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Einleitung

1 Einleitung

Steroide sind Derivate des 1,2-Cyclopentanoperhydrophenanthrens (Steran), einer
Verbindung aus vier kondensierten, nicht polaren Ringen, und gehdéren zu den
Lipiden. Eine Untergruppe bilden die Sterole, die an C-3 eine Hydroxygruppe tragen.
Steroide Ubernehmen vielféltige Funktionen in Eukaryoten, aber nicht in Insekten.
Prokaryoten bilden als funktionelles und strukturelles Aquivalent pentacyclische
Triterpene, z.B. Hopen. Dieser Unterschied wird auf die Einbindung von Sauerstoff in
die Biosynthese im Verlauf der Evolution zuriickgefuhrt. In neueren Untersuchungen
konnten einige Gene in Bakterien identifiziert werden, die mit der Sterolbiosynthese
verknipft sind, z.B. konnte in dem Bakterium Methylococcus capsulatus das Enzym
Oxidosqualencyclase (OSC) nachgewiesen werden'. In den unterschiedlichen
Lebensformen kommen verschiedene Hauptsterole vor; bei den Wirbeltieren
Cholesterol, bei Pilzen und Protozoen Ergosterol und bei héheren Pflanzen
Sitosterol. Cholesterol ist fur Wirbeltiere essenziell. Es ist die Ausgangsverbindung
der Biosynthese von  Steroidhormonen und Gallensduren und ein
Hauptstrukturelement der Plasmamembran, das deren Fluiditat reguliert und so den
Membrantransfer stark vereinfacht. Cholesterol ist beim Menschen aber auch der
pathogene Faktor bei Hypercholesterindmie, die zu Arteriosklerose fuhren kann, und
eine der Hauptursachen fur Herz- und Gefalierkrankungen ist. Das Cholesterol spielt
auch in der embryonalen Entwicklung und der Morphogenese eine entscheidende
Rolle. So werden verschiedene Krankheiten wie das Smith-Lemli-Opitz-Syndrom und
das Conradi-Hinermann-Syndrom durch Gendefekte, die Fehler in der
Cholesterolbiosynthese induzieren, ausgeldst’. Ergosterol kommt in Pilzen fast
ausschlieBlich in der Zellmembran vor, es tbernimmt dort die gleiche Funktion wie
das Cholesterol bei Wirbeltieren. Des Weiteren wird Ergosterol im Pilz in geringen
Konzentrationen als Wachstumspromotor benétigt’. Das Sitosterol ist integraler
Bestandteil der Lipiddoppelschicht héherer Pflanzen und eine Vorstufe der
Brassinosteroide, ubiquitarer Phytohormone, die fir Wachstum und Entwicklung der
Pflanzen erforderlich sind*. Alle Sterole werde de novo ausgehend von Acetyl-
CoenzymA (Acetyl-CoA) aus Terpeneinheiten in einem vielstufigen, enzymatischen
Prozess aufgebaut®. Die Sterolbiosynthese gliedert sich in zwei Abschnitte, den Pré-
und den Post-Squalen-Abschnitt. Der Pra-Squalen-Abschnitt (siehe Abschnitt 1.1.1)

verlauft sowohl bei Eukaryoten als auch bei den meisten Prokaryoten gleich. Bei den
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Einleitung

Prokaryoten katalysiert die Squalen-Hopen-Cyclase die Reaktion von Squalen zum
Hopen. Die Oxidosqualencyclase ist das eukaryotische Aquivalent der Squalen-
Hopen-Cyclase und bildet aus Squalenepoxid in einer Reaktionskaskade das letzte
gemeinsame Sterol aller Eukaryoten, das Lanosterol (siehe Abschnitt 1.1.2). In den
drei Biosynthesen unterscheiden sich die jeweiligen Enzyme flir bestimmte
Reaktionsschritte nicht in ihrer Funktion und den Substraten, aber signifikant in ihrer
Struktur®.

Die Sterolbiosynthese ist ein wichtiger Ansatzpunkt fiir die Kontrolle und Manipulation
von biochemischen Vorgangen in Wirbeltieren und Pilzen, also fur die Entwicklung
therapeutischer Wirkstoffe, z.B. Cholesterolbiosynthese-Inhibitoren zur Lipidsenkung
im Blut oder zur Therapie der Alzheimer Erkrankung und der Creutzfeld-Jakob
Krankheit’. Die strukturelle Diversitit der an der Sterolbiosynthese beteiligten
Enzyme ermdglicht es auch, die Ergosterolbiosynthese zu inhibieren, ohne in die
Cholesterolbiosynthese des Patienten einzugreifen, was eine Behandlung von
Mykosen ermdglicht. Auch antibiotische Wirksamkeit von Sterolbiosynthese-

Inhibitoren in vivo®® und antimikrobielle Aktivitat in vitro’® wurden nachgewiesen.
1.1 Die Triterpenbiosynthese

1.1.1 Der Pra-Squalen-Abschnitt

Dieser Abschnitt der Biosynthese verlduft sowohl bei Eukaryoten als auch bei den
meisten Prokaryoten gleich. Ausgehend von Acetyl-CoA wird durch enzymatische
Katalyse das einfachste, aliphatische Triterpen Squalen gebildet. Der Aufbau des
Cso-Koérpers erfolgt schrittweise. Der erste biosynthetische Schritt des
Mevalonatbiosynthesewegs ist Bildung von Acetoacetyl-CoA aus zwei Acetyl-CoA-
Einheiten. Die Kondensation mit einer weiteren Acetyl-CoA-Einheit ergibt 3-Hydroxy-
3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA), welches zu Mevalonat reduziert wird. Aus
Mevalonat entsteht in drei Schritten Isopentenylpyrophosphat (IPP), das mit
Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) in einem Gleichgewicht vorliegt’. Die beiden
Isomere IPP und DMAPP reagieren zu Geranylpyrophosphat (GPP), das mit einem
weiteren Molekll IPP zu dem Sesquiterpen Farnesylpyrophoasphat (FPP) umgesetzt
wird. Durch eine 1,1-Verknipfung werden zwei Molekiule FPP zu Squalen
kondensiert. IPP und DMAPP werden Gber den Mevalonatbiosyntheseweg produziert

(siehe Abb. 1-1). Eine Ausnahme bilden héhere Pflanzen, bestimmte Eubakterien

-2.



Einleitung

und einige Protozoen. Sie bilden IPP und DMAPP {ber den
Methylerythritolphosphatweg"’

- CoA-SH R -
0 Acetyl-CoA 0 0 0 Acetyl-CoA CoA-SH 0 0
SCoA - SCoA -0 SCoA
Thiolase HMG-CoA-Synthase
Acetyl-CoA Acetoacetyl-CoA HMG-CoA
2 NADPH 2 NADP* o ATP ADP 0
I NI G NN
HMG-CoA-Reduktase -0 OH Mevalonat-Kinase -0 OP
Mevalonat Mevalonat-5-Phosphat
ADP ATP ADP CO,, P
MI\thjht /U\>\/\ thht )\/\OPP
evalonatphosphat- , evalonatdiphosphat-
Kinase 5'-PPM Debarboxylase PP
)\/\opp + /J‘\/\ j /k/\)\/\
IPP DMAPP- Prenyltransferase
Isomerase DMAPP
)\/\ODPP W
N NS NS
\ OPP
Prenyltransferase
NADPH NADP+
FPP
Cholesterol
\ j Eukaryoten Ergosterol
Squalensynthase Sitosterol

und weitere Sterole

Prokaryoten ~ Hopen
—  Diploterol
weitere Triperpene

Squalen

Abbildung 1-1: Pra-Squalen-Abschnitt: Mevalonatbiosyntheseweg der Sterol- und
Triterpenbiosynthese mit P = Phosphat, PP = Pyrophosphat

Fur jedes Enzym des Pra-Squalen-Abschnitts sind Inhibitoren bekannt'.
Therapeutisch werden ausschlieBlich HMG-CoA-Reduktase-Hemmer zur Senkung
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des Cholesterol-Blutspiegels eingesetzt. Kommerziell erhéltliche Lipidsenker sind

z.B. Simvastatin, Fluvastatin und Atorvastatin'

HO
COOH COOH

OH OH

HN

Simvastatin Fluvastatin Atorvastatin O

Abbildung 1-2: Kommerziell erhéltliche HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (Auswahl)

In Standarddosierungen werden die Statine vom menschlichen Kérper ohne
nennenswerte Nebenwirkungen toleriert, hohe Dosen verursachen einen Mangel an
Isoprenoiden wie Coenzym Qqo, die Uber einen sekundaren Signalweg gebildet
werden. Coenzym Qo ist an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt, weshalb
Organe mit hohem Energiebedarf wie Herz und Leber eine hohe Qqo-Konzentration
aufweisen. Ein Mangel an Coenzym Qio kann zu Lebererkrankungen fithren™. Im
Tierversuch wurde nachgewiesen, dass Simvastatin einen Schaden an der Linse
hervorruft und die Bildung von Katarakten induziert'. Der Katarakt, auch bekannt als
grauer Star, ist eine irreversibele Triibung der Linse, die zum Erblinden flihren kann.
Desweiteren wurde beim Menschen eine Wechselwirkung zwischen dem
Antibiotikum Erythromcyin und Simvastatin nachgewiesen; bei Einnahme dieser

beiden Wirkstoffe verdreifacht sich das Risiko einer Kataraktbildung'®.

Es konnte nachgewiesen werden, dass Inhibitoren der humanen Squalen-Synthase
(BPH-652, BPH-698 und BPH-700) die Staphyloxanthin-Biosynthese des Bakteriums

Staphylococcus aureus hemmen®.
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o} P(O)(OK), ‘ P(O)(OK),
©/ msK O .
BPH-652 Bu BPH-698

P(O)(OK),
‘ SO,K
O BPH-700

Abbildung 1-3: Inhibitoren der humanen Squalen-Synthase, die die Staphyloxanthin-
Biosynthese von S. aureus hemmen

Von diesen Verbindungen wird die S. aureus Dehydrosqualen-Synthase (CrtM)
gehemmt, das prokaryotische Aquivalent der Squalen-Synthase. Dieses Enzym ist
nicht NADPH-abhangig, weshalb die Reduktion entfallt und S. aureus
Dehydrosqualen bildet.

2 AN NN AN
FPP

OPP

Dehydrosqualen-Synthase (CrtM) | Squalensynthase

Pra-Squalen Diphosphat

NADPH

Squalen

Cholesterol,
Ergosterol

Staphyloxanthin

Abbildung: 1-4: Ausschnitt aus der Staphyloxanthin-Biosynthese in S. aureus
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Die Inhibition dieses Enzyms fuhrt zu einer stark erh6hten Mortalitdt von S. aureus

durch System-generierte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) des Wirts®.

1.1.2 Der Post-Squalen-Abschnitt

Dieser Abschnitt der Sterol- bzw. Triterpenbiosynthese verlauft bei Pro- und
Eukaryoten unterschiedlich. In Prokaryoten wird das Squalen von der Squalen-

Hopen-Cyclase direkt zu Hopen und Diploterol umgesetzt'’

. Bei den Eukaryoten wird
Squalen zuerst von der Squalenepoxidase epoxidiert. Das entstandene 2,3-
Oxidosqualen wird dann von der Oxidosqualencyclase (OSC) in einer enzymatischen
Reaktionskaskade zu Sitosterol (Pflanzen) und bei Tieren und Pilzen zu ihrem letzten

identischen Sterol Lanosterol umgesetzt (siehe Abb.1-5).

Squalen-Hopen-Cyclase

Squalen L E T Diploterol

Squalenepoxidase
O,, NADPH

H,0, NADP*

Oxidosqualen HO Sitosterol

Oxidosqualencyclase

Holi/:': Lanosterol HO Ergosterol
“,H

HO Cholesterol

Abbildung 1-5: Ubersicht der Reaktionen des Post-Squalen-Abschnitts
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Bevor auf die einzelnen enzymatischen Reaktionen genauer eingegangen wird, folgt
zum besseren Verstandnis eine Ubersicht der IUPAC-Nummerierung von Sterolen
am Beispiel des Lanosterols (siehe Abb. 1-6).

Abbildung 1-6: Nummerierung von Lanosterol nach IUPAC

1.1.2.1 Squalenepoxidase

Die Squalenepoxidase ist eine membranassoziierte Flavoprotein-Monooygenase, die
sowohl aerobe Bedingungen als auch NADPH, NADPH-Cytochrom P-450
Reduktase, FAD sowie einen supernatanten Faktor bendtigt. Der Mechanismus ist
nicht ganzlich aufgeklart, es wurde postuliert, dass er wie folgt ablauft'®:

Squalen Oxidosqualen

-H,0
FAD-OOH — FAD-OH —*— FAD

NADPH e H*
NADPH-Cytochrom =’
NADP* )P-450 Reduktase 0,

FAD-OO-

Abbildung 1-7: Mechanismus der Squalenepoxidase

Das Enzym ist ein gut erforschtes Target sowohl fiir Inhibitoren der Cholesterol- als
auch der Ergosterolbiosynthese. Die wichtigsten Klassen von Inhibitoren sind

Allylamine (NB-598) in der Cholesterolbiosynthese und Thiocarbamate (Tolciclat) und
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Allylamine (Natifin zur Behandlung von oberflachlichen Mykosen und Terbinafin zur

Behandlung systemischer Mykosen) in der Ergosterolbiosynthese (sieche Abb. 1-7)"%.

LM
|
S\@,\_@/\O K:@/

NB-598 Tolciclat

e L
b

Naftifin Terbinafin

Abbildung 1-8: Inhibitoren der Squalenepoxidase

1.1.2.2 Oxidosqualencyclase (OSC)

Die Cyclisierung des Oxidosqualens zu Lanosterol erfordert die Sessel-Boot-Sessel-

Konformation des Edukts'®?%*

. Die OSC erzwingt diese energetisch unginstige
Substratkonformation. Der erste Reaktionsschritt ist die Protonierung des Oxirans,
welches sich als sehr stabil erwies?. Die erforderliche Reaktivitat wird durch einen
Aspartat-Rest der OSC?, dessen Aciditat durch zwei Wasserstoffbriicken im aktiven
Zentrum gesteigert wird, erreicht. Die Protonierung des Oxirans und die Bildung des
A-Rings verlaufen vermutlich konzertiert?”. Die folgende Reaktionskaskade verlauft
Uber mehrere carbokationische Zwischenstufen (High Energy Intermediates, HEI), an
pro-C-10, pro-C-8, pro-C-13, pro-C-17 und C-20?". Die Bildung des B-Rings (Il)
erfolgt sobald die positive Ladung am pro-C-10 des A-Rings (I) entstanden ist. Wie
die folgende Cyclisierung zum C-Ring mechanistisch funktioniert, ist nicht vollstandig
geklart. Untersuchungen weisen auf ein fiinfgliedriges Intermediat (Ill) hin'. Das
ware das Produkt einer Anti-Markownikow-Addition, die im Vergleich zu einer
direkten Bildung des sechsgliedrigen Ringes (IV) (Markownikow-Addition),

stereoelektronisch weniger beglnstigt ist. Durch die Bildung des flnfgliedrigen D-

-8-



Einleitung

Ringes entsteht das Protosterolkation (V) mit B-stédndiger Seitenkette. Durch vier 1,2-
trans-Wagner-Meerwein-Umlagerungen und eine Hydridwanderung wird schlieRlich
aus V Lanosterol gebildet. Initialisierend ist die Hydridwanderung des 17a-H nach C-
20. Anschlieend wandert das 13a-H nach C-17 gefolgt von der Wanderung der 143-
Methylgruppe zu C-13 und der 8a-Methylgruppe zu C-14. Diese Umlagerung ist
aufgrund der hoheren Tmr-Elektronendichte in der Umgebung von C-8 und C-9
beglinstigt. Das resultierende Carbokation an C-8 reagiert durch die terminale

Abspaltung des 9B-Protons zum Olefin.

Enz-AHL\

0]

Oxidosqualen |

HO \

—_—

Lanosterol

Abbildung 1-9: OSC-katalysierte Cyclisierung von Oxidosqualen zu Lanosterol: a) Protonierung
des Epoxids, b) Ringschluss zum A-Ring, c) Ringschluss zum B-Ring, d) Anti-Markownikow-
Ringschluss, e) Ringerweiterung, f)  Bildung des D-Rings, 9) Hydrid- und
Methylgruppenverschiebungen

Die Hauptaufgabe der OSC ist die Abschirmung der entstehenden Carbokationen,

z.B. vor der Reaktion mit Wasser oder Deprotonierung durch Basen. Das aktive
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Zentrum ist aus diesem Grund hydrophob und enthélt keine basischen Reste?'. Bei
der Entwicklung neuer OSC-Inhibitoren macht man sich zu Nutze, dass wahrend der
Cyclisierung carbokationische Intermediate (HEI) an pro-C-10, pro-C-8, pro-C-13,
pro-C-17 und C-20 auftreten. Diese sind laut des Hammond-Postulats eine gute
Anndhrung an den enzymgebundenen Ubergangszustand, der eine hohe Affinitét
zum Substrat aufweist. Um eine Mimikry der HEls zu erreichen entwickelt man
Substanzen, die anstelle instabiler sp?hybridisierter Carbokationen ein stabiles sp>-
hybridisiertes Ammoniumion besitzen®. Diese HEI-Analoga finden als Wirkstoffe
Anwendung auf vielen Gebieten. Beim Menschen kénnten OSC-Inhibitoren als
Lipidsenker eingesetzt werden. Diese lassen sich in drei Klassen einteilen: 1. tertidre
Amine, z.B. BIBX-79 und 2-Aza-2,3-dihydrosqualen (pro-C-4-HEI-Analoga), die bei
physiologischen pH-Wert protoniert vorliegen, 2. Boehringer Ingelheims Oxazoline
wie BIBB-515 (pK,;= 6.4) und 3. Astra Zenecas Pyridine und Pyrimidine (pKs= 6.1-
9.2) (siehe Abb. 1-10). Von der OSC wird ein weiter pK;—Bereich toleriert, ein

lipophiler Rest ist aber entscheidend fir die Wirksamkeit der Inhibitoren.

