.55 (d, *J =
2.5Hz, 1 H, 5-H), 7.71 (d, *J=2.5 Hz, 1 H, 3-H).

(75 MHz, [D4]Methanol): & = 29.54 (C-9), 29.74 (C-8), 106.52 (C-5), 116.80
(C-3), 120.54 (C-2), 140.30 (C-6), 142.31 (C-4), 147.17 (C-1), 174.64 (C-7),
175.97 (C-10).

m/z (%) =305 (4) [M]™ C'CI), 303 (13) [M]" (*°Cl), 287 (6), 285 (17), 259 (1),
257 (3), 205 (5) [2-Chlor-6-hydrazino-4-nitrophenol]” (*’Cl), 203 (17)
[2-Chlor-6-hydrazino-4-nitrophenol]” (*°Cl), 190 (30), 188 (100), 175 (12),
174 (8), 173 (40), 172 (19), 160 (19), 158 (67), 145 (9), 144 (18), 143 (28),
142 (50), 114 (35), 99 (94), 56 (71), 44 (67), 43 (80).



Experimentelles

EA ber. C39.55 H332 Cl111.68 N 13.84
gef. C39.55 H331 Cl1147 N13.70

C10H;0CIN;O6 (303.66).

Stephanosporin (163)-Dikaliumsalz

Zu einer Losung von 76 mg (0.25 mmol) Stephanosporin (163) in 0 NO,
1 ml trockenem Tetrahydrofuran werden tropfenweise 0.55 ml ¢O_K+ .
o 7 NH_
(0.55 mmol, 2.2 Aquiv.) einer 1 M Losung von Kalium-zert-butylat in NH T 2 ©

O™K*
THF gegeben. Der dunkelrote Niederschlag wird abfiltriert,

mehrmals mit THF und einmal mit Ethanol gewaschen und i. Vak. getrocknet.

Ausbeute 86 mg (0.23 mmol, 90 %), dunkelroter Feststoft.

'H-NMR (600 MHz, [D4]Methanol): & = 2.49-2.52 (m, 2 H), 2.54-2.57 (m, 2 H), 7.37 (d,
*J=3.0Hz 1 H, 5-H), 7.82 (d, *J=3.0 Hz, 1 H, 3-H).'"

BC-NMR (151 MHz, [Ds]Methanol): & = 31.99 (C-9), 34.33 (C-10), 105.90 (C-5),
120.80 (C-3), 133.07 (C-4), 141.11 (C-6), 163.51 (C-1), 175.26 (C-7), 180.72
(C-10).'"

LC/(-)-ESI-MS und LC/(-)-ESI-MSMS sind identisch mit den Spektren des Naturstoffes.

C10HsCIKoN;305 (379.84).

Stephanosporin-Methylester (171)

Zu einer auf 0°C gekiihlten Losung von 81 mg (0.40 mmol) 2-Chlor-6- NO,
hydrazino-4-nitrophenol (170) in 0.75 ml trockenem Dimethylform- COECHe’/@\
amid tropft man unter Schutzgas eine Losung von 63 mg (0.42 mmol) E(N\H cl
Bernsteinsduremethylesterchlorid in 0.2 ml DMF. Man 148t auf RT ° o
kommen und setzt 5 ml Wasser und einige Tropfen 2 N Salzsdure zu. Beim Stehenlassen iiber

Nacht bei RT fallt das Produkt aus. Man filtriert ab, wascht mehrmals mit Wasser und trock-
net i. Vak.

Ausbeute 68 mg (0.21 mmol, 53 %), gelber Feststoff.

"> Da das synthetische Dikaliumsalz im Unterschied zum Naturstoff vollstindig deprotoniert vorliegt, treten
geringfligige Abweichungen der Signalverschiebungen auf.
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Ry
'"H-.NMR

EI-MS

HR-EI-MS

0.70 (Chloroform : Methanol = 5:1 + wenig HOACc).

(300 MHz, [D4]Methanol): & = 2.58-2.64 (m, 2 H), 2.67-2.75 (m, 2 H), 3.70 (s,
3 H),7.49 (d, J=2.8 Hz, 1 H), 7.76 (d, 4T = 2.8 Hz, 1 H).

m/z (%) =319 (2) [IM]" C'Cl), 317 (4) [M]™ (*°CI), 287 (1) [M=CH,O]" (*'Cl),
285 (3) [M-CH4O]" (*°Cl), 190 (34), 188 (100), 144 (16), 142 (50), 130 (11),
116 (11), 115 (24), 114 (36), 99 (69), 78 (21), 56 (43).

ber. 317.0415, gef. 317.0433.