BIBX 79 ~
/ 2-Aza-2,3-dihydrosqualen
7 Cl
O)’k Br X
N/\ /©/ |
(0]
N b N
Y - ]
N X ° o
Astra Zeneca X= CH BIBB 515
X=N

Abbildung 1-10: Inhibitoren der humanen OSC

OSC-Inhibitoren als Lipidsenker bieten prinzipiell mehrere Vorteile. Es gibt nicht die
Nebenwirkungen wie bei den Statinen (siehe Abschnitt 1.1.1) oder anderen Pra-
Squalen-Inhibitoren auf die Coenzym Q4o-Synthese. Die Konzentration von Coenzym
Q1o bleibt bei Einnahme von OSC-Inhibitoren in Herz und Leber konstant®®. Auf
Grund der Stellung der OSC in der Sterolbiosynthese kann es nicht zur Akkumulation

héherer, toxischer Sterole wie Desmosterol kommen?’. Ein weiterer Vorteil von OSC-
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Inhibitoren ist, dass bei Teilhemmung der OSC bevorzugt 24(S),25-Epoxycholesterol
Uber eine alternative Oxysterol-Biosynthese gebildet wird (siehe Abb. 1-11).
Schlisselschritt dieses alternativen Prozesses ist die Oxidation von Oxidosqualen zu
Diepoxysqualen, das von der OSC zu 24(S),25-Epoxylanosterol umgewandelt wird.
Im letzten Reaktionsschritt wird 24(S),25-Epoxycholesterol gebildet, ein Repressor
der HMG-CoA-Reduktase.

0, NADPH H;0, NADP*

Squalenepoxidase

Oxidosqualen

Diepoxysqualen

Oxidosqualencyclase

HO HO

24(S),25-Epoxylanosterol 24(S),25-Epoxycholesterol

Abbildung 1-11: Abschnitt aus der alternativen Oxysterol-Biosynthese

Das bedeutet, dass OSC-Inhibitoren die Cholesterolbiosynthese auf Grund eines
dualen Mechanismus hemmen: Erstens durch eine direkte Inhibition der
Lanosterolbiosynthese und zweitens durch eine Repression der HMG-CoA-

282930 |m Tierversuch wird der Nachteil der

Reduktase im Pra-Squalen-Abschnit
OSC-Inhibitoren deutlich; sie induzieren eine Kataraktbildung stérker als die Statine
(vgl. Abschnitt 1.1.1)*'. Ob dieser Effekt auf Grund der Hemmung der
Cholesterolbiosynthese entsteht oder durch direkte Stérung der Linsen-
Membranstruktur ist nicht vollstdndig geklart. Viele Fakten weisen auf die zweite
Maoglichkeit hin. OSC-Inhibitoren, wie U18666A (siehe Abb. 1-26), BIBX 79 und BIBB
515 (siehe Abb. 1-10) sind amphiphile, protonierbare Substanzen. Es wurde
nachgewiesen, dass andere Vertreter dieser Substanzklasse wie die
Phenothiazine32, die nicht die Cholesterolbiosynthese inhibieren, ebenfalls
kataraktogen wirken. Es wurden auch wirksame, spezifische Inhibitoren der fungalen
OSC als Antimykotika entwickelt. Besonders erwahnenswert sind das Azasqualen
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N,N-Diethylazasqualen® (pro-C-4-Analogon) und das Protosterol-Analogon N-[2-
(4,8-Dimethyl-3-(E),7-nonadienyl)phenylmethyl]-N’,N’-diethyl-1,2-ethandiamin®*

(siehe Abb. 1-12). Ein Problem bei der Entwicklung selektiver OSC-Inhibitoren ist,
dass bei anderen enzymatischen Reaktionen der Sterolbiosynthese ebenfalls HEIls
an den selben Kohlenstoffen (C-8: A%’-Isomerase) oder raumlich benachbarten
Kohlenstoffen (C-14: A'-Reduktase, C-7: A’-Reduktase) entstehen und OSC-

Inhibitoren evtl. auch die genannten Enzyme hemmen kdnnen.
LNHJ

N
AN
N,N-Diethylazasqualen N-[2-(4,8-Dimethyl-3(E),7-nonadienyl)phenylmethyl]-
N',N'-diethyl-1,2-ethandiamin

Abbildung 1-12: Inhibitoren der fungalen OSC

1.1.3 Die Cholesterolbiosynthese ab Lanosterol

Im Post-Squalen-Abschnitt der Cholesterolbiosynthese wird ausgehend von Squalen
in neun Reaktionsschritten, an denen ebenso viele Enzyme beteiligt sind, Cholesterol
(h) aufgebaut. Es treten carbokationische Zwischenstufen (HEI) an C-7, C-8, C-14
und C-24 auf. Die Cholesterolbiosynthese wird in diesem Kapitel ausgehend von
Lanosterol (a) beschrieben, da der Pra-Squalen-Abschnitt (siehe Abschnitt 1.1.1) und
die vorgehenden zwei Schritte des Post-Squalen-Abschnitts bereits (siehe Abschnitt
1.1.2) behandelt wurden. Die vorkommenden Enzyme sind spezifisch, auch wenn
Enzyme mit prinzipiell gleicher Funktion auch in der Ergosterol- und
Sitosterolbiosynthese vorkommen. Fir die Cholesterolbiosynthese wurden von
Bloch* und Kandutsch und Russell®® zwei nach ihnen benannte alternative
Reaktionswege postuliert. Diese Reaktionswege unterscheiden sich nur im Zeitpunkt
der Reduktion der A%*-Doppelbindung. Auf Grund der geringen Substratspezifitat der
A**-Reduktase kénnen alle Zwischenstufen des Bloch-Reaktionswegs in die des
Kandutsch-Russel-Reaktionswegs Uberfihrt werden. Im Bloch-Reaktionsweg ist
Desmosterol (g) die direkte Synthesevorstufe des Cholesterols (h) und im

Kandutsch-Russel-Reaktionsweg ist es 7-Dehydrocholesterol (i) (sieche Abb. 1-13).
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Bloch Kandutsch-Russel

HO

Sterol C-14-DemethV erduktase

A?*-Reduktase

n

JSterol C-14-Demethylase

24-Reduktase

m

C-4-Demethylase- J
Komplex

‘ A'-Reduktase

A?*-Reduktase

U C-4-Demethylase-

A87-lsomerase ‘ Komplex

24-Reduktase

k

Sterol-AS-Desaturase ‘

A87-lsomerase
(Lathosteroloxidase)

A?4-Reduktase

i
l Sterol-A5-Desaturase

HO

(Lathosteroloxidase)

7-Dehydrochlosterol-
Reduktase

- -
A%-Reduktase g 7-Dehydrochlosterol- o !

HO
g h Reduktase

Abbildung 1-13: Bloch-und Kandutsch-Russel-Alternativen der Cholesterolbiosynthese mit a)
Lanosterol, b) 4,4-Dimethylcholesta-8,14,24-trien-33-ol, c¢) 4,4-Dimethylcholesta-8,24-dien-3p-ol, d)
Zymosterol, €) Cholesta-7,24-dien-33-ol, f) Cholesta-5,7,24-trien-33-ol, g) Desmosterol, h)
Cholesterol, i) 7-Dehydrocholesterol, j) Lathosterol, k) Zymostenol, 1) 4,4-Dimethylcholesta-8-en-33-ol,
m) 4,4-Dimethylcholesta-8,14-dien-3B-ol, n) Dihydrolanosterol
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Der Bloch-Reaktionsweg der Cholesterolbiosynthese beginnt mit der Demethylierung
des Lanosterols (a) an der C-14-Position durch die Sterol-C-14-Demethylase. Das
entstandene 4,4-Dimethylcholesta-8,14,24-trien-3B-ol (b) wird mittels der A'-
Reduktase zu 4,4-Dimethylcholesta-8,24-dien-33-ol (c) umgesetzt. Der nachste
Schritt ist die sukzessive Entfernung der 4a- und 4B-Methylgruppen durch den C-4-
Demethylase-Koplex, es entsteht Zymosterol (d). Durch Isomerisierung der A%-
Doppelbindung mittels der A®’-Isomerase wird Cholesta-7,24-dien-3B-ol (e) gebildet,
welches durch die Lathosteroloxidase zu Cholesta-5,7,24-trien-33-ol (f) umgesetzt
wird. Aus dieser Zwischenstufe entsteht durch die 7-Dehydrocholesterol-Reduktase
Desmosterol (g), das im letzten Reaktionsschritt durch Sattigung der A*-
Doppelbindung mittels der A**-Reduktase zu Cholesterol (h) umgesetzt wird. Der
Kandutsch-Russell-Reaktionsweg beginnt mit der Reduktion der A%*-Doppelbindung.
Die folgenden Reaktionsschritte verlaufen in der gleichen Reihenfolge wie bei der
Bloch-Alternative. Als letzte Stufe vor dem Cholesterol (h) entstent 7-
Dehydrocholesterol (i), das mittels der 7-Dehydrocholesterol-Reduktase umgesetzt

wird.

1.1.3.1 Sterol-C-14-Demethylase (a—b und n—m)

Die Sterol-C-14-Demethylase ist eine membranstdndige Cytochrom P 450-haltige
Oxidoreduktase®’. Die Demethylierung an der C-14-Position verlauft in vier Schritten
und bendtigt Sauerstoff und NADPH. Der erste Schritt ist die Oxidation der 14o-
Methylgruppe zum priméaren Alkohol, der im zweiten Schritt weiter zum Aldehyd
oxidiert wird. Ein weiterer Oxidationsschritt fuhrt in einer Bayer-Villiger-artigen
Reaktion zum Ameisensaureester, aus dem im letzten Reaktionsschritt unter
Elimination von Formiat und dem 15a-Wasserstoff das demethylierte Produkt 4,4-
Dimethylcholesta-8,14,24-trien-33-o0l (b) bzw. 4,4-Dimethylcholesta-8,14-dien-33-ol
(m) gebildet wird'?.
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H,0,
NADPH NADP*

5 /i HO

HO

0,, H,0,
NADPH NADP*

? 4, HO

~ O H,0,
O NADPH NADP*

Y , HO

b, m

Abbildung 1-14: Mechanismus der Sterol-C-14-Demethylase

Far die humane Sterol-C-14-Demethylase sind nur wenige Inhibitoren bekannt. Ein

Beispiel ist das zu den Azolen gehérige Azalanstat (siehe Abb. 1-15)3,

Abbildung 1-15: Azalanstat: Inhibitor der humanen C-14-Demethylase

Es sind jedoch eine groRe Anzahl von Wirkstoffen bekannt, die die fungale C-14-

Demethylase hemmen (siehe Abschnitt 1.1.4.1).
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1.1.3.2 A'-Reduktase (b—c und m—l)

Die A'-Reduktase katalysiert die Reduktion der Doppelbindung zwischen C-14 und
C-15, die durch die in Kapitel 1.1.3.1 beschriebene Demethylierung entstanden ist.
Als Substrat eignen sich sowohl 4,4-Dimethylcholesta-8,14,24-trien-33-ol (b) als
auch 4,4-Dimethylcholesta-8,14-dien-33-ol (m). Als Reduktionsmittel wird NADPH
bendtigt. Initialisierend ist die Protonierung an C-15, wodurch ein
mesomeriestabilisiertes Allylkation (HEI) an C-14 entsteht. Das Produkt 4,4-
Dimethylcholesta-8,24-dien-33-ol (c) bzw. 4,4-Dimethyl-cholesta-8-en-33-ol (I)

entsteht durch stereoselektiven Hydridtransfer von NADPH an die 14a-Position.

m,| R=
NADPH NADP*

N

HO

b,c R=

A

Abbildung 1-16: Reduktion der Doppelbindung an C-14 durch A"™-Reduktase

Der bekannteste, wenn auch unspezifische, Inhibitor der humanen A'*-Reduktase ist
AY 9944 (siche Abb. 1-17), der aber auch die A%’-lsomerase und in niedrigen
Konzentrationen die 7-Dehydrocholesterol-Reduktase hemmt®®. Kim et al.*® gelang
es, den ersten spezifischen Inhibitor der humanen A'*-Reduktase zu identifizieren.
Aus dem Extrakt von Corydalis turtschaninowii Besser, einer orientalischen
Heilpflanze, konnte 7,8,13,13a-Tetrahydrocoridalin (siehe Abb. 1-17) isoliert werden.

Dieses Alkaloid und seine Derivate sind selektive A'*-Reduktase-Inhibitoren.
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H ” |O
N N
e Cl
Cl O

AY 9944 7,8,13,13a -Tetrahydrocoridalin

Abbildung 1-17: Inhibitoren der humanen A'*-Reduktase

1.1.3.3 Sterol-C-4-Demethylase-Komplex (c—d und I—k)

Die Demethylierung von Sterolen an der C-4 Position wird in der
Cholesterolbiosynthese von einem komplexen mikrosomalen Enzym katalysiert. Der
Sterol-C-4-Demethylase-Komplex besteht aus einer Monooxygenase, einer NAD"-

abhéngigen Sterol-C4-Decarboxylase und einer NADPH-abhéngigen 3-Ketosteroid-

Reduktase.

I,k R=

c,d R=

A

co,
NAD*  NADH

HO

zweiter Katalyse Zyklus NADPH  NADP*

HO d, k

Abbildung 1-18: Reaktionen des C-4-Demethylase-Komplexes
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Die Monooxygenase katalysiert die schrittweise Oxidation der 4o-Methylgruppe von
4,4-Dimethylcholesta-8,24-dien-33-ol (c) oder 4,4-Dimethyl-cholesta-8-en-33-ol (I),
Uber den korrespondierenden Alkohol und den Aldehyd zu einer 4o-Carboxylgruppe.
Das resultierende 4o-Carboxy-4B-methyl-sterol wird oxidativ decarboxyliert. Durch
die konzertierte Abspaltung des 3o-Wasserstoffs bildet sich ein 3-Hydroxy-4-methyl-
3,4-en-sterol, das sich spontan in seine stabilere Ketoform umlagert. Die verbliebene
Methylgruppe nimmt eine o-Orientierung an und ist somit als Substrat fur den
zweiten Katalyse-Zyklus geeignet, der nun beginnt. Der letzte Schritt ist die
Reduktion der 3-Ketogruppe zum 3B-Alkohol durch die 3-Ketosteroidreduktase (siehe
Abb. 1-18)"2. Auch fur den C-4-Demethylase-Komplex gibt es nur wenige Inhibitoren.
Da bekannt ist, dass das Enzym schwach von Cyanid-lonen gehemmt wird*,
|.42

entwickelten Barlett et a
NADPH bindet, das 4a-Cyanomethy-5a-cholestan-33-ol (siehe Abb. 1-19).

einen irreversiblen Inhibitor, der nur in der Gegenwart von

HO” Y-

NC
Abbildung 1-19: Struktur von 4a-Cyanomethy-5a-cholestan-3f-ol

Bis heute wurden keine medizinisch einsetzbaren Inhibitoren des humanen C-4-

Demethylase-Komplexes entwickelt.

1.1.3.4 A%"-Isomerase (d—e und k—j)

Die aus 230 Aminosiuren bestehende A®’-Isomerase liegt in der Membran des
endoplasmatischen Reticulums (ER) und hat vier transmembranire Domanen®®. Sie
katalysiert die Isomerisierung der C-8/C-9-Doppelbindung zur C-7/C-8-
Doppelbindung. In tierischen Zellen kénnen verschiedene C-14-demethylierte Sterole
umgesetzt werden, Zymosterol (d) und Zymostenol (k) werden als Substrate

{44

bevorzugt**. Es gibt keine Hinweise darauf, dass die A®’-Isomerase einen Cofaktor

bendtigt. Wahrend der Reaktion entsteht durch Protonierung an C-9 ein HEI an C-8,
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das unter Verlust des 7B-Protons zu der Doppelbindung zwischen C-7 und C-8

reagiert.

Enz-AH

HO
d, k

Abbildung 1-20: A*'-Isomerase-katalysierte Reaktion

Die A%’-lsomerase ist auch der Rezeptor fir das anti-ischamische (Ischamie =
Durchblutungsausfall eines Gewebes) Medikament Emopamil (siehe Abb. 1-21),
weshalb man in der medizinischen Literatur oft die Abkirzung EBP (Emopamil
bindendes Protein) findet. Die Entwicklung spezifischer Inhibitoren der humanen A®7-
Isomerase ist aus drei Grinden schwierig. Erstens: Obwohl die humane und die
fungale A®’-Isomerase keine strukturelle Ahnlichkeit aufweisen, weisen sie dieselbe
Funktion mit &hnlichen Substraten auf®. Beispielsweise hemmt das Fungizid
Tridemorph (sieche Abb. 1-21) sowohl die humane als auch die fungale A%’-
Isomerase®. Zweitens treten bei den Reaktionen der A®’-lsomerase, der A'-
Reduktase, der OSC und der Sterol-A’-Reduktase rdumlich benachbarte HEIs (C-8
bzw. C-14 bzw. bzw. C-8, C-10, C-13 bzw. C-7, siehe Abb. 1-20) auf, weshalb AY
9944 (siehe Abb. 1-17), bei Mensch und Pilz, in héheren Konzentrationen die AB7-
Isomerase und die A'*-Reduktase und in geringen Konzentrationen die Sterol-A’-
Reduktase inhibiert. Drittens sind sehr viele A®’-Isomerase-Inhibitoren auch
Liganden des o-Rezeptors. Der 0-Rezeptor, der ebenfalls im ER lokalisiert ist, hat
keine strukturelle Homologie mit der human A®’-Isomerase, teilt aber 30 % seiner
Aminosauresequenz mit der fungalen A®’-Isomerase®. Er reguliert eine Reihe von

Signaltransduktionen. Medizinische Anwendung finden o-Rezeptor-Liganden unter
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anderem als Neuroleptika (Haloperidol), aber auch zur Behandlung von Tumoren*®.
Der o-Rezeptor Ligand SR31747A weist antitumorale Aktivitdt sowohl in vitro als

auch in vivo auf und ist auch ein Inhibitor der humanen und der fungalen A%’-

Isomerase*’*8
N o
" )
?12H24
CH,
Emopamil Tridemorph

o HC.-
| QMO(O X0

Haloperidol SR31747A

Abbildung 1-21: A*"-Isomerase-Inhibitoren und o-Rezeptor-Liganden

Die Entwicklung eines spezifischen Inhibitors der humanen A®’-Isomerase kénnte,
neben dem Einsatz als Lipidsenker, auch dazu beitragen die funktionalen
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen humaner und fungaler A®’-lsomerase

und dem o-Rezeptor aufzuklaren.

1.1.3.5 Sterol-A’-Desaturase (Lathosteroloxidase, (e—f und j—i))

Die Bildung der A°-Doppelbindung erfolgt ausgehend von einem A’-Sterol (e oder j).
Die Reaktion muss unter aeroben Bedingungen verlaufen und benétigt NADH oder
NADPH als Cofaktor. Das Enzym ist ein Multienzymkomplex bestehend aus
NAD(P)H-Cytochrom bs-Reduktase, Cytochrom bs und der eigentlichen A®-
Desaturase®®. Der Reaktionsmechanismus ist nicht endgiltig geklart, es wurde aber

von Rahier® folgender radikalischer Mechanismus postuliert:
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R R
—_—
HO H HO
HY & , HY
Enz-Fe=0 Enz-Fe-O-H
R
ji R=
> e,f R= :<
HO
f,i
Enz-Fe-O-H, Enz-Fe = Cytochrom by

Abbildung 1-22: Postulierter Mechanismus der Lathosteroloxidase-katalysierten Dehydrierung

Fur die humane Lathosteroloxidase sind nur wenige Inhibitoren bekannt. Ein
schwacher Inhibitor ist das Dithiothreitol°'. Bracher et al.”® synthetisierten die ersten

potenten Inhibitoren dieses Enzyms, Substratanaloga mit Amiden in der Seitenkette.

OH
A ~_-SH
HS™ Y
OH
HO :
H
Dithiothreitol Substratanaloges Seitenkettenamid

Abbildung 1-23: Inhibitoren der Lathosteroloxidase

1.1.3.6 Sterol-A’-Reduktase (7-Dehydrocholesterol-Reduktase, (f—g und
i—h))

Die Sterol-A’-Reduktase katalysiert die Reduktion der A’-Doppelbindung bei A®>’-
Sterolen. Die bevorzugten Substrate sind Cholesta-5,7,24-trien-33-ol (f) und 7-
Dehydrocholesterol (i). Als Cofaktor wird NADPH benétigt. Wahrend der Reaktion
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entsteht durch Protonierung an C-8 ein intermedidres mesomeriestabilisiertes
Allylkation (HEI) an Position C-7°°,

Enz-AH

f.,g R=

R .
NADPH N?DP* i,h R=

HO
g9, h

Abbildung 1-24: Reaktionsmechanismus der SteroI-A7-Reduktase-katalysierten Reduktion

Die Sterol-A’-Reduktase kommt in der Ergosterolbiosynthese nicht vor. Die Substanz
AY 9944 (Abb. 1-17) ist in niedrigen Konzentrationen ein Inhibitor der Sterol-A’-
Reduktase und in hoheren Konzentrationen inhibiert AY 9944 sowohl die A%’-

Isomerase als auch die A'*-Reduktase’?.

1.1.3.7 A**-Reduktase (z.B. g—h)

Die A%*-Reduktase ist ein spezifisches Enzym der Cholesterolbiosynthese. Das
Enzym katalysiert die Sattigung der C-24-C-25-Doppelbindung und weist eine
geringe Substratspezifizitat auf'®> (siehe Abb. 1-13). So kann jedes Sterol der
Cholesterolbiosynthese mit einer A?*-Doppelbindung von dem Enzym umgesetzt
werden. Als Cofaktor wird NADPH benétig. Bei der Reaktion entsteht durch
Protonierung an der C-24 Position ein HEI an C-25 (siehe Abb. 1-25).
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Enz-AH

NADPH NjDPl/[:::j::E;;:iiié;/\\”ﬂjr//
HO h

Abbildung 1-25: Reduktion von Desmosterol (g) zu Cholesterol (h)

A?2-Sterole wie Ergosterol und die Phytosterole Stigmasterol und Brassicasterol
hemmen die A%*-Reduktase kompetitiv mit der gleichen Affinitat wie das Substrat
Desmosterol (g). Das Desmosterol-Isomer 5,22-Cholestedien-33-ol weist eine etwa
um den Faktor 8 groBere Affinitait zum Enzym auf’*. Triparanol, sowie der
Multienzym-Inhibitor U18666A, hemmen die A**-Reduktase ebenfalls®®.

Cl

5,22-Cholestadien-3p-ol R=H Triparanol
Brassicasterol R = Methyl o
Stigmasterol R = Ethyl

\/N\/\ o

U18666A

Abbildung 1-26: Inhibitoren der A**-Reduktase
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1.1.4 Die Ergosterolbiosynthese

Im Post-Squalen-Abschnitt der Ergosterolbiosynthese wird ausgehend von Squalen
in zehn Reaktionsschritten Ergosterol (s) aufgebaut. Es treten mehrere
carbokationische High Energy Intermediates (HEls) auf. Die Ergosterolbiosynthese
wird hier ausgehend von Lanosterol (a) beschrieben, da der Pra-Squalen-Abschnitt
(siehe Abschnitt 1.1.1) und die vorgehenden zwei Schritte des Post-Squalen-
Abschnitts bereits (siehe Abschnitt 1.1.2) behandelt wurden. Die vorkommenden
Enzyme sind spezifisch, auch wenn Enzyme mit gleicher Funktion auch in der
Cholesterolbiosynthese vorkommen. Die ersten drei Reaktionsschritte (a bis d)

entsprechen dem Bloch-Weg der Cholesterolbiosynthese (siehe Abschnitt 1.2).

—_—
Sterol C-14-

A'-Reduktase
Demethylase =~ HO HO

HO

—_—
—_—

C-4-Demethylase- > C-24-Methyl-
Komplex HO H transferase HO

—_—
A87-|somerase

—_—
Sterol-A5-Desaturase

HO HO

_—
C-22-Desaturase Sterol-A24(28)-

Reduktase HO

HO

Abbildung 1-27: Prad-Squalen-Abschnitt der Ergosterolbiosynthese mit a) Lanosterol, b) 4,4-
Dimethylcholesta-8,14,24-trien-3p3-ol, c) 4,4-Dimethylcholesta-8,24-dien-33-0l, d) Zymosterol, 0)
Fecosterol, p) Episterol, q) Ergosta-5,7,24(28)-trien-3B-ol, r) 24(28)-Dehydroergosterol, s) Ergosterol
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Die drei Enzyme C-24-Methyltransferase (siehe 1.1.4.4), C-22-Desaturase (siehe
1.1.4.7) und A*@®.Reduktase (siche 1.1.4.8), die Seitenketten-Modifikationen
katalysieren, kommen in der Ergosterolbiosynthese, aber nicht in der
Cholesterolbiosynthese, vor.

1.1.4.1 Sterol-C-14-Demethylase (a—b)

Dieser Reaktionsschritt der Ergosterolbiosynthese verlduft analog zur
Cholesterolbiosynthese (siehe Abschnitt 1.1.3.1). Als Inhibitoren der fungalen Sterol-
C-14-Demethylase sind besonders die DMI (Demethylierung inhibierenden)-
Antimykotika, Azole wie Clotrimazol, Ketoconazol und Etaconazol (siehe Abb. 1-28),
zu nennen. Die DMIs sind die zahlenmalig die grote Klasse von Antimykotika am

Markt. Als strukturelle Gemeinsamkeit haben sie einen Imidazol- oder Triazol-Rest.

N cl =N cl
£ _ INeS/
0 N
<!I> <ii> O\/J\»/O N=/ 0" o
C' QL -
g N

Clotrimazol Ketoconazol Etaconazol
Abbildung 1-28: Inhibitoren der fungalen C-14 Demethylase: DMIs

Die DMls inhibieren die C-14-Demethylase, ein Cytochrom P 450-abhangiges
Enzym, indem das freie Elektronenpaar des meta-Stickstoffes des Imidazols oder

t°°. Das Problem bei

Triazols eine koordinative Bindung zum Ham-Eisenion ausbilde
den DMIs sind die haufig auftretenden Wechselwirkungen mit anderen oxidativ
metabolisierten Arzneistoffen, auf Grund von Interaktion mit Cytochrom P-Enzymen

in der Leber.

1.1.4.2 A'-Reduktase (b—c)

Dieser Reaktionsschritt der Ergosterolbiosynthese verlduft analog zur
Cholesterolbiosynthese (siehe Abschnitt 1.1.3.2). Die wichtigsten Inhibitoren der A'*-

Reduktase gehéren zu der chemischen Klasse der Morpholine. Diese hemmen
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neben der A'*-Reduktase auch die A®’-Isomerase. Das einzige in der Humanmedizin
eingesetzte Morpholin ist Amorolfin®”. Strukturverwandte Verbindungen wie z.B.

Fenpropidin (siehe Abb. 1-29) werden im Pflanzenschutz eingesetzt58.

Amorolfin Fenpropidin

Abbildung 1-29: Morpholine als A'*-Reduktase-Inhibitoren

1.1.4.3 C-4-Demethylase-Komplex (c—d)

Dieser Reaktionsschritt der Ergosterolbiosynthese verlduft analog zur
Cholesterolbiosynthese (siehe Abschnitt 1.1.3.3). Es gibt bis heute keine selektiven

Inhibitoren des fungalen C-4-Demethylase-Komplexes.

1.1.4.4 C-24-Methyltransferase (d—o0)

Der Methyldonor der Transferase ist S-Adenosylmethionin (SAM), der Akzeptor ist
Zymosterol (d). Es wird Fecosterol (o) gebildet. Durch die formale Addition eines
Methylkations an Position C-24 entsteht ein Carbokation (HEI) an C-25. Ein
Hydridshift von C-24 zu C-25 fuhrt zu einer Verlagerung der positiven Ladung an die
Position C-24. Die Eliminierung eines Protons der C-24-Methylgruppe fuhrt zum
Olefin'? (sieche Abb. 1-30).
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Abbildung 1-30: Reaktionsmechanismus der C-24-Methyltransferase-katalysierten Biosynthese

von Fecosterol (0)

Die Inhibitoren der C-24-Methyltransferase sind Sterole mit Heteroatomen (Stickstoff

oder Schwefel) an den Positionen der Carbokationen oder an benachbarten

|59

Positionen, wie z.B. 25-Aza-24,25-dihydrozymosterol® und das im Arbeitskreis

Bracher dargestellte 20-(Butylamino-methyl)-pregn-7-en-3-ol°°.

N
— H/\/\
HO HO

25-Aza-24,25-dihydrozymosterol 20-(Butylamino-methyl)-pregn-7-en-3-ol

Abbildung 1-31: Inhibitoren der fungalen C-24-Methyltransferase
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1.1.4.5 A%*"-Isomerase (0—p)

Dieser Reaktionsschritt der Ergosterolbiosynthese verlduft mechanistisch analog zur
Cholesterolbiosynthese (siehe Abschnitt 1.1.3.4). Das Substrat ist Fecosterol (o), das
Produkt Episterol (p). Anstelle des 7p3-Protons wird in der Ergosterolbiosynthese das
7a-Proton abstrahiert. Obwohl keine strukturelle Homologie zwischen humaner und
fungaler A®’-lsomerase besteht, konnten bislang keine spezifischen Inhibitoren
identifiziert werden. Als Inhibitoren der fungalen A®’-Isomerase sind nur die

unspezifischen Morpholine (z.B. Tridemorph, siehe Abb. 1-21) zu nennen.

1.1.4.6 Sterol-A>-Desaturase (p—q)

Das Substrat der fungalen Sterol-A°-Desaturase ist Episterol (p), das Produkt
Ergosta-5,7,24(28)-trien-3p3-ol (q). Der Reaktionsmechanismus ist nicht vollstdndig
aufgeklart. Da sich das Enzym nicht durch CO hemmen I&sst, wird vermutet, dass es
kein Eisen enthalt®’. Es gibt Hinweise, dass die Reaktion mit einer aeroben
Hydroxylierung an C-6 (oder C-5) beginnt, gefolgt von einer Dehydratisierung, bei
welcher die neu gebildete OH-Gruppe mit dem o-Wasserstoff von C-5 (oder C-6)

eliminiert wird'2.

Abbildung 1-32: Formale Reaktion der Sterol-A®-Desaturase mit Hydroxylierung an C-6

Damit ein Sterol in Pilzen als Wachstumspromotor wirken kann, benétigt es die

Doppelbindung in der Seitenkette (A%?), die A’-Doppelbindung, die Anwesenheit der
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C-240-Methylgruppe in der Seitenkette und die A°-Doppelbindung, die von der
Sterol-A>-Desaturase eingefiihrt wird®*®. Somit ist dieses Enzym ein interessantes
Ziel fur antimykotische Wirkstoffe. Die Azole sind auch Inhibitoren der Sterol-A°-
Desaturase, dies wurde am Beispiel des Etaconazols (siehe Abb. 1-28) erstmals

nachgewiesen®.

1.1.4.7 C-22-Desaturase (q—r)

Die C-22-Desaturase katalysiert die Bildung der Doppelbindung zwischen C-22 und
C-23. Uber den Mechanismus ist wenig bekannt. Die Doppelbindung ist E-

konfiguriert, die Wasserstoffe an C-22 und C-23 werden cis-eliminiert. Das Substrat
der C-22-Desaturase ist Ergosta-5,7,24(28)-trien-3p-ol (q), das Produkt 24(28)-

Dehydroergosterol (r).

22 pro-S H-Atom
23 pro-S H-Atom

)

HO r

Abbildung 1-33: Bildung der A22-Doppelbindung durch die C-22-Desaturase-katalysierte
Dehydrierung

Die C-22-Desaturase ist, wie die Sterol-C-14-Demethylase (siehe Abschnitt 1.1.3.1),
eine mikrosomale Cytochrom P 450-Monooxygenase®. Das begriindet die Tatsache,

dass Azole wie Ketoconazol (siehe Abb. 1-28) auch dieses Enzym hemmen®®.

1.1.4.8 A**@®®_Reduktase (r—s)

Die A%*?®_Reduktase ist das letzte Enzym der Ergosterolbiosynthese. Es katalysiert
die Reduktion der von der C-24-Methyltransferase an Position C-24/C-28
eingefihrten Doppelbindung. Es ist ein mikrosomales Enzym, das Substrat ist
24(28)-Dehydroergosterol (r), das Produkt ist Ergosterol (s). Als Cofaktor wird
NADPH benétigt. Durch Protonierung an C-28 entsteht wéhrend der Reaktion an C-
24 ein carbokationisches Intermediat. Durch NADPH wird Hydrid stereoselektiv in die

24B-Position des Sterols Uibertragen.
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NADPH NADP*

\_/

Abbildung 1-34: Mechanismus der A2%?®)-Reduktase-katalysierten Biosynthese von Ergosterol

Die A?*®®.Reduktase wird von HEI-Analoga wie 23-Azacholesterol®” und 22-

piperidin-2—y|—50c—pregnan—3B,22(S)—dioI68 (siehe Abb. 1-34) gehemmt.