C11H;2CIN;O¢ (317.69).

1-Acetyl-2-(3-chlor-2-hydroxy-5-nitrophenyl)hydrazin (169)

Zu einer Losung von 0.120 g (0.50 mmol) 2-Chlor-6-hydrazino-4- NO,
nitrophenol-Hydrochlorid (168) und 52ul (0.55 mmol) Acetanhydrid .
NH._
in 0.75 ml Methanol tropft man 77ul (0.55 mmol) Triethylamin. An- \ﬁ/ NH- 72 ¢l
o

6

OH

schlieBend setzt man 2 ml 0.5 N Salzsdure und 4 ml Wasser zu, fil-

triert den gebildeten Niederschlag ab, wischt mit wenig Wasser und trocknet i. Vak.

Ausbeute
IR

"H-NMR

BC-NMR

EI-MS

HR-EI-MS

0.104 g (0.42 mmol, 84 %), gelber Feststoff.

(KBr): V' = 3368 cm™ (s, br.), 1670 (s), 1614 (m), 1584 (m), 1526 (s), 1493
(s), 1435 (m), 1350 (s), 1230 (m), 1176 (m), 1158 (m), 1082 (w), 1002 (w),
981 (w), 870 (m), 746 (m).

(200 MHz, [D4]Methanol): & = 2.06 (s, 3 H, 8-H), 7.46 (d, *J=2.6 Hz) / 7.74
(d, *J=2.6 Hz) (3-H, 5-H).

(75 MHz, [Ds]DMSO): & = 20.75 (C-8), 104.76 / 115.12 (C-3, C-5), 119.74
(C-2), 139.95 / 140.53 / 145.80 (C-1, C-4, C-6), 169.28 (C-7).

m/z (%) = 247 (10) [M]™ ('Cl), 245 (33) [M]" (*°Cl), 205 (18) [M-C,H,0]"
¢’C), 203 (60) [M—C,H,0]" (°Cl), 190 (8), 189 (11), 188 (29), 187 (32), 175
(6), 173 (19), 160 (10), 158 (39), 145 (7), 143 (23), 129 (15), 114 (15), 94 (16),
79 (14), 78 (15), 59 (57), 44 (67), 43 (100) [C,H;0]".

ber. 245.0203, gef. 245.0206.

CsHsCIN;04 (245.62).
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Experimentelles

234 Experimente zum Abbau von Stephanosporin (163)

Nachweise von 2-Chlor-4-nitrophenol (162) und 6-Chlor-4-nitrobenzo-1,2-chinon-2-
diazid (167)

Die in Kap. 13.2.1 geschilderten Oxidationsversuche wurden in kleinen Ansédtzen ohne
Schutzgas bei RT durchgefiihrt. Eine Losung des Oxidationsmittels (MnO, als Feststoff)
wurde jeweils zu einer geriihrten Losung von Stephanosporin im selben Losungsmittel gege-
ben. Wenn nicht anders angegeben, wurden 3 Aquivalente (bzgl. der iibertragenen Elektro-
nen) des Oxidationsmittels verwendet. Die Umsetzungen wurden bei Stephanosporin-Kon-
zentrationen von 10 bis 50 mM durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte ca. 5 min nach der
Zugabe diinnschichtchromatographisch anhand von Vergleichssubstanzen. Fiir R-Werte vgl.
die Angaben bei den jeweiligen Substanzen. 167 kann durch das charakteristisches Farbungs-
verhalten auf dem Chromatogramm eindeutig identifiziert werden. Da bei der Oxidation mit
NBS keine storenden paramagnetischen Ionen beteiligt sind, wurde diese im NMR-Rohr in
[D4]Methanol durchgefiihrt und das Chinondiazid 167 auch auf diese Weise eindeutig identi-

fiziert.