23-Azacholesterol 22-piperidin-2-yl-5a-pregnan-3p,22(S)-diol

Abbildung 1-35: Inhibitoren der A%*?8)_Reduktase
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2 Themenstellung und Syntheseplanung

2.1 Themenstellung

Die Sterolbiosynthese ist ein vielseitiger Angriffspunkt fur Wirkstoffe gegen Mykosen,
Hypercholesterinamie, Protozoen und sogar Viren. Unter den zahlreichen Enzymen,
die in der Sterolbiosynthese benétigt werden, sind die Oxidosqualencyclasen ein
besonders vielversprechendes Target fir neue Wirkstoffe. Bei dem Einsatz von
OSC-Inhibitoren als Lipidsenker sind nicht die Nebenwirkungen auf die Leber
beschrieben, die bei Inhibitoren des Pra-Squalen-Abschnitts auftreten und auch nicht
die Akkumulation toxischer Sterole, die beim Einsatz von anderen Post-Squalen-
Inhibitoren nachgewiesen wurden. OSC-Inhibitoren haben als einzige, aber
gewichtige, Nebenwirkung die Induktion der Kataraktbildung, welche sich aber
moglicherweise durch strukturelle Anderungen der Inhibitoren umgehen lassen
kénnte. Der duale Mechanismus der Hemmung verstarkt die Wirksamkeit sowohl von
Inhibitoren der humanen als auch der fungalen OSC (siehe Abschnitt 1.1.2.2). Im
Arbeitskreis von Professor Bracher, in dem die vorliegende Arbeit entstand, liegt ein
Forschungsschwerpunkt auf der Entwicklung neuer Cholesterol- und
Ergosterolbiosynthese-Inhibitoren, speziell auf der Entwicklung neuer Inhibitoren der
OSC. Durch die vorhergegangenen Arbeiten von Salman® und Lange’ konnte
Grundmanns Keton als geeigneter Grundbaustein fir Inhibitoren der
Sterolbiosynthese identifiziert werden. Es weist eine definierte, den Sterolen analoge
Stereochemie der Ringe C und D und eine lipophile Seitenkette auf. Die lipophile
Seitenkette wurde durch die Arbeit von Daab’’ als essenziell fur die Aktivitit von

Steroidanaloga als Enzyminhibitoren herausgestellt.

Lanosterol Grundmanns Keton

Abbildung 2-1: Vergleich von Lanosterol und Grundmanns Keton
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Lange gelang es zwei Substanzklassen zu synthetisieren, die Aminoketone (pro-C-
10-HEI-Analoga) und die Amine (pro-C-4-HEI-Analoga) (siehe Abb. 2-2), die
Inhibitoren der fungalen OSC sind. Salman und Burbiel’? synthetisierten aus
Grundmanns Keton pro-C-8-HEI-Analoga, die aber als Inhibitoren der fungalen AB7-

Isomerase identifiziert wurden.

v

RN
R R
Aminoketone (pro-C-10-HEI-Analoga) Amine (pro C-4-HEI-Analoga) Azabicyclo[5.3.0]decane (pro-C-8-HEI-Analoga)
Lange Lange Salman, Burbiel

Abbildung 2-2: Verbindungen von Lange, Salman und Burbiel aus dem AK Bracher

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, aufbauend auf der Arbeit von Lange und
ausgehend von Grundmanns Keton, neue Verbindungen zu synthetisieren, die an
den Positionen pro-C-4 und/oder pro-C-7 und/oder pro-C-10 einen protonierbaren
Stickstoff tragen und, neben den Ringen C und D, auch die Ringe A und/oder B des

Sterolgrundgerusts imitieren.

R. -
N
H
NH
R

Abbildung 2-3: Allgemeine Strukturen der geplanten Verbindungen

Die Verbindungen sollten im Agar-Diffusionstest auf antimykotische und im MTT-Test
auf cytotoxische Aktivitat getestet werden und mittels GC-MS-Sterol-Analytik sollte im
Ergosterol- und Cholesterolbiosynthese-Assay das gehemmte Enzym genau

bestimmt werden.
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2.2 Syntheseplanung

Ausgehend von Grundmanns Keton sollte anfangs auf zwei unterschiedlichen

Synthesewegen versucht werden zu den geforderten Substanzen zu gelangen.

5§=R1,R2=H

6 =R1,R2=CH,
7=R1=H,R2=CH,
8=R1=CH; R2=H

Abbildung 2-4: Retrosynthese der angestrebten Verbindungen

Erstens sollte Uber den Silylenolether 13 das o-Brom-Keton 3 von Grundmanns
Keton (11) dargestellt werden. Dieses sollte in einer Sy-Reaktion gefolgt von einer

reduktiven Aminierung mit Ethylendiamin bzw. 2-(Aminomethyl)-piperidin zu den
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anellierten Piperazinen 1 und 2 umgesetzt werden. Zweitens sollten Uber
verschiedene Wege ausgehend von Grundmanns Keton (11) unterschiedlich
substituierte Pyridinringe anelliert werden. Diese sollten entweder eine acide, para-
standige Methylgruppe enthalten, die es erméglicht einen Tetracyclus, der alle Ringe
des Sterolgrundkérpers aufweist, aufzubauen oder partiell bzw. vollstandig hydriert

werden.

3 Synthesen

3.1 Grundmanns Keton — Die Vorstufe

Windaus und Grundmann waren bedeutende Naturstoffchemiker, die sich unter
anderem mit der Aufklarung der Strukturen von Vitaminen und deren Beziehung zu
den Sterolen befassten. Windaus erhielt 1928 fiir seine Arbeiten den Nobelpreis fur
Chemie”. Sie untersuchten unter anderem die Produkte des oxidativen Abbaus von
Vitamin D, (Ergocalciferol) und Vitamin D3 (Calciferol), die in der Literatur als
Windaus Keton (12) bzw. Grundmanns Keton (11) bezeichnet werden. Windaus

Keton (12) hat in der Seitenkette eine Doppelbindung, Grundmanns Keton (11) nicht.

Ergocalciferol Windaus Keton (12)

Calciferol Grundmanns Keton (11)

Abbildung 3-1: Ergocalciferol und Windaus Keton (12) und Calciferol und Grundmanns Keton
(11)
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Windaus und Grundmann spalteten hierzu die D-Vitamine oxidativ mit
Kaliumpermanganat”. In der moderneren Synthese wird zur Herstellung der Ketone
11 und 12 die Ozonolyse verwendet’®. Formal ist die Ozonolyse die Bildung einer
Carbonylfunktion aus einem Alken und Ozon. Mechanistisch erfolgt zuerst die
Bildung von Ozoniden, diese kann als Aufeinanderfolge von zwei [2+3]-
Cycloadditionen und einer Cycloreversionen beschrieben werden. Entscheidende
Zwischenprodukte sind die Primérozonide (1,2,3-Trioxolane), Sekundarozonoide

(1,2,4-Trioxolane) sowie Aldehyd- oder Ketonoxide, die alle eine kurze Lebensdauer

besitzen’®.
- R4___RS3 R4
© O—/R3 o-
o} | —= ——= R3.__R4 o~
\ it R2 -
0 Cycloaddition \ Cycloreversion \H/
. R17 TR2 0 *
R1 0 R17+ R2
Ozon Alken Primérozonid Carbonyloxid
R1 @) R3 O 0]
Cycloaddition R2>( >< R4 Hydrolyse )k + )J\
0—0 -H,0, R1 R2 R3” R4
Sekundéarozonid Ketone bzw. Aldehyde

Abbildung 3-2: Mechanismus der Ozonolyse

Um das Keton 11 zu erhalten wurde auf eine reduktive Aufarbeitung verzichtet und
die Reaktionsmischung lediglich hydrolysiert und mit Pentan extrahiert. Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgte mit Isohexan:Ethylacetat (98:2) als

Eluent. Es konnte eine fast quantitative Ausbeute von 97 % erreicht werden.

-35-



Synthesen

3.2 Versuche der Synthese der Piperazine

Die Versuche zur Synthese der Piperazinderivate 1 und 2 erfolgten ausgehend von
Grundmanns Keton (11) mittels kinetisch kontrollierter Silylierung, anschlieRender o-
Bromierung und Umsetzung mit den entsprechenden Diaminen. Im ersten Schritt
wurde Grundmanns Keton unter kinetischen Bedingungen in THF bei -78 T mit LDA
deprotoniert und mit Trimethylsilylchlorid (TMS-CI) bei Raumtemperatur zum

Silylenolether 13 umgesetzt’”:

LDA, THF,

H TMS-CI, RT, 12 h

-78 C, 2h
: )
© - 81.2% Osg”
4
Grundmanns Keton (11) kinetisches Enolat Silylenolether 13

Abbildung 3-3: Bildung des Silylenolethers 13

Der literaturbekannte Silylenolether 13 konnte mit einer Ausbeute von 81.2 %
dargestellt werden. Die o-Bromierung erfolgte mittels N-Bromsuccinimid (NBS) in
einem 1:1 THF/Wasser Gemisch in Anwesenheit von Natriumacetat. Es wird ein
Bromoniumion gebildet, das die Doppelbindung elektrophil angreift. So wird unter

Abspaltung von Trimethylsilanol das o-Bromketon 3 mit 56.4 % Ausbeute gebildet’.

13 3,56.4 %

Abbildung 3-4: Reaktion des Silylenolethers 13 zum a-Bromketon 3

Das entstandene a-Bromketon 3 wurde in Dioxan mit Ethylendiamin und NaBH,4

unter Stickstoffatmosphdre umgesetzt. Mechanistisch handelt es sich um zwei
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Reaktionen, eine N-Alkylierung und eine reduktive Aminierung. Bei vergleichbaren

Piperazinsynthesen wird postuliert, dass als Intermediat eine Schiff'sche Base
t'e.

entsteh

Abbildung 3-5: Bildung der Verbindung 2

Nach der Aufreinigung durch Extraktion und Waschen konnte im Rohprodukt mittels
Massenspektrometrie und HRMS das Diamin 2 nachgewiesen werden. Eine
vollstdndige Aufreinigung, sei es saulenchromatographisch, durch Ausféllen als
Hydrochlorid oder Umkristallisation, schlug fehl. Mittels GC-MS-Analytik konnte
festgestellt werden, dass das Rohprodukt aus vier Komponenten besteht; dem Edukt
11 (49.4 %), dem vermuteten Piperazin 2 (39.5 %) und zwei Verunreinigungen, die

nicht charakterisiert werden konnten (4.2 bzw. 6.9 %).

- N E
H H
o Dioxan, NaBH, NH

Abbildung 3-6: Bildung des Piperazins 1

Eine Umsetzung des a-Bromketons 3 mit 2-(Aminomethyl)piperidin zu dem Diamin 1
konnte mittels Massenspektrometrie nachgewiesen, das Produkt aber nicht

aufgereinigt werden. Es konnten somit trotz umfangreicher Bemihungen keine
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Piperazinderivate charakterisiert werden. Die Versuche mussten ohne Erfolg

eingestellt werden.

3.3 Pyridine und Piperidine

Ausgehend von Grundmanns Keton (11) wurden die anellierten Pyridine
erschlossen. Um zu den Produkten zugelangen wurden finf verschiedene Wege

beschritten.

3.3.1 Syntheseplanung Pyridine

Weg 1: In einer Lewissaure-katalysierten 1,4-Addition (Mukaiyama-Michael-Addition)
sollte der Silylenolether 13 an Methylvinylketon addiert werden’®. Das resultierende
Diketon 14 sollte mit Ammoniumacetat weiter zu dem ortho-methylierten Pyridin 15

umgesetzt werden.

15 14 13

Abbildung 3-7: Retrosynthese der Pyridinsynthese liber Weg 1

Weg 2: Grundmanns Keton (11) sollte mit Pyrrolidin zum Enamin 16 umgesetzt

werden, welches Uber eine Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf mit

1,2,3-Triazinen zum Pyridin 9 bzw. 15 umgesetzt werden sollte®*®",

9R=H 16 1
15R = CH,

Abbildung 3-8: Retrosynthese der Pyridinsynthese liber Weg 2
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Weg 3: Grundmanns Keton (11) sollte direkt mittels zwei Kondensationsschritten mit

verschiedenen B-Aminoketonen zu den entsprechenden Pyridinen 10, 21 und 22

umgesetzt werden 828384,

10R1,R2=H, R3=CH;, 1
21R1,R3=CH; R2=H
22 R1,R3=H,R2=CH,

Abbildung 3-9: Retrosynthese der Pyridinsynthese liber Weg 3

Weg 4: Ausgehend von Grundmanns Keton (11) sollte das Dimethylhydrazon 23
dargestellt werden. Aus Verbindung 23 sollte durch o-Deprotonierung und
Alkylierung mit 2-(2-Bromethyl)-1,3-dioxolan (BED) Verbindung 24 dargestelit

werden, welche durch Erhitzen in Essigsdaure zum Pyridin 9 umgesetzt werden sollte
85,86

Abbildung 3-10: Retrosynthese der Pyridinsynthese iliber Weg 4
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Weg 5: Grundmanns Keton (11) sollte zu den O-Allyloximen 27 und 28 umgesetzt

werden, aus denen durch Thermolyse die Pyridine 9 und 10 dargestellt werden
87,88

sollten

Abbildung 3-11: Retrosynthese der Pyridinsynthese liber Weg 5

3.3.2 Pyridin-Synthesen

Weg 1: Der Silylenolether 13 sollte in Dichlormethan in Anwesenheit von
Trimethylsilylchlorid (TMS-CI) unter Zinn(ll)chlorid-Katalyse” mit Methylvinylketon

zum Diketon 14 umgesetzt werden.

P

SnCl,, TMS-CI, CH,Cl,

-SiMe,Cl

13 14

Abbildung 3-12: Versuchte Umsetzung des Silylenolethers 13 zum Diketon 14

Es konnte mittels Dinnschichtchromatographie und Massenspektrometrie keine

Umsetzung detektiert werden.
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Weg 2: Grundmanns Keton (11) sollte mit Pyrrolidin zum Enamin 16 umgesetzt

werden. Diese Umsetzung wurde auf zwei Arten versucht.

Lésungsmittel | wasserentfernendes Agens | Katalysator

Bedingungen 1%° | Toluol Molekularsieb 4A p-TsOH

Bedingungen 2 | Acetonitril HC(OMe); Sc(OTf);

Tabelle 3-1: Zur Enanimbildung verwendete Bedingungen

H Pyrrolidin

1" 16

Abbildung 3-13: Enaminbildung gefolgt von einer Diels-Alder-Reaktion

Bei beiden Bedingungen konnte mittels Dunnschichtchromatographie und

Massenspektrometrie keine Umsetzung zur Verbindung 16 detektiert werden.

Weg 3: Bei diesem Syntheseweg wurde versucht die B-Aminoketone 18 und 19 und
den B-Aminoaldehyd 20 mit Grundmanns Keton (11) zu den entsprechenden

Pyridinen 10, 21 und 22 umzusetzen.

R3 |
18, 19, 20
(o) (0] NH, _N
e
R3 R1
R1
R2
11 10 R1,R2=H, R3 =CH,

21R1,R3=CH;,R2=H
22 R1,R3=H, R2=CHj,

Abbildung 3-14: Reaktionsmechanismus der Bildung von Pyridinen aus Acroleinderivaten
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Zur Synthese des Eduktes 18 wurden Aceton und Ethylformiat nach
Literaturbedingungen zur bekannten Verbindung 17 umgesetzt™®'. Anstelle von
Natriumethanolat wurde Kalium-tert.-butanolat als Base eingesetzt. Die
anschlieBende Umsetzung zum literaturbekannten 4-Amino-but-3-en-2-on (18)

schlug wider Erwarten fehl.

0] KOtBu,Et,0 0 NH,CI, EtOH 0
)J\ + 12 h, RT /lv 12 h, RT _ )J\/\
N - A > Pz
0707 730% 0 . NH,
17 18

Abbildung 3-15: Synthese von Verbindung 17 und versuchte Umsetzung zu Amino-but-3-en-2-
on (18)

Somit konnte auf diese Weise das para-substituierte Pyridin 10 nicht synthetisiert

werden.

Das Edukt 19 wurde durch Aminolyse von 3-Ethoxymethacrolein nach

Literaturbedingungen®? synthetisiert.

NH,-Lsg, O
quantitative Ausbeute
Oﬁ/\ O/\ > H )H/\ N H2

19

Abbildung 3-16: Bildung von 2-Methyl-3-aminoacrolein

Das Edukt 4-Amino-3-penten-2-on (20) konnte gekauft werden. Das
Aminoacroleinderivat 19 und das B-Aminoketon 20 wurden unter Einwirkung von
Mikrowellenstrahlung mit Grundmanns Keton (11) umgesetzt. Die Reaktionen

wurden unter folgenden an die Literatur angelehnten Bedingungen durchgefihrt.

Lésungsmittel | Hilfsstoff Reaktionszeit | Produkt | Ausbeute
Eisessig - 4 h 21 -
Eisessig - 2h 22 8.7 %
Triethylamin | Piperidiniumacetat | 6 min 22 9.0 %

Tabelle 3-2: Reaktionsbedingungen Weg 3
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Abbildung 3-17: Uber Weg 3 gebildetes Produkt 22

Es konnte erstmals das meta-substituierte Pyridin 22 synthetisiert werden. Es gelang
auf diese Weise nicht eine Methylgruppe in para-Position (Pyridine 10 und 21)
einzufuhren. Diese ist CH-acide und hétte Gber eine Reihe von Schritten den Aufbau

eines A-Rings ermdéglichen sollen.

Weg 4: Es wurde Grundmanns Keton (11) mit N,N-Dimethylhydrazin in Ethanol unter
Mikrowellenbedingungen zu dem Hydrazon 23 kondensiert. Dieses wurde mit LDA
zum kinetischen Enolat deprotoniert und mit 2-(2-Bromethyl)-1,3-dioxolan (BED) zu

Verbindung 24 umgesetzt.