Abbau des Stephanosporins (163) zu 2-Chlor-4-nitrophenol (162)

10.6 mg (35 umol) Stephanosporin (163) werden in 0.7 ml Methanol geldst. NO,
Unter Riihren wird eine Ldsung von 59.8 mg (109 umol, 3.1 Aquiv.) Cer(1v)-
ammoniumnitrat schnell zugegeben. Nach 5 min Riihren wird mit Wasser und e
wenigen Tropfen verd. Salzsdure versetzt, mit Essigsdureethylester extrahiert,

mit Wasser gewaschen und i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit. Die Reinigung erfolgt mittels
GroBenausschluBchromatographie an Sephadex LH-20 mit dem Eluenten Methanol. Eindeu-
tige Identifizierung erfolgte durch Vergleich mit der kduflichen Verbindung.

Ausbeute 4.7 mg (27 umol, 77 %), gelber Feststoft.

Ry 0.58 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3),
0.88 (Methylenchlorid : Aceton = 2:1).

'H-NMR (200 MHz, [D4]Methanol): & = 7.05 (d, °J = 9.0 Hz, 1 H, 6-H), 8.10 (dd, °J =
9.0 Hz, “J=2.8 Hz, | H, 5-H), 8.28 (d, */=2.8 Hz, | H, 3-H).
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CeH4CINO; (173.56).

Nachweis des beim Abbau freigesetzten Succinanhydrides

1.2 mg (3.8 umol) Stephanosporin (163) werden in 0.2 ml Tetrahydrofuran geldst. 6.2 mg
(11.4 umol, 3 Aquiv.) Cer(1v)-ammoniumnitrat werden als Feststoff zugegeben. Die Losung

wurde direkt in das GC eingespritzt.

GC/EI-MS R, = 8.24 min (Tprg. 2, Sdule 2). Zum Vergleich 2-Chlor-4-nitrophenol: R; =
15.03 min.
m/z (%) = 100 (3) [M]", 56 (100) [M—CO,]", 44 (25), 42 (11).

C4H405 (100.07).

2-Brom-6-chlor-4-nitrophenol (180)

10.6 mg (35 umol) Stephanosporin (163) werden in 0.3 ml Methanol geldst. NO,
Nach Zugabe von 0.9 ml Bromtrichlormethan wird sofort (noch vor Einset-
2
zen der Niederschlagsbildung) unter Riihren eine Losung von 57.6mg B7 7 C
OH

(105 pmol, 3 Aquiv.) Cer(1v)-ammoniumnitrat in 0.15 ml Methanol zuge-

setzt. Nach 5 min Riithren wird mit Wasser und wenigen Tropfen verd. HCI versetzt und mit
Essigsdureethylester extrahiert. Nach Waschen mit Wasser und Entfernen des Losungsmittels
1. Vak. wird durch GroBenausschluBchromatographie an Sephadex LH-20 mit dem Eluenten
Methanol gereinigt.

Ausbeute 5.2 mg (20.6 umol, 59 %), gelbe Substanz.

Ry 0.73 (Toluol : HCO,H : HCO;Et = 10:5:3).

'H-NMR (300 MHz, [D4]Methanol): = 8.27 (d, *J = 2.8 Hz, 1 H, ArH), 8.37 (d, *J =
2.8 Hz, 1 H, ArH).

BC.NMR (75 MHz, [Ds]Methanol): & = 112.00 (C-2), 122.78 (C-6), 125.95 / 128.56
(C-3, C-5), 141.71 (C-4), 157.74 (C-1).

EI-MS m/z (%) = 255 (24) M]" (*'Cl, ¥'Br), 254 (11), 253 (100) [M]" (°CL, *'Br u.
37C1, PBr), 252 (9), 251 (77) [IM]" (°Cl, "Br), 225 (11) [M-NO]" (’Cl, *'Br),
224 (6), 223 (43) [M-NOJ" (*°Cl, ¥Br u. *’Cl, "Br), 222 (5), 221 (34) [M—
NOJ" (*°Cl, ”Br), 207 (9), 205 (7), 187 (5), 185 (5), 179 (11), 177 (9), 173 (8).
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CeH3BrCINO; (252.45).