/
H,N—N
\ 1. LDA, THF

EtOH, MW 4h Rickfluss 2. BED
e} 46.6 % ~_ _N 39.4 %
T N
1" 23 24

Abbildung 3-18: Weg 4: Darstellung von Verbindung 24

Verbindung 24 wurde in Essigsdure unter Mikrowellenbedingungen zu dem

unsubstituierten Pyridin 9 umgesetzt. Durch die Saure wird das Acetal gespalten und
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es kann ein nukleophiler Angriff des freien Elektonenpaars des Stickstoffs stattfinden.

Unter Kondensation und Abspaltung von Dimethylamin entsteht das Produkt 9.

24 9,29.8%

Abbildung 3-19: Bildung des Pyridins 9
Auf diese Weise konnte erstmals das unsubstituierte Pyridin 9 hergestellt werden.
Weg 5: Grundmanns Keton (11) wurde mit O-Allylhydroxylamin (25, R = H) bzw. O-

Crotylhydroxylamin (26, R = CHj3) in Ethanol in Anwesenheit von Na,CO3 zu den O-
Allyloximen 28 und 29 umgesetzt.

EtOH, Na,CO,
NaOAc, 6h Ruckfluss

f 28R=H,82.3%
11 29 R=CH,, 76.0 %

Abbildung 3-20: Synthetisierte O-Allyloxime 28 und 29

O-Allylhydroxylamin (25) ist k&uflich erwerblich. O-Crotylhydroxylamin (26) wurde
Uber eine Gabriel-Synthese mit Abspaltung durch Hydrazin®® synthetisiert.
Crotylchlorid wurde in DMSO mit N-Hydroxyphthalimid in Anwesenheit von
Kaliumcarbonat zu dem N-Crotyloxyphthalimid (27) umgesetzt. Durch Hydrazinolyse
entsteht das literaturbekannte®” Edukt 26.
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0 o NN 0
DMSO EtOH, Hydrazinhydrat 0 .
K,CO,, 5d 2 h Ruckfluss e Y
N—OH —==2°= » N—O0 “———— HN~
0,
97.0 % \_\\;71-7 % *HCl
(0] (0]
27 26

Abbildung 3-21: Bildung von O-Crotylhydroxylamin (26)

Es wurde unter verschiedenen Bedingungen versucht, das O-Allyloxim 28 zum

Pyridin 9 umzusetzen:

Bedingungen Ldésungsmittel | Temperatur | Reaktionszeit | Ausbeute
1 (geschlossen®®) - 180 T 70 h -

2 (offen™) H,O/DMSO | 100 T 4 h -

3 (offen) Benzol Ruckfluss 50 h -

4 (offen) Naphthalin Ruckfluss 20 h -

5 (geschlossen) Benzol 200 C 20 h -

6 (MW, geschlossen) | - 200 C 25 min 21.3 %
7 (MW, geschlossen) | - 220 C 5 min 28.2%
8 (MW, geschlossen) | - 150 C 45 min -

9 (MW, geschlossen) | - 150 C 4 h -

10 (MW, geschlossen) | - 220 C 3 min 27.2%
11 (MW, geschlossen) | - 220 C 6 min 231 %
12 (MW, offen) DMSO Ruckfluss 1h -

Tabelle 3-3: Reaktionsbedingungen zur Synthese des Pyridins 9

Tabelle 3-3 =zeigt, dass die Reaktion ausschlieRlich unter thermolytischen
Bedingungen mit Mikrowelleneinstrahlung ablauft. Die beste Ausbeute (28.2 %)
konnte mit den Bedingungen 7 erreicht werden. Es muss mindestens eine
Temperatur von 200 T erreicht werden, um die Reaktion zu erméglichen. Die hohen
Temperaturen unter Mikrowellenstrahlung fuhren zwar zur Bildung des gewiinschten
Pyridins 9, aber auch zu einer nennenswerten Zersetzung des Edukts unter Bildung

nicht identifizierbarer Nebenprodukte. Mechanistisch handelt es sich bei dieser
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Reaktion laut Literatur®” um eine [2,3]-sigmatrope Umlagerung, gefolgt von einer

elektrocyclischen Reaktion, die zur Bildung des Pyridinringes 9 fuhrt.

[2,3]-sigmatrope
Umlagerung

Abbildung 3-22: Bildung des Pyridins 9

Ein analoger Ringschluss der Verbindung 29 sollte zu dem Pyridin 10 mit
Methylgruppe in 4-Position fihren. Durch die Auswertung der spektroskopischen
Daten wurde entdeckt, dass wider Erwarten das ortho-methylierte Pyridin 15
entstanden ist. Im 'H-NMR-Spektrum des entstandenen Pyridins ist das
charakteristische Signal des ortho-standigen Protons des Pyridinrings bei etwa 8.59
ppm® (Verschiebungen fir Pyridin) nicht vorhanden, dafiir aber das Signal eines
para-standigen Protons bei 7.22 ppm (vgl. Literatur: 7.75 ppm) und eines meta-
stéandigen Protons bei 6.84 ppm (vgl. Literatur: 7.38 ppm). Es kann vermutet werden,
dass die Methylgruppe im Edukt 26 in pro-para-Position ist, da im "H-NMR-Spektrum
die chemische Verschiebung der Methylengruppe bei 4.46 ppm liegt. Wirde es sich

um eine terminale, olefinische CHy-Gruppe handeln, wirde eine signifikante
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Tieffeldverschiebung auftreten (vgl. Methinprotonen in Verbindung 26: 5.88 bzw. 5.56
ppm). Anhand des Aufspaltungsmusters kann nicht argumentiert werden, da beide
mdglichen Verbindungen die gleiche Aufspaltung aufweisen (siehe Abb. 3-23).

o dt d dq dt
NS 0]
H N/ \/\/ - \
2 d dq H2N d
d
Methylgruppe in pro-para-Position Methylgruppe in pro-ortho-Position

Abbildung 3-23: Mégliche Strukturen fiir Verbindung 26 mit 1H-NMR-AufspaItungen

Auch in den NMR-Daten der direkten Synthesevorstufe 29 erscheint die
Methylgruppe wieder bei 4.45 ppm und die Signale der Methinprotonen finden sich
im deutlich tieffeldverschoben Bereich bei 5.72 bzw. 5.66 ppm. Es kann davon
ausgegangen werden, dass auch hier die Methylgruppe noch in der pro-para-
Position ist, und dass erst wdhrend der Thermolyse eine in der Literatur
beschriebene®®® Allyl-Umlagerung stattfindet, so dass das Pyridin 15 mit der
Methylgruppe in ortho-Position entstand.

-

MW, 5 min

o e

Allyl-Umlagerung
| 29

Abbildung 3-24: Bildung des Pyridins 15 aus dem O-Crotyloxim 29

15,21.3 %

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass Uber drei der funf getesteten Wege
anellierte Pyridine (9, 15, 22) synthetisiert werden konnten. Das unsubstituierte
Pyridin 9 l&sst sich Gber die Wege 4 und 5 darstellen. Das in meta-Position

methylierte Pyridin 22 ist Uber Weg 3 zuganglich und das ortho-methylierte Pyridin 15
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konnte Uber Weg 5 erschlossen werden. Das para-methylierte Pyridin 10 konnte

nicht dargestellt werden.

3.3.3 Versuche zur Synthese der Piperidine

Nach Bildung des Pyridinringes sollte der Pyridinstickstoff quarterniert®® werden und
das gebildete Pyridiniumsalz 30 partiell® und anschlieRend vollstandig® hydriert

werden bzw. der Pyridinring in 9 gleich in einem Schritt vollstandig hydriert werden®®.

5R = CH, 9
8R=H

Abbildung 3-25: Retrosynthese der geplanten Reduktionen

Um das Pyridin 9 in das korrespondierende Tetrahydropyridin 31 umsetzen zu
kénnen, wurde zuerst das Pyridin 9 in Aceton mit Methyliodid zu dem Pyridiniumsalz

30 umgesetzt.

Aceton, Mel,
16 h RT

—_—

53.4 %

Abbildung 3-26: Darstellung des Pyridiniumsalzes 30

Durch seine sich vom Pyridin unterscheidende Ladungsverteilung, wird ein
Pyridiniumsalz durch Natriumborhydrid nicht vollsténdig reduziert, sondern zum
Tetrahydropyridin umgesetztmo. Initialisierend ist ein Hydridtransfer vom NaBH, auf
einen ortho-Kohlenstoff des Pyridiniumrings (Iminium-Partialstruktur). Das gebildete

Enaminsystem wird durch ein protisches Ldsungsmittel (hier Ethanol) zu einem
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Iminiumion protoniert. Abschlie®end wird erneut von NaBH,4 ein Hydridion addiert, es
entsteht das Tetrahydropyridin  mit einer Doppelbindung zwischen der

héchstsubstituierten meta- und der para-Position.

XN R N R X R SN R
| +_J) _NaBH, | ROH ¢ NaBH,
I | I |
I I

Pyridiniumsalz Enamin Iminiumion Tetrahydropyridin

Abbildung 3-27: Allgemeiner Mechanismus der partiellen Reduktion eines Pyridiniumsalzes

Der zweite Reduktionschritt wurde als katalytische Hydrierung in CHyCl, mit

Palladium auf Aktivkohle versucht.

NaBH,, EtOH PdIC, H,, CH,CI,

- 0C->RT,24h ™ RT, 24 h

30 31, 81,25 % (GC) 8,27,5% (GC)

Abbildung 3-28: Reduktion der Verbindung 29 in zwei Schritten

Die Reduktion in zwei Schritten konnte mittels GC-MS nachgewiesen werden, die
Produkte 31 und 8 konnten aber trotz zahlreicher Aufreinigungsversuche nicht in

Reinform isoliert werden.

Zur alternativen vollstandigen Hydrierung des Pyridinrings in 9 in einem Schritt

wurden folgende Bedingungen getestet:

Katalysator | L&sungsmittel
Rh/Al,O3 MeOH
Raney-Nickel | EtOH

Pd/C CHCl;

Tabelle 3-4: Zur Hydrierung der Verbindung 9 getestete Bedingungen
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Abbildung 3-29: Versuch der Hydrierung des Pyridins 9

Es konnte mittels DC keine Umsetzung zum gewinschten Produkt 5 detektiert

werden. Die Versuche der Darstellung von Piperidinen wurden daher eingestellt.

3.4 Acetale, N,O-Acetale und Aminale

Da mittels der zuvor vorgestellten Maoglichkeiten keine protonierbaren sp3-
hybridisierten Stickstoffatome in die nach Sterolnomenklatur Positionen 7 oder 10
eingefuhrt werden konnten, sollte mittels Spiroverbindungen versucht werden
protonierbare Stickstoffatome in Positionen einzufiihren, die den Ringpositionen 4
und/oder 7 von Sterolen nahekommen. Es sollten Acetale mit basischen
Seitenketten, N,O-Acetale und Aminale evtl. auch mit basischen Seitenketten
dargestellt werden (siehe Abb. 1-30).

@f O @f @f
Acetale mit basischen Seitenketten N,O-Acetale Aminale

Abbildung 3-30: Allgemeine Strukturen der angestrebten Spiroverbindungen

3.4.1 Acetale
Nach dem Vorbild des Ketoconazols (siehe Abb. 1-28) sollten fiinfgliedrige Acetale

mit basischer Seitenkette ausgehend von Grundmanns Keton (11) synthetisiert
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werden. Dazu wurden zuerst verschiedene Reaktionsbedingungen am Bespiel des

unsubstituierten Dioxolans getestet.

11 32

Abbildung 3-31: Bildung des Dioxolans 32

Bed. | L6sungs- Wasserentfernung | Katalysator | Temperatur | Zeit | Ausbeute
mittel durch (Menge)
1107 |- - l, (5 mol%) | RT 16 |-
h
2% | Benzol Wasserabscheider | TsOH Ruckfluss 5h |41.3%
(0.3 eq)
3 Acetonitril | MgSO./ Sc(OTf)3 RT 12 |-
HC(OMe); (2 mol%) h
4 Acetonitril | MgSO,/ Sc(OTf)3 Ruckfluss 4h |-
HC(OMe); (2 mol%)

5 Acetonitril | HC(OMe)s und Sc(OTf)3 Ruckfluss 4h |45.5%

Wasserabscheider | (1 mol%)

6" | CH.Cl, Wasserabscheider | Sc(OTf); | Ruckfluss 6h |-
(2 mol%)
7 Acetonitril | MgSOq4 Sc(OTf)3 Ruckfluss 2h |-
(3 mol%) (MW)
8 Acetonitril | HC(OMe)s Sc(OTf)3 Ruckfluss 2h | 56.7 %

(6 mol%) (MW)

Tabelle 3-5: Angewandte Methoden zur Synthese von Verbindung 32

Die besten Ausbeuten konnten mit den Bedingungen 8 erreicht werden, die in
Anlehnung an die Literatur'® entwickelt wurden. Als Katalysator wird die Lewissaure

Scandiumtriflat verwendet. Lewissduren wie BF3*Et,O fanden schon friher
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Anwendung als Katalysatoren bei Acetalisierungen1°5. Scandiumtriflat wurde 1995

vom Fukayawa und Hiyama'®®

als effizienter Katalysator zur Darstellung chiraler
Acetale beschrieben. Es ist neben Lutetiumtriflat der effizienteste Katalysator unter
den Lanthaniod(lltriflaten. Der Vorteil von Lewissaure-katalysierten Acetalisierungen

ist, dass die Reaktion unter milden, aprotischen Bedingungen ablauft.

Es wurde versucht die entwickelte Methode auf die Synthese von Acetalen mit
basischen Seitenketten zu Ubertragen. Es konnte auf diesem Wege jedoch keines

der gewlnschten Acetale 33-37 dargestellt werden.

Substanz | Rest R =
-nummer
R 33
— < NH,
: A F:OHC(OI\aH) H
cetonitril, e),;,
o Sc(OTf), 6 mol% 3// o O 34 N
MW, Rackfluss 2 h// >—/ H
R
35 SN
1 33, 34, 35, 36, 37 |
36 SN
Abbildung 3-32: Allgemeine Reaktion von Grundmanns Keton Q
(11) mit Diolen mit basischer Seitenkette R
37 /\N/ﬁ
Des Weiteren wurde versucht Grundmanns Keton (11) mit K/O

Diolen mit anderen als basischen Seitenketten zu den
Acetalen 38-40 umzusetzen. Durch Umsetzung mit Glycerol konnte das
Hydroxymethyldioxolan 39 in 93 % Ausbeute erhalten werden, die Acetalbildung mit

Glycerinaldehyd gelang hingegen nicht.

Rest R = | Substanz- | Ausbeute
nummer

! Diol X

5 Acetonitril, HC(OMe), , H O 38 -
o H  scoTh), 6 mol% O O )J\

MW, Riickfluss 2 h >—/ H
R 0,

11 38, 39

Abbildung 3-33: Versuche zur Umsetzung mit nicht basischen Diolen
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Ebenso wenig gelang eine Umsetzung von 11 mit Milchsdure zum 4-Oxodioxolan 40.

- & W

e} Acetonitril, HC( OMe)3
Sc(OTf); 6 mol%

MW, Riickfluss 2 h // o

1 40

Abbildung 3-34: Versuch zur Umsetzung von 11 mit Milchsaure

Die neu in das Molekil eingefuhrte Aldehydgruppe der Verbindung 38 hatte dann
mittels reduktiver Aminierung zu einem Amin umgesetzt werden sollen. Durch diese
indirekte Vorgehensweise sollten die Probleme bei der direkten Bildung von

basischen Acetalen umgangen werden.

Das Acetal 39 besitzt eine priméare Hydroxyfunktion. Diese sollte auf zwei Wegen zu
einem Acetal mit basischer Seitenkette umgesetzt werden. Erstens durch
Veresterung mit Sdurechloriden von Aminocarbonsé&uren. Die Veresterung wurde auf
je zwei Weisen mit drei unterschiedlichen S&urechloriden versucht, erstens in
trockenem Pyridin'® bei Raumtemperatur und zweitens mit 1-Methylimidaziol,
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TMEDA) und K,COs in Acetonitril'® bei
Raumtemperatur. Bei keiner der beiden Methoden entstand das gewinschte
Produkt.

Substanz- | Rest R =

nummer

41 NH,

Séurechlorid, Pyridin ’H
o o Ler Q" "o

Saurechlorid,
\)_/ TMEDA, K,CO4
HO Acetonitril,

1-Methylimidazol /// R
7/ o—( 42
@)

SN
|
39 41, 42,43 43 /\EH)

Abbildung 3-35: Allgemeine Reaktion von Acetal 41 zu Estern
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Als zweite Mdglichkeit zur Funktionalisierung des Acetals 39 wurde die Oxidation der
Hydroxygruppe zum Aldehyd 38 und anschlielRende reduktive Aminierung versucht.
Eine Collins-Reaktion' in CH,Cl, mit Pyridiniumchlorochromat (PCC) schlug jedoch
fehl.

PCC,

0" "o CHCl, éf 07 >0 reduktive Aminierung o7 >
HO o= /N
R
39 38

Abbildung 3-36: Versuchte Collins-Oxidation von Acetal 40

Bei Auswertung des ">C-NMR-Spektrums fiel auf, dass es bei dem Acetal 39 einen
vielfachen Signalsatz gab, was auf Stereoisomere hindeutete. Das Molekul besitzt
zwei neugebildete chirale Zentren und das Stereozentrum an C-3a‘, das zur
Epimerisierung neigt''® (siehe Abbildung 3-36). Es sind also acht Stereoisomere (2")
denkbar. Mittels GC-MS konnte nachgewiesen werden, dass ein komplexes Gemisch
von bis zu sieben Stereoisomeren gebildet wurde. Aus diesem Grund wurden keine

weiteren Experimente mit dem Acetal 39 durchgefuhrt.