3-Chlor-5-nitro-1,1'-biphenyl-2-ol (181)

10.6 mg (35 umol) Stephanosporin (163) werden in 0.3 ml Methanol
geldst. Nach Zugabe von 1.1 ml Benzol wird schnell (noch vor Einsetzen

der Niederschlagsbildung) unter Riihren eine Ldsung von 59.8 mg

(109 umol, 3.1 Aquiv.) Cer(1v)-ammoniumnitrat in 0.1 ml Methanol
zugesetzt. Nach 5 min wird mit Wasser und wenigen Tropfen verd. Salzséure versetzt und mit
Essigsdureethylester extrahiert. Nach Waschen mit Wasser und Entfernen des Losungsmittels
1. Vak. erfolgt die Reinigung durch GroéBenausschlulchromatographie an Sephadex LH-20

mit dem Eluenten Aceton.

Ausbeute 1.8 mg (7.2 pmol, 20 %), gelbe Substanz.

Ry 0.77 (Toluol : HCO,H : HCO,Et = 10:5:3).

'H-NMR (200 MHz, [D4]Methanol): 6 = 7.34-7.50 (m, 3 H) / 7.56-7.62 (m, 2 H) (8-H
bis 12-H), 8.07 (d, */=2.8 Hz, 1 H) / 8.24 (d, *J=2.8 Hz, 1 H) (4-H, 6-H).

EI-MS m/z (%) =252 (14) IM+17°C7C), 251 (37) [M]" C'CI), 250 (44) [M+1]" (°Cl),
249 (100) [M]"(°C), 221 (6) [M-NOT" (’Cl), 219 (10) [M=NO]" (**Cl), 175
(14), 173 (22), 168 (30), 139 (62), 99 (12), 63 (17).

C1,HsCINO; (249.65).

NO,
3-Chlor-2-trimethylsilyloxy-5-nitro-1,1'-biphenyl !
T e
Eine kleine Probe 181 wird silyliert (vgl. 15.1). OSi(CHs)3

GC/EI-MS  R;=23.16 min (Tprg. 2, Séule 2). Zum Vergleich 2-Chlor-1-trimethylsilyloxy-
4-nitrobenzol: R; = 16.75 min.
m/z (%) = 323 (10) M]" ¢’CD), 321 (28) [M]" (*°Cl), 308 (43) [M—CH;]"
(), 306 (100) [M—CHs]" (*°Cl), 262 (6), 260 (16), 247 (4), 245 (11), 224
(5), 165 (8), 139 (11), 93 (13), 73 (23) [Si(CH3)3]", 45 (4).

Ci5H16CINO;Si (321.84).
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23.5 Biologische Aktivitat von Stephanosporin und Derivaten

Antibiotische Aktivitit im Agardiffusionsassay: Kulturplatten mit den Testkeimen wurden
mit getrdnkten Discs (& 6 mm) belegt. Konzentration der Substanzen: 100 pg/ml. Bakterien:
Nutrient broth (Difco) mit 2 % Agar, Inkubation bei 37°C. Pilze: YMG-Medium (4 g/l Hefe-
extrakt, 10 g/l Malzextrakt, 4 g/l Glucose, 20 g/l Agar), Inkubation bei 27°C. Angegeben ist

der Hemmhofdurchmesser in mm. i: unvollstindiger Hemmbhof, -: keine Hemmzone.

Stephanosporin  163-Dikali- Methylester 2—Ch10r-4-
(163) umsalz Acetat 169 171 nitrophenol
(162)

Bacillus 27 26 26 26 14
subtilis
Bacillus 31 33 40 31 22
brevis
Micrococcus 21 13 23 14 -
luteus
Enterobacter - - - - 14
dissolvens
Mucor miehei 191 13i 20 - 38
Paecilomyces - - - - 16
varioti
Penicillium - - - - 22
notatum
Nematospora 24 23 13 13 35
coryli

Cytotoxische Aktivitit: gegen Colo 320-Zellen (Human colon adenocarcinoma DSMZ ACC
144) und L1210-Zellen (Mouse lymphocytic leukemia ATCC CCL219) fiir 163

163-Dikaliumsalz, 169 und 171 keine cyctotoxische Aktivitit bis zu Konzentrationen von

100 pg/ml. Wachstumsbedingungen: Die Zellen wurden in RPMI 1640-Medium (Gibco
52400-025) kultiviert, welches 10 % fetal calf serum (Gibco), 100 pg/ml Streptomycinsulfat
und 65 pg/ml Penicillin G enthielt. Die Testsubstanzen wurden in Methanol oder Ethanol
gelost und in Mikrotiterplatten jeweils zu 200 ul Zellsuspension (4 bis 5-10* Zellen/ml) gege-
ben. Die Inkubation erfolgte bei 37°C in einer feuchten Atmosphére mit 5% CO,-Gehalt.
Zellwachstum und Lyse wurden drei Tage lang im Abstand von 24 h beobachtet.
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Anhang