Um die Bildung von weiteren Stereocisomeren zu vermeiden, wurde nun versucht
sechsgliedrige Acetale (1,3-Dioxane), die eine hdhere Symmetrie als Dioxolane
aufweisen, darzustellen. Hierzu wurde Grundmanns Keton (11) nach der zuvor
entwickelten Methode mit 2-Methylen-1,3-propandiol zum Acetal 44 umgesetzt,
welches anschlieRend in CH,Cl, einer Ozonolyse unterzogen wurde'"". Es entstand
das Keton 45. Dieses Produkt kdnnte theoretisch auch durch direkte Acetalisierung
von 11 mit 1,3-Dihydroxyaceton dargestellt werden. 1,3-Dihydroxyaceton dimerisiert
aber und ist nur als Dimer kauflich. In wassriger Lésung zerféllt das Dimer zwar zum
Monomer''?, wassrige Bedingungen eignen sich aber nicht zur Acetalisierung. Aus

diesem Grund musste der Umweg Uber die Verbindung 44 eingeschlagen werden.
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HO w w
Acetonitril, HC(OMe),

o) Sc(OTf), 6 mol% s, CH,Cl,
MW, Riickfluss 2 h 78‘C 10 min
37,0 % 24,8 %
0]
1 44 45

Abbildung 3-37: Darstellung der Verbindungen 44 und 45

Das Keton 45 sollte anschlielend mittels reduktiver Aminierung zu sechsgliedrigen

Acetalen mit basischen Seitenketten umgesetzt werden.

OHH J NaBH, //// o gt

45 46 - 49

Abbildung 3-38: Versuche zur reduktiven Aminierung des Ketons 45

Da die Acetale sehr sdaurelabil sind, konnte keine der Standardmethoden, die
Saurekatalyse erfordern, benutzt werden. Stattdessen wurde die reduktive
Aminierung mit Molsieb'™, ohne Hilfsstoff''* bzw. mit Magnesiumperchlorat'’® als
Katalysator versucht. Als Reduktionsmittel wurde NaBH4 verwendet. Bei keiner der

Umsetzungen konnte ein Produkt erhalten werden.

Angestrebtes | Amin Ldésungsmittel | Temperatur | Zeit Zusatz

Produkt

46 | Dioxan 110 C 2h Mg(CIO 4)2
AN,
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Angestrebtes | Amin Lésungsmittel | Temperatur | Zeit | Zusatz

Produkt

46 | iso-Propanol | RT 12 h | Molsieb

47 NH4OAc iso-Propanol | RT 12 h | Molsieb
3A

48 MeOH RT 48 h | -
O

49 N MeOH 60 T 12h |-

Tabelle 3-6: Zur reduktiven Aminierung von Verbindung 45 verwendete Bedingungen

In einem weiteren Versuch wurde Grundmanns Keton (11) auch nach der zuvor
entwickelten Methode unter Scandium(lll)triflat-Katalyse mit 2-Amino-1,3-propandiol
bzw. Tris(hydroxymethyl)Jaminomethan (TRIS) umgesetzt. TRIS ist eine k&uflich
erwerbliche Chemikalie. In einer Henry-Reaktion wird basenkatalysiert aus

Nitromethan und Formaldehyd im Verhéltnis 1:3 das Nitroderivat dargestellt und

anschlieRend zu TRIS reduziert.

Ho S o w w
NH = =
c(OTf), 75 d" OH

S

0]

oder HN
Ho\)_/

NH, 50a 50b
[ H
o~ g’ HN o
% - \)_/
HO
H,N OH
51a 51b

Abbildung 3-39: Versuche zur Synthese von aminosubstituierten 1,3-Dioxanen
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Es konnte in beiden Fallen mittels DC keine Umsetzung detektiert werden. Weder die
Sechsringacetale 50a/51a noch die denkbaren isomeren N,O-Acetale 50b/51b waren
zu detektieren. Auch in der Literatur sind keine vergleichbaren Reaktionen
beschrieben. Da die vorherigen Versuche mit den funfgliedrigen Acetalen gezeigt
hatten, dass sich andere Diole mit basischen Seitenketten ebenfalls nicht zu den
Acetalen umsetzen lassen, lasst sich vermuten, dass das Misslingen der Versuche
am Mechanismus der Acetalbildung und der basischen Eigenschaft der
Substituenten liegt. Die Acetalbildung verlauft sdurekatalysiert. Es ist denkbar, dass
die benétigte Saure bevorzugt mit den Aminen reagiert und deshalb keine
Acetalbildung mehr katalysiert wird. Um dies zu Uberprifen wurde eine Acetalbildung
mit einem Uberschuss an Séure (getestet: para- Toluolsulfonsdure) versucht. Aber
auch hier konnte mittels DC keine Umsetzung detektiert werden. Um mdglicherweise
stérende basische Eigenschaften des Aminosubstituenten zu eliminieren wurde 2-
Amino-1,3-propandiol nach Literatur''® mit Benzylchloroformiat Cbz-geschitzt. Aber
auch mit verminderter Basizitdt konnte unter Scandium(lll)triflat-Katalyse keine

Umsetzung zum Acetal 53 detektiert werden.

HO OH
11, Acetonitril,
HO/\/\OH Cbz-Cl, EtOH, OY NH  ficome),,
NH NEt, Sc(OTf); 6 mol%
2 51.5% MW,

Ruckfluss, 2 h

52 53

Abbildung 3-40: Einfiihrung der Cbz-Schutzgruppe und Versuch zur Acetalbildung

Ein weiterer stickstoffhaltiger, nicht basischer Baustein fur die Acetalbildung ist das
kdufliche und preisgunstige Tris(hydroxymethyl)nitromethan, ein TRIS-Derivat, das
wie TRIS aus Nitromethan und Formaldehyd, nur ohne abschlielRenden

Reduktionsschritt, hergestellt wird.
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OH
Acetonitril, HC(OMe), ,
Sc(OTf); 6 mol%

0O
i ] y
MW, Rickfluss, 2 h
43.5 %
HO NO

1" 54

Abbildung 3-41: Umsetzung von Grundmanns Keton (11) zum Acetal 54

Zur Bildung des 5-Hydroxymethyl-5-nitro-1,3-dioxans 54 wurden neben der in dieser
Arbeit etablierten Routine in Acetonitril unter Scandium(lltriflat-Katalyse drei weitere
Methoden zur Acetalbildung getestet. So konnte neben Scandium(lll)triflat
Tetrabutylammonium-tribromid (NBu4Brs)'"" als anderer, wesentlich gunstigerer
Katalysator zur Acetalbildung eingefuhrt werden. Dieser Katalysator erlaubt mildere
Reaktionsbedingungen, also Raumtemperatur und erfordert kein Lésungsmittel. Die
Ausbeute ist allerdings um etwa ein Funftel niedriger als bei der etablierten Routine

(R) mit Scandium(lltriflat und Trimethylorthoformiat in Acetonitril.

Bed. | L6sungs- Wasserentfernung | Katalysator | Temperatur | Zeit | Ausbeute
mittel durch

R Acetonitril HC(OMe); Sc(OTf)3 Ruckfluss 2h | 43.5%
(MW)

1 - HC(OEt); NBu4Brs; RT 2d |34.5%

2 - HC(OEt)s NBu4Br; Ruackfluss 2h |-
(MW)

3 Acetonitril HC(OEt); NBu4Br; Ruckfluss 2h (24.5%
(MW)

Tabelle 3-7: Zur

Bedingungen

Darstellung von 5-Hydroxymethyl-5-nitro-1,3-dioxalan 54 verwendete

Die Acetalbildung von Ketonen mit Tris(hydroxymethyl)nitromethan st
literaturbekannt und die gebildeten Acetale weisen besondere Eigenschaften auf''®.

Es bildet sich eine Wasserstoffbriicke zwischen der Hydroxymethylgruppe und der
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Nitrogruppe, die die Eigenschaften der Hydroxygruppe stark veréandert. Es wurde

postuliert, dass das Acetal in einer Struktur ohne freie Hydroxygruppe vorliegt.

Abbildung 3-42: Postulierte Wasserstoffbriicke beim 5-(Hydroxymethyl)-5-nitro-1,3-dioxan 54

Diese Hypothese wird gestitzt durch die Beobachtungen an analogen Verbindungen,
so kann die Hydroxyfunktion nicht mit Dimethylsulfat methyliert oder mit
Kaliumpermanganat im basischen Medium oder mit Wasserstoffperoxid oxidiert
werden. Des Weiteren wurde publiziert, dass eine Umsetzung von
Bis(hydroxymethyl)nitromethan  zu  Acetalen nicht  mdoglich ist. Die
Hydroxymethylgruppe kann im Acetal jedoch mit Alkalimetallbasen (z.B. NaOH oder

9 Eine weitere

KOH) unter Bildung eines 5-Nitro-1,3-dioxans entfernt werden
Eigenschaft der Hydroxymethylgruppe ist, dass sie mit Aminen in der Hitze
substituierbar ist. Auf diese Weise konnten ausgehend von 55 zahlreiche Amine

synthetisiert werden (siehe Tabelle 3-7).

54 55 - 68

Abbildung 3-43: Allgemeine Reaktion des Acetals 54 zu Aminen 55 - 68
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Amin R1-NH-R2 Substanznummer Ausbeute
H>NCH3; 55 31.5%
HN(CHj3), 56 23.0 %
| 57 21.0 %
%N/\\/N\
| 58 274 %
H
/\ 59 38.8 %
HN N—
__/
/ 60 27.8 %
HN 0
H2N—\_ C> 61 21.4 %
N
H,N 62 26.1 %
2 _\—NG
H,N i N\ 63 51.7 %
64 26.2 %
O
\ 65 25.9 %
-
D
_H 66 32.3%
D
CF, 67 21.2 %
HN N
\__/
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Amin R1-NH-R2 Substanznummer Ausbeute
_H 68 28.9 %

0

Tabelle 3-8: Ubersicht der synthetisierten Amine

Da zuerst ausschliel3lich Verbindungen mit einer tertidren distalen Aminogruppe, die
der Position C-4/C-5 der Sterole nahe kommt, dargestellt wurden, sollten in Hinsicht
auf die Untersuchung von Struktur-Aktivitdts-Beziehungen (siehe Abschnitt 4.5)
weitere Amine mit priméren oder sekundédren distalen Aminogruppen dargestellt
werden. Trotz intensiver Bemihungen konnten keines dieser Derivate dargestellt

werden.

H
N

H,N
2
HNT " ONH, HzN/\/\N/ \_Q

Tabelle 3-9: Ubersicht der nicht umsetzbaren Amine

Des Weiteren sollten zwei der dargestellten Amine N-methyliert werden. Dazu

wurden zwei verschiedene Methoden versucht.

Substanznummer | Lésungs- | Zusatz Methyl- Temperatur | Zeit
mittel Donator
64(—65) MeOH Eisessig Formaldehyd | RT 18 h
NaBH4
61(—69) - K2COs3 Me,CO3 100 T (MW) | 20 min
18-Krone-6

Tabelle 3-10: Zur N-Methylierung verwendete Bedingungen und Substanzen

Bei den ersten Bedingungen (reduktive N-Methylierung)'®® kam es zu einer
Zersetzung des Eduktes 64 zum 5-Nitro-5-hydroxymethyl-1,3-dioxalan 54. Die

121

zweiten Bedingungen (direkte N-Methylierung) fihrten zu einer kompletten

Zersetzung des Eduktes.
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69
65

Abbildung 3-44: Versuche zur N-Methylierung der Verbindungen 61 und 64

Die Versuche zur N-Methylierung wurden daher erfolglos eingestellt. Die Verbindung
65 konnte aber durch direkte Umsetzung mit dem entsprechenden sekundaren Amin

(siehe Tabelle 3-8) dargestellt werden.

Ferner sollte bei den 5-Aminomethyl-5-nitrodioxanen auch die Nitrogruppe zu einer
primdren Aminogruppe reduziert werden. Diese Reduktion wurde an verschiedenen
Verbindungen unter verschiedenen Bedingungen getestet.

Abbildung 3-45: Reduktion der Nitrogruppe

Substanznummer | Katalysator | Losungsmittel | Ho-Donator/ Ausbeute
des Edukts Reduktionsmittel
54 (—51a) Raney- EtOH Hydrazin*H,O 24.3 %
Nickel
58 - EtOH NaBH, -
64 - EtOH NaBH, -
64 Raney- EtOH Hydrazin*H,O -
Nickel
66 Raney- EtOH Hydrazin*H,O -
Nickel
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Substanznummer | Katalysator | Losungsmittel | Ho-Donator/ Ausbeute
des Edukts Reduktionsmittel

66 Pd/C MeOH Ammoniumformiat -

66 - EtOH NaBH4 -

68 - EtOH NaBH,4 -

Tabelle 3-11: Ubersicht iiber die Versuche zur Hydrierung der Nitrogruppe

Bei der Synthesevorstufe, dem Nitroalkohol 54, gelang die Reduktion in maRiger
Ausbeute mit Raney-Nickel und Hydrazinhydrat als Wasserstoffquelle®®. Auf diese
Weise konnte das 5-Amino-5-hydroxymethyl-1,3-dioxan 51a doch noch erhalten
werden (vgl. Abb. 3-38). Die Reduktionsversuche an den Nitroaminen 58, 64, 66 und

t1 23

68 verliefen mit Raney-Nickel, Palladium/Kohle/Ammoniumformia und

Natriumborhydrid allesamt ergebnislos.

Um Stickstoffatome in rdumliche Néhe der C-4-Position von Sterolen zu platzieren
wurden ferner verschiedene Ester dargestellt. Dazu wurde das Acetal 54 mit

entsprechenden Saurechloriden in EthanoI/Pyridin107 umgesetzt.

(@] (@) Saurechlorid

y Pyridin y
EtOH
_—

HO NO RT, 12 h o) NO

54 69 - 72

Abbildung 3-46: Veresterung des Hydroxymethyl-Acetals 54

Zum Testen der Bedingungen wurde das Acetal 54 mit Benzoylchlorid (—Verbindung
69) umgesetzt. Zur Einflhrung einer basischen Stickstofffunktion in der Nahe der C-
4-Position bei Sterolen wurde das Acetal mit Nicotinoylchlorid (—Verbindung 70) und
Phenylglycinchlorid umgesetzt (—Verbindung 71). Als die letztere Umsetzung
fehlschlug, wurde versucht die Verbindung 71 durch eine Aktivesterkopplung mit

DCC/DMAP mit Phenylglycin darzustellen. Auch dieser Versuch war erfolglos. Da die
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Morpholinpartialstruktur ein gangiges Motiv bei antimykotischen Wirkstoffen ist,
wurde das Acetal 54 auch mit 4-Morpholincarbonylchlorid zu Verbindung 72
umgesetzt, allerdings weist das Produkt 72 als Carbaminsé&ureester keine basische

funktionelle Gruppe auf.

Sé&urechlorid/ Aminoséure | Substanznummer | Ausbeute

69 35.1 %

O

Cl

(o) N [
>_</:> 70 171 %

Cl —

NH, 71 3
CI/HO
0]
o) /\ 72 39.8 %
S o
_/

Cl

Tabelle 3-12: Zur Veresterung verwendete Sadurechloride
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3.4.1.1 Stereochemie der Acetale

Durch die Acetalbildung entsteht an C-5 des Dioxanrings ein neues Stereozentrum.
Die Substituenten an C-5 kénnen sich zudem entweder axial oder aquatorial am
Dioxanring ausrichten. Aus sterischen Grunden richten sich die gréften
Substituenten fir gewdhnlich dquatorial aus. So sollten die Aminosubstituenten in
den Verbindungen 56 bis 69 in der aquatorialen Position angeordnet sein. Diese
Hypothese wurde am Beispiel der Verbindung 62 mittels NOE-Spektroskopie

Uberpruft.

Sauerstoff
Stickstoff

Protonen an C-4 und C-6

Abbildung 3-47: Verbindung 62 und 3D-Struktur der mdglichen Stereoisomere (angefertigt mit
ChemDraw Ultra 10), der Pfeil kennzeichnet die Blickrichtung auf das Aminomethyl-CH,

In Abb. 3-47 sind links das Isomer mit dem Aminosubstituenten in axialer Position
und rechts das Isomer mit Aminosubstituenten in &quatorialer Position zu sehen. Es
ist erkennbar, dass sollte es sich um das axiale Isomer handeln, die
Aminomethylprotonen nur einen NOE mit den &quatorialen Protonen an C-4 und C-6
des Dioxans aufweisen kénnen, wéhrend sie beim aquatorialen Isomer sowohl mit

den axialen als auch mit den &quatorialen Protonen des Dioxanrings interagieren
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kénnen. Im  NOE-Experiment wurde auf die Methylenprotonen der
Aminomethylgruppe bei 3.05 ppm (negatives Signal) eingestrahlt, der NO-Effekt wird
durch ein positives Signal angezeigt (siehe Abb. 3-47).

46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 24 22 20 18 16 14 12 10 08 0.6

8 26 2
f1 (ppm)

Aminomethylgruppe

4H 6H M. EH
axial aquatorial u

T T T T T T
46 44 42 40 38 36 34 32 30 28

T T T
26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 06
f1 (ppm)

Abbildung 3-48: Vergleich NOE-und 1HNMR-Spektren der Verbindung 63

Im NOE-Spektrum ist klar eine Kopplung zwischen Aminomethylprotonen und den
aquatorialen Protonen des Dioxans zu erkennen. Dies bedeutet, dass das in Abb. 1-
46 links gezeigte Isomer mit dem Aminosubstituenten in axialer Position die korrekte
Struktur ist. Somit ist zwar die Konformation des Acetals geklart, aber noch nicht die
absolute Konfiguration an C-5. Es sind zwei Konfigurationen des Acetals denkbar, in
denen der Aminomethylsubstituent eine axiale Position einnimmt. Beide denkbaren
Epimere beziglich C-5 kénnen eine Sesselkonformation einnehmen, in der der
Aminomethylrest axial steht. In einer der Sesselkonformationen wirden die axialen
Acetalprotonen mit den 3'-Protonen des Perhydroinden-Grundkérpers sterisch
interagieren, in der anderen mit den 5'-Protonen des Grundgerists. Diese Protonen
kénnen mittels NMR-Spektroskopie nicht differenziert werden. Somit konnte die

absolute Konfiguration an C-5 nicht aufgeklart werden.
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3.4.2 Versuche zur Synthese von N,0-Acetalen und Aminalen

Obwohl die Versuche zur Synthese von Acetalen mit basischen Seitenketten zeigten,

dass keine Acetalbildung mit protonierbaren Stickstoffen im Molekil nachgewiesen

werden kann, wurde versucht Grundmanns Keton (11) zu N,O-Acetalen bzw.

Aminalen umzusetzen.

HN O

Abbildung 3-49: Geplante N,O-Acetale bzw. Aminale

73

Es wurde zuerst die unter 3.4.1 erarbeite Routine fur Acetale mit Scandiumtriflat und

Trimethylorthoformiat in Acetonitril verwendet, als das fehlschlug wurden folgende

Bedingungen getestet:

Aminopropanol unter Zugabe von Kaliumcarbona

Grundmanns Keton (11) sollte
t124

in Dichlormethan mit

zu Verbindung 73 umgesetzt

werden und Verbindung 11 sollte mit 1,3-Diaminopropan in Ethanol unter Zugabe

von Bismutchlori

d125

zu Verbindung 74 umgesetzt werden.

Produkt Lésungsmittel | Zusatz Temperatur Zeit
73 CH.Cl; K2COs3 (2 eq) RT 48 h
74 EtOH BiCl; (0.1 eq) |RT 12 h

Tabelle 3-13: Zur Bildung von N,O- Acetalen bzw. Aminalen getestete Bedingungen

Auch mit diesen Bedingungen konnte keine der geplanten Verbindungen realisiert

werden. Die Versuche wurden ohne Erfolg eingestellt.
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3.5 Tetraline und Indole

Da Grundmanns Keton (11) ein teures Edukt ist, sollte versucht werden mit
guinstigeren Ausgangsmaterialien &hnliche Verbindungen zu synthetisieren wie das
Amin 64, das im Cholesterolbiosynthese-Assay eine Hemmung der humanen A®7-
Isomerase zeigte (siehe Abschnitt 4.4). Die Wahl fiel auf gut zugéngliche bicyclische
Verbindungen, die das Perhydroinden-Strukturelement von Grundmanns Keton (11)
imitieren sollten. Die Spiroacetalstruktur von Verbindung 64 sollte beibehalten
werden, so dass die neuen Zielverbindungen die o-Tetralonderivate 77, 80 und 84
und das Indolderivat 91 waren. Letzteres sollte ausgehend von Dihydroresorcin und
Brombrenztraubensdureethylester dargestellt werden. Um auch die lipophile
Seitenkette von Grundmanns Keton (11) zu imitieren, sollten an C-6 des o-Tetralons

bzw. am Stickstoff des Indolbausteins geeignete lipophile Reste angebracht werden.

R R Leitstruktur:

O (0]
O
H >
O,N 0" o

N %H
77TR=H 75R=H O.N N
80 R = OMe 78 R = OMe 2
84 R = O-iso-hexyl 82 R = O-iso-hexyl

N
W 0 0
o
o)
Co
91 86 85

Abbildung 3-50: o-Tetralonderivate (77, 80 und 84), Indolderivat 91 und die Leitstruktur 64
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3.5.1 Tetraline

Zuerst sollte das unsubstituierte o-Tetralon (75) Uber das Acetal

entsprechenden Amin 77 umgesetzt werden.

0]

75

O,N

2
Ho/j/\OH
o~ HC(OEY,

NBu,Br,

RT, 16 h,
55.2 %

76

Weiterreaktion zum Amin 77

o; ;o
OzNS<OH

Amin
EtOH

6.4%

2d,70C

—_—

77

o; ;o
<
O,N N

76 zum

Sy

Abbildung 3-51: Reaktion von a-Tetralon (75) zum 5-Hydroxymethyl-5-nitro-1,3-dioxan 76 und

Zur Darstellung des 5-Hydroxymethyl-5-nitro-1,3-dioxans 76 wurden verschiedene

Bedingungen getestet.

Bed. | Loésungs- | Wasserentfernung | Katalysator | Temperatur | Zeit | Ausbeute
mittel durch
1 Acetonitril | HC(OMe); p-TsOH Rickfluss |2 h 4.4 %
(MW)
2 Toluol HC(OMe)s p-TsOH Ruckfluss | 2h -
(MW)
Toluol Wasserabscheider | p-TsOH Rickfluss |[5h -
4 - HC(OMe); NBu4Br; 120 T |1h -
(MW)
5" | EtOH HC(OMe)s NBu4Br3 RT 16h |-
6 (R) | Acetonitril | HC(OMe); ScOTf3 Ruckfluss | 2h 13.2 %
(MW)
7' |- HC(OEt); NBu4Br3 RT 16h |55.2%
8 Acetonitril | HC(OEt); NBu4Br; RT 16h |425%

Tabelle 3-14: Zur Acetalisierung von a-Tetralon versuchte Bedingungen
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Im Fall der Tetralone stellten sich die Bedingungen 7 (siehe Tabelle 3-14) als die
besten heraus. Nach Zugabe von 10 %iger-Na,COs-Lésung fallt das Produkt als
brauner Feststoff aus. Alle Tetralonacetale wurden nach dieser Vorschrift dargestellt.
Bei Anwendung der Routinemethode der Acetalisierung mit Scandiumtriflat und
Trimethylorthoformiat in Acetonitril (Bed. 6) konnte lediglich eine Ausbeute von 13.2

% erreicht werden.

Zur Darstellung des Amins 77 wurde Verbindung 76 mit 4-Amino-1-benzylpiperidin in
Ethanol bei 70 T zwei Tage lang umgesetzt. Das Produkt konnte durch

saulenchromatographische Aufreinigung als weil3er Feststoff erhalten werden.

Ausgehend von 6-Methoxyltetralon (78) wurde in gleicher Weise Uber das Acetal 79

das entsprechende Amin 80 dargestellt.

O N
O,N
Ho/j/\
HC(OEY), Amin o o
S

(0] (@] EtOH

HO
o) NBu4BrL 2d,70C
—>
RT, 16 h, 48.0%
88.7 % OH N
o,N @
78 79 80 N \/@

Abbildung 3-52: Darstellung des Amins 80 ausgehend von 6-Methoxytetralon (78) liber das
Acetal 79

Das Acetal 79 fallt bei Zugabe von 10 %iger-Na,COs-Lésung als rosafarbener
Feststoff aus und das Amin 80 konnte durch Umfallen mit iso-Hexan aus CH,ClI; als
weiler Feststoff erhalten werden. Als letzte Verbindung der Tetralinreihe sollte eine
Verbindung mit einer langeren Alkylkette, die der von Grundmanns Keton (11) dhnelt,
dargestellt werden. Dazu wurde ausgehend von 6-Methoxytetralon (78) eine iso-
Hexylseitenkette eingefuhrt. Im ersten Schritt wurde der Ether in einer 1:1 Mischung
aus Essigsaureethylester (EtOAc) und HBr (48 % in H,O) gespalten'®®. Das
literaturbekannte Produkt 81 ist ein braun metallisch glanzender Feststoff, der in

127

einer Williamson-Ether-Synthese mit  1-Brom-4-methylpentan in DMF in

Anwesenheit von K,COj3 zu 6-Isohexyloxy-a-tetralon (82) umgesetzt wurde.
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O\ OH Brw O\/\)\
DMF

EtOAc
HBr/H,O
— K,CO
1 h Ruckfluss 2773
49.9 % 16 h, 85 C,
(0] 0] 89.4 % (0]
78 81 82

Abbildung 3-53: Darstellung von 6-Isohexyloxy-o-tetralon (82)

Das Acetal 83 wurde unter den erarbeiteten Bedingungen hergestellt. Es konnte
wiederum als weilRer Feststoff erhalten werden. Die Umsetzung zum Amin 84

erfolgte durch Erhitzen mit 4-Amino-1-benzylpiperidin in Ethanol.

N
Q
82 83 84

Abbildung 3-54: Darstellung des Acetals 83 und des Amins 84

3.5.2 Indole

Um eine groRere Annaherung an die Struktur von Grundmanns Keton (11) als bei
den Tetralonderivaten zu erméglichen, sollte das entsprechende Indol-Analoge des
Amins 64 dargestellt werden. Der Indolgrundkérper &hnelt dem Perhydroinden-
Grundkdérper von Verbindung 11 starker als das Tetralin. Ferner kann man die
lipophile Seitenkette durch Anbringen an den Indolstickstoff noch genauer in eine

raumliche Position bringen, die der in den Steroiden entspricht (vgl. Abbildung 3-50).

Zuerst wurde Dihydroresorcin (85) mit Brombrenztraubensaureethylester in Methanol
in Anwesenheit von KOH in einer Stetter-Cyclokondensation zu 6,7-Dihydro-4(5H)-
benzofuranon (86) umgesetzt'?®. Das Benzofuranon 86 wurde in einer Mikrowellen-

unterstiitzten Reaktion in Ethanol: Wasser (1:5) mit 2-Amino-6-methylheptan zu der
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Verbindung 87 umgesetzt'®. Hierbei erfolgt eine Ringtransformation des Furans zum

Pyrrolring, einhergehend mit einer Decarboxylierung.

o
MeOH KOH EtOH H,O (1:5) »/\/>/
RT,12h | / 100C, MW
268% 813%
COOCH
85 86 87

Abbildung 3-55: Reaktion von Dihydroresorcin (85) zum Benzofuran 86 und Reaktion zum Indol
87

Das Indol 87 sollte unter den fur die Tetralone erarbeiteten Bedingungen (siehe
Abschnitt 3.5.1) zum 5-Hydroxymethyl-5-nitro-1,3-dioxan 88 umgesetzt werden. Es
konnte keine Umsetzung beobachtet werden, es konnte lediglich das Edukt zuriick
gewonnen werden. Auch eine Erhéhung der Katalysatormenge von 1 mol% auf 1.2

Aquivalente war nicht zielfiihrend.

ON
/ HC(OEt

HO NBu4Br3

0 RT, 16 h

ON OH

87 88

Abbildung 3-56: Versuch der Darstellung des Acetals 88

Aus diesem Grund sollte das Benzofuranon 86 zuerst zu Verbindung 89'%

decarboxyliert werden, dieses dann unter den Standardbedingungen zu Verbindung
90 acetalisiert und anschlieRend das gewonnene Acetal 90 zum Indol 88 umgesetzt

werden.
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O,N
o 0 Ho/j/\OH 0
| 2 N HCI | HC(OEt), |
7 1h, RT % Ho NBu,Bry %
Quantitative Ausbeute RT, 16 h O O
o) COOH ') %
O,N OH
86 89 90

Abbildung 3-57: Zweiter Versuch zur Acetalisierung

Auch dieser Versuch (Verbindung 89 zu Verbindung 90) blieb erfolglos und die
Versuche zur Darstellung der Indole wurden daher eingestellt.
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4 Biologische Testung

4.1 Agar-Diffusionstest

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Verbindungen wurden an verschiedenen

Modellkeimen auf antibakterielle und antimykotische Wirkung getestet.

Mikroorganismus DSMZ-Nummer Beschreibung
Escherichia coli 426 gramnegatives Bakterium
Pseudomonas 8361 gramnegatives Bakterium
antimicrobia

Staphylococcus equorum | 20675 grampositives Bakterium
Streptococcus entericus 14446 grampositives Bakterium
Yarrowia lipolytica 1345 Hefe

Candida glabrata 11226 Hefe

Hyphopichia burtonii 70663 Dermatophyt

Aspergillus niger 1988 Schimmelpilz

Tabelle 4-1: Im Agar-Diffusionstest verwendete Mikroorganismen

Da der Diffusion in dem wasserhaltigen Nahragar eine entscheidende Rolle bei der
Durchfihrung des Tests zukommt, kénnen aus dem gemessenen
Hemmhofdurchmesser nur begrenzt quantitative Aussagen abgeleitet werden. Daher
l&sst sich aus den erhaltenen Ergebnissen lediglich ableiten, ob die getesteten
Substanzen Uberhaupt eine antimikrobielle Aktivitdt aufweisen. Im Agar-
Diffusionstest positiv getestete Verbindungen wurden im Ergosterolbiosynthese-
Assay weiter untersucht (siehe 6.4.3). Als Referenzsubstanzen wurden die potenten
Verbindungen Tetracyclin-HCI (Antibiotikum) und Clotrimazol (Antimykotikum, vgl.
Abschnitt 1.1.4.1) verwendet.
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OH
O‘O‘ S Oy
Cl
OH O OH O

Tetracyclin-HCI Clotrimazol
Abbildung 4-1: Referenzsubstanzen im Agar-Diffusionstest

Die genaue Durchfihrung des Agar-Diffusionstests wird im Experimentellen Tell

(siehe Abschnitt 6.4.1) beschrieben.

4.1.1 Testergebnisse
In der folgenden Tabelle sind die ermittelten Hemmhofdurchmesser in Millimeter
aufgelistet. Man unterscheidet zwischen Wachstumshemmung (WH) und

Totalhemmung (TH). Die Abkurzung ,k.T.“ steht fur keine Testung.

Substanz-
8 .18 |
o |8 ©
(nummer) g S 3|8 g § S 2
Q § 9|98 3|3 218 @ | o o |3 . =
< (@) 3 < S (@) O T = Q =
S S & S g_ Q5 © S| T % < O S =~
S = | © = o 2| = S 9 1 g €| a Q2
2 5| » |8 0|5 & 8|8 8| X 3|9 O
W | 8| W o | W & |> =0 | T Q| < <
Referenzsubstanzen
Tetracyclin - | 30 30 40 24 k.T. K.T k.T K.T
HCI
Clotrimazol | k.T. K.T. k.T. k.T. 15 15 16 15
(TH) (TH) (TH) (TH)
35 25 25
(WH) (WH) | (WH)
Pyrazine und Pyridine
2 15 12 20 28 17 15 8 12
(TH)
18
(WH)
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Substanz- o S o
© g ®© 8 8 O

(nummer) S g _g S & S . S 2
Q 219 5|0 3|8 ® S © | g - | =
= S 8|S 5|8 3| L& || &EE|D
) T = Q| w .8 NS = © Q cC g
< S £E|§ 3| 9 £ ©O X | T L& | &£ & S =~
558 S| LSS58 828 85/88
U 8|d §|Hh o|® §6|> £|10 5T 33|< €

29 10 - - 20 - 14 - -

30 12 16 32 30 37 30 10 35

Acetale

39 - - - 18 - - - -

45 - 8 - 10 - 8 - 9

57 - - - - 8 8 - -

(WH)

Tetralone

80 - - - - - 7 - -

83 - - - - - 7 - -

84 - - - - - 7 - -

Indole

87 - - - 7 - - - -

Tabelle 4-2: Im Agar-Diffusionstest aktive Verbindungen

Nur wenige, der im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Verbindungen, weisen eine
Aktivitat im Agar-Diffusionstest auf. Einzig die Verbindungen 2 und 30 weisen eine

signifikante Aktivitat auf.

Abbildung 4-2: Strukturen der im Agar-Diffusionstest aktiven Substanzen
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Das Diamin 2 wurde als Rohprodukt getestet, da es nicht gelang es komplett
aufzureinigen. Die Verbindungen 2 und 29 wurden weiteren Untersuchungen im

Ergosterolbiosynthese-Essay unterzogen (siehe Abschnitt 4.2).

4.2 Test auf Inhibition der Ergosterolbiosynthese

Das im Arbeitskreis Bracher von Miiller'°

entwickelte Testsystem zur Identifizierung
inhibierter Enzyme der Ergosterolbiosynthese basiert auf der Akkumulation von
Sterolen durch die Inhibition eines bestimmten Enzyms. Dieses spezifische
Sterolmuster wird mit anderen Sterolmustern bekannter Inhibitoren verglichen. So ist
ein Rickschluss auf das von der getesteten Substanz gehemmte Enzym mdglich.
Zur Testung werden die schnellwachsenden Keime Yarrowia lipolytica, Candida
glabrata und Saccharomyces cerevisiae verwendet. Die zu testenden Substanzen
werden mit den Keimen inkubiert und nach Aufschluss der Zellen die Sterolfraktion
mittels GC-MS analysiert. Die genaue Durchfihrung ist in Abschnitt 6.4.3
beschrieben. Bei beiden Verbindungen 2 und 30 konnte keine Enzyminhibition

festgestellt werden.