Anhang

24 Abkurzungen

°* Symbole fiir *C-Isotopenanreicherungen
AAS Atomabsorptionsspektroskopie

abs. absolut

Ac Acetyl

Anm. Anmeldung (Patent), Anmerkung

Aquiv. Aquivalent(e)

Ar Aryl, Aren

aromat. aromatisch

ber. berechnet

Bu Butyl

c Konzentration

ca. circa

CAN Cer(1v)-ammoniumnitrat

COSY correlated spectroscopy

A Erhitzen

dba Dibenzylidenaceton (1,5-Diphenyl-1,4-pentadien-3-on)
DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-en

DC Diinnschichtchromatographie

DEPT distortionless enhancement by polarisation transfer
det. determinavit (bestimmt hat)

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

EA Elementaranalyse

EEDQ N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin
EIl ElektronenstoBionisation

Et Ethyl

eV Elektronvolt

GC Gaschromatographie

gef. gefunden

ges. gesittigt

Gew. Gewicht

h Stunde(n)

Hal Halogen

Hex Hexyl

HMBC heteronuclear multiple bond connectivity
HMDS Hexamethyldisilazan

HMPT Hexamethylphosphorséuretriamid

HMQC heteronuclear multiple quantum connectivity
HPL(C) high pressure liquid (chromatography)

HR high resolution

Hrsg. Herausgeber

HSCCC high-speed countercurrent chromatography
i.d.R. in der Regel

1. Ggw. in Gegenwart
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IR Infrarot, Infrarotspektrum, Infrarotspektroskopie
i. Vak. im Vakuum

K Kelvin

k.A. keine Angaben

konz. konzentriert

LDA Lithium-bis(trimethylsilyl)amid

leg. legit (gesammelt hat)

Lit. Literatur

LTMDA N-Lithium-N,N',N'-trimethylethylendiamid
LUV large unilamellar vesicles

M mikro (-10)

m milli (-10°), Meter

M molar (mol/1)

M Molekiil(ion)

Me Methyl

min Minute(n)

MLV multilamellar vesicles

MOM Methoxymethyl

MS Massenspektrum, Massenspektrometrie
MSTFA N-Methyl-N-(trifluorsilyl)-trifluoracetamid
Mult. Multiplizitét

n normal

N normal (Konzentrationsangabe)
NBS N-Bromsuccinimid

NMR nuclear magnetic resonance

Nu Nucleophil

NOESY nuclear Overhauser effect spectroscopy
PCS photon correlation spectroscopy
Pent Pentyl

Ph Phenyl

proz. prozentig

Py Pyridin

quant. quantitativ

Rb. Reaktionsbedingungen

RP reversed phase

RT Raumtemperatur

R¢ ratio to front

R Retentionszeit

S. Suillus

St. Stephanospora

Schmp. Schmelzpunkt

Sdp. Siedepunkt

SUvV small unilamellar vesicles

t tertidr

T Gewichtsteil(e)

TBDMS t-Butyldimethylsilyl

Tf Triflat (Trifluormethansulfonylrest)
THF Tetrahydrofuran

THP Tetrahydropyranyl

TIPS Triisopropylsilyl

TMEDA N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
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TMS Tetramethylsilan, Trimethylsilyl-
Tprg. Temperaturprogramm
Ts Tosyl

Uv Ultraviolett

Vak. Vakuum

verd. verdlinnt

Vis visible

Vol. Volumen

wélr. wéilrig

w/v Gewicht/Volumen
w/w Gewicht/Gewicht
Zers. (unter) Zersetzung

IR-Spektroskopie

br. breit

m mittel

S stark

sh Schulter
SS sehr stark

NMR-Spektroskopie

br. breit

d Dublett

dd Dublett von Dubletts

ddd Dublett vom Dublett von Dubletts
dt Dublett vom Triplett

dq Dublett vom Quartett

dm Dublett vom Multiplett

J Kopplungskonstante

q Quartett

m Multiplett

S Singulett

t Triplett

td Triplett vom Dublett

#, T austauschbare Zuordnungen
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