4.3 MTT-Test

Die cytotoxische Aktivitat, der im Rahmen der vorliegenden Arbeit synthetisierten

Verbindungen, wurde mittels des MTT-Tests™'

bestimmt. Das blass gelbe
Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT),
wird in lebenden Zellen von den Mitochondrien, Peroxisomen und speziellen

Oxidoreduktasen zu dem tiefblauen Formazan reduziert.

. S
N—N+ - NADH NAD NH N
\ AR
Na N Nao N
Tetrazoliumsalz (gelb) Formazan (blau)

Abbildung 4-3: Reduktion des Tetrazoliumsalzes zu Formazan durch NADH
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Der Grad der Umsetzung kann mittels photometrischer Analyse bestimmt werden
und dient als direktes Mal} fur die Zellviabilitdt. Die genaue Durchfihrung wird im
Abschnitt 6.4.2 beschrieben.

4.3.1 Testergebnisse

Der MTT-Test wurde an humanen Leukemiezellen der Zelllinie HL-60 durchgefiuhrt,
als Positivkontrolle dient Cisplatin. Der angegebene ICsp-Wert ist die Konzentration

des Inhibitors, bei der die halbmaximale Inhibition der Zellfunktionen beobachtet wird.

Substanz- | Strukturformel 1Cs0 (UM)
(nummer)
Cisplatin | Cl., .NH, 5'32
‘Pt
~
CI/ NH,

Pyridine, NO-Allyl-Oxime, Piperidine

2 16

28 51
29 13
30 0.77
=z 2
ha -
S AN
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Substanz- | Strukturformel ICs0 (UM)

nummer

Acetale

32 w 23
o} JH
/

39 w 23
o) (;H
\_«—OH

44 22
%g\/%

45 19
Y

54 24

55 18

56 23
N
O,N NQ
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Substanz- | Strukturformel ICs0 (UM)
nummer
Acetale
57 16
S
ON N~ B
/N
58 26
/
ON N~
N—
/
59 11
n—
ON NS
60 8
S
ON N\/K
61 22
Sk
ON N\/\D
62 17
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Substanz- | Strukturformel ICs0 (UM)
nummer
Acetale
63 14
64 13
SV
65 30
O,N N/
Qo
Reduzierte Acetale
51a 24
H,N OH
Ester
69 28
ON 0
[¢]
70 46
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Substanz- | Strukturformel ICs0 (UM)
nummer

Ester

72 20

:

oH

O

Tetraline
83 O\/\)\ 50
o o
84 Ov\)\ >50
(0] (0]
o
Indole

87 29
?/\/\f
W,

Tabelle 4-3: Ubersicht der im MTT-Test aktiven Substanzen

In Tabelle 4-3 sind alle Substanzen aufgefiihrt, die im MTT-Test eine Aktivitat
zeigten. Alle anderen im Rahmen der vorliegenden Arbeit dargestellten
Verbindungen weisen keine Aktivitat auf. Bei Betrachtung der Daten des MTT-Tests
fallt Verbindung 30 wie schon im Agar-Diffusionstest, hier durch signifikante
Cytotoxizitat™® (<5 uM), auf. Die Acetale weisen eine moderate bis geringe
Cytotoxizitat (10 - 50 yM) auf, was in Hinsicht auf eine potentielle Verwendung als
Arzneistoff jenseits der Tumortherapie als positiv zu werten ist. Die Tetraline und
Indole weisen nur in jeweils einem Fall, Verbindung 83 und 87, Gberhaupt eine, wenn
auch geringe Cytotoxizitdt auf. Da jedoch durch die Wahl des Aminosubstituenten

(vgl. Verbindung 64) eine Enzyminhibition erwartet wurde, wurden alle synthetisierten
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Verbindungen im Cholesterolbiosynthese-Assay (siehe Abschnitt 4.4) weiter auf

Aktivitat untersucht.

4.4 Test auf Inhibition der Cholesterolbiosynthese

Dieses im Arbeitskreis Bracher von Giera’>® entwickelte Testsystem ist ein Ganzzell-
Assay, welcher an HL 60-Zellen durchgefiihrt wird. Zur Bestimmung ob und welches
Enzym des Postsqualen-Abschnitts der Cholesterolbiosynthese durch eine Substanz
inhibiert wird, werden die HL 60-Zellen mit der zu testenden Substanz inkubiert. Nach
Zellaufschluss, Extraktion der Sterole und Aufreinigung werden die Sterole
derivatisiert und mittels GC-MS analysiert. Die genaue Durchfihrung wird im
Abschnitt 6.4.4 beschrieben. Bei den Verbindungen 57, 61, 64, 65 und 84 konnte
eine Akkumulation von Zymostenol nachgewiesen werden, das bedeutet, dass diese
Verbindungen Inhibitoren der humanen A%’-Isomerase (siehe Abschnitt 1.1.3.4) sind.
Bei den Verbindungen 62 und 80 konnte eine Multienzymhemmung nachgewiesen

werden.

4.4.1 Aktivititsbestimmung der Testsubstanzen

Zur Quantifizierung des Effekts auf die Gesamt-Cholesterolbiosynthese muss das
wéhrend der Inkubation mit der Testsubstanz neu gebildete Cholesterol von dem in
der Zelle bereits vorhandenen ,Matrixcholesterol“ unterschieden werden. Hierzu hat
sich im AK Bracher die Methode der 2-'*C-Acetat-Markierung'®* des Cholesterols
bewahrt. Es werden die Zellen zusammen mit der Testsubstanz und 2-'>C-Acetat
inkubiert, wahrend der Testzeit wird in samtliches neu gebildetes Cholesterol das
isotopenmarkierte Acetat eingebaut. Anschliel3end wird die ,Mass Isotop Analysis"-
Methode angewendet, bei der die Isotopenverteilung in Massenspektren analysiert
wird. Man erhalt zwei Parameter, die Anreicherung des Precusors und den Gehalt
des neu gebildeten Cholesterols. Aus diesen Parametern kann durch nicht-lineare
Regression eine genaue Aussage Uber die Cholesterolbiosyntheserate getroffen
werden'. Die Berechnung der prozentualen Inhibition und genaue Durchfiihrung ist
in Abschnitt 6.4.5 erklart. Aus einer Auftragung der prozentualen Inhibition bei
verschiedenen Konzentrationen gegen den Logarithmus der Konzentration kann der
ICso-Wert fur die Cholesterolbiosynthese extrapoliert werden. Es wurde fir die als
selektive Inhibitoren identifizierten Verbindungen 64, 65 und 84 die Aktivitdt mittels

des beschriebenen Verfahrens bestimmt.
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Substanz | Strukturformel ICs50 | %-Inhibition %-Inhibition %-Inhibition
(MM) | beic=1puM | beic=10 uM | beic =50 yM
+ RSD in % + RSD in % + RSD in %
64 1.7 143.9+0.31 97.4 +11.1 95.8+234
S
ON N
SV
65 47 |14.0+0.41 81.7 +12.7 946 +30.2
S
ON N
Qo
84 OV\)\ 45 |0.6+0.06 92.9+20.9 95.3+41.5
o (0]
S
ON N
Sy

Tabelle 4-4: Testergebnisse der Quantifizierung der Hemmung der Cholesterol-Neusynthese
durch die
Standardabweichung RSD

dargestellten Inhibitoren der humanen A”-Isomerase, mit  relativer

4.5 Struktur-Aktivitits-Beziehungen

Die sowohl im Agar-Diffusionstest, als auch im MTT-Test als sehr aktiv aufgefallene
Verbindung 30 zeigt keine Enzymhemmung, weder im Ergosterol- noch im
Cholesterolbiosynthese-Assay. Die Aktivitdt scheint durch eine, auf ihrer tensidischen

Struktur (siehe Abb. 4-2) beruhenden, Grenzflachenaktivitdt bedingt zu sein.

Nur bei den Acetalen 57, 61, 64, 65 und 84 konnte eine spezifische Hemmung der

humanen A%’-lsomerase nachgewiesen werden. Sie alle enthalten zwei

protonierbare Stickstoffatome, eins oder zwei davon tertidr, die zwei oder drei
Methylengruppen voneinander entfernt sind. Sie bestehen aus einem Bicyclus, von

dem mindestens ein Ring sechsgliedrig ist und enthalten eine sechs
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Kohlenstoffatome lange Alkylkette. Um eine Enzyminhibition zu erreichen, stellen
sich folgende Voraussetzungen an die Struktur des Moleklls: erstens zwei
protonierbare Stickstoffe, die in der Acetal-Seitenkette liegen. Verbindungen, die nur
ein Stickstoffatom enthalten (55, 56 und 68) weisen zwar eine schwache cytotoxische
Aktivitat im MTT-Test auf, aber keine Enzymhemmung im Cholesterolbiosynthese-
Assay. Somit scheint der tertidre Stickstoff der Ethylendiamin-Kette (Verbindungen
57 und 61) bzw. der tertidre, distale Stickstoff der 1,3-Diaminopropan-Kette
(Verbindungen 64, 65 und 84) die Aktivitdt hervorzurufen. Der Vergleich mit
U18666A, einem unspezifischen Inhibitor der A®’-lsomerase zeigt, dass sich
Aminogruppe von U18666A und die distale Aminogruppe der Verbindung 64 in sehr
ahnlicher Position befinden.

L{VOMO

U18666A

O,N
H
N 0
(0]
64

Abbildung 4-4: Vergleich U18666A und Verbindung 64

Der Atomabstand zwischen C-8 und dem Stickstoffatom in U18666A betragt 9.86 A,
der zwischen C-2 und dem tertiéren Stickstoff in Verbindung 64 betragt 9.38 A. Der
Wirkmechanismus von U18666A ist nicht exakt geklart'®®, somit kann mittels der
Strukturanalogie nicht auf ein Wirkprinzip geschlossen werden. Die zweite
Strukturanforderung ist eine Alkylkette, die durch die Grundkérper Grundmanns
Keton (11) oder 6-Isohexyloxytetralon (82) eingefiihrt wird. Diese scheint essenziell
fur die Enzymhemmung zu sein, denn die Tetralinderivate 77 und 80 ohne diese
Alkylkette zeigen keine spezifische Enzyminhibition. Der unspezifische Inhibitor

U18666A weist keine entsprechende lipophile Kette auf.

- 85 -



Biologische Testung

e g og

77 80 84
keine Enzymhemmung Multienzymhemmung Hemmung der A%7-Isomerase

Abbildung 4-5: Gegeniiberstellung der dargestellten Tetraline 77, 80 und 84

Die einzigen Ausnahmen, die beide Anforderungen erfilllen und trotzdem keine
Inhibitoren der A®*’-Isomerase sind, sind Verbindung 62 und 58 und die fluorhaltige
Verbindung 67. Bemerkenswert ist, dass die Variation des terminalen Sechsrings in
Verbindung 61 in einen funfgliedrigen Ring (Verbindung 62) zum Spezifizitdtsverlust
fuhrt. Die im MTT-Test gemessenen ICso-Werte unterscheiden sich im Rahmen der
Messgenauigkeit kaum. Dennoch ist Verbindung 61 ein Inhibitor der humanen A®’-
Isomerase, Verbindung 62 weist hingegen lediglich eine Multienzymhemmung auf.
Ein mdglicher Grund ist, dass eine gewisse Flexibilitdt an der entscheidenden
Position nétig ist, die durch die Méglichkeit der Sessel/Boot-Konformations-Anderung

im Sechsring erreicht werden kann, nicht aber im relativ rigiden Finfring.

61 Inhibitor der humanen A87-Isomerase 62 Multienzymhemmung
IC4,(MTT) = 22 uM IC,(MTT) = 17 uM

Abbildung 4-6: Vergleich der Verbindungen 61 und 62
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Im direkten Vergleich der Verbindungen 57 und 58 wird der ICso-Wert (MTT) durch
die N-Methylierung fast verdoppelt. Fur die N-methylierte Verbindung 58 konnte im
Cholesterolbiosynthese-Assay keine Enzyminhibition festgestellt werden.

57 Inhibitor der humanen A87-Isomerase 58 keine Enzyminhibition
IC,(MTT) = 16 UM IC4o(MTT) = 26 uM

Abbildung 4-7: Strukturen der Verbindungen 57 und 58 im direkten Vergleich

Beim Vergleich der Verbindungen 64 und 65 lasst sich zunachst dieselbe Tendenz
beobachten, auch hier verdoppelt sich der ICso-Wert (MTT) bei N-Methylierung.
Beide Verbindungen sind aber Inhibitoren der humanen A%"_Isomerase. Die ICso-
Werte, bezogen auf die gesamte Cholesterolbiosynthese, unterscheiden sich nur um
den Faktor 2.8. Im Rahmen der Messungenauigkeit bei biologischen Systemen sind
diese ICso-Werte in derselben Gré3enordnung. Verbindung 84 weist im MTT-Test
eine Cytotoxizitdt >50 uM auf, konnte im Cholesterolbiosynthese-Assay aber als
Inhibitor der humanen A®’-Isomerase (ICs50 = 4.7 uM) identifiziert werden. Von den
von Grundmanns Keton abgeleiteten Inhibitoren 64 und 65 unterscheidet sich dieses

Tetralinderivat vor allem durch seine fehlende Cytotoxizitat.
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84 64 65
IC5o(MTT) = > 50 uM IC4o(MTT) = 13 UM IC4,(MTT) = 30 UM
ICsy=4.5uM ICsy=1.7 uM ICqp = 4.7 UM

Abbildung 4-8: Strukturen der Verbindungen 84, 64 und 65 im direkten Vergleich

Somit konnte mit dem Tetralonacetal 84 aus dem gtinstigen, achiralen 6-Methoxy-1-
tetralon (78) in vier Reaktionsschritten ein nahezu ebenso potenter Inhibitor der
humanen A®’-Isomerase dargestellt werden wie die Verbindung 64, die ausgehend

von dem wesentlich teureren und chiralen Grundmanns Keton (11) gewonnen wurde.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mit dem Ziel, neue Inhibitoren der Ergosterol- bzw.
Cholesterolbiosynthese zu entwickeln, zwei neuartige Substanzklassen ausgehend
von Grundmanns Keton (11) dargestellt werden, die Pyridine 9, 15, 22 und 30 (siehe
Abschnitt 3.3) und die Acetale 44, 45 und 54, welches weiter zu den Aminen 55-68
und den Estern 69-72 umgesetzt wurde (siehe Abschnitt 3.4.1).

9R1=R2=H I

R1  15R1=CH, R2=H
22R1=H, R2=CH, 30

54 \ 55-68

69-72

Abbildung 5-1: Ubersicht der ausgehend von Grundmanns Keton (11) synthetisierten

Verbindungsklassen
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Zur Anellierung der Pyridine wurden drei unterschiedliche Methoden erfolgreich

angewandt.

O

H)H/\NHZ
19

Triethylamin
Piperidiniumacetat

MW, 9.0 %

Dimethylhydrazin, 1. LDA, THF

EtOH > 2. BED >
o) MW, 46.6 % ~__N 39.4 %
-

11

(—=9,29.8 %)

O-Allyl bzw. O-Crotylhydroxylamin)
EtOH, Na,CO,, NaOAc

MW, 5 min
—_—
_N Allyl-Umlagerung

f 28R =H, 823 % 9R=H,21.3%
29 R=CH,, 76.0 %

15R = CH,, 28.2 %

Abbildung 5-2: Ubersicht der zur Pyridinsynthese verfolgten Synthesestrategien

Es wurde Grundmanns Keton (11) mit dem Aminoacroleinderivat 19 in einer
Mikrowellen-unterstitzten Synthese in Triethylamin und Piperidiniumacetat zum
Pyridin 22 umgesetzt (siehe Abschnitt 3.3.2, Weg 3). Des Weiteren wurde
Verbindung 11 mit N,N-Dimethylhydrazin in Ethanol unter Mikrowellenstrahlung zum
Hydrazon 23 umgesetzt, welches dann mit LDA in THF deprotoniert und mit 2-(2-
Bromethyl)-1,3-dioxolan (BED) weiter zur Verbindung 24 umgesetzt wurde.
Verbindung 24 konnte in einem weiteren Mikrowellen-unterstitzten Reaktionsschritt
zum Pyridin 9 umgesetzt werden (siehe Abschnitt 3.3.2, Weg 4). Ferner wurde
Grundmanns Keton (11) mit O-Allyl- bzw. O-Crotylhydroxylamin zu den Allyloximen

28 bzw. 29 umgesetzt, welche in einer Mikrowellen-unterstitzten Thermolyse zu den
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Pyridinen 9 bzw. 15 umgesetzt werden konnten. Diese Methode (Abbildung 5-2:
unten, siehe Abschnitt 3.3.2, Weg 5) wurde neu entwickelt und stellt bei Grundmanns
Keton (11) als Grundkdrper die beste Methode zur Anellierung von Pyridinringen dar.
Bemerkenswert ist, dass durch die Thermolyse der Verbindung 29 nicht das
erwartete para-substituierte Pyridin 10 erhalten wurde, sondern durch eine Allyl-
Umlagerung das ortho-substituierte Pyridin 15 entstand. Bei den Versuchen zur
Reduktion des Pyridinringes, sowohl durch die schrittweise, partielle Reduktion mit
NaBH; und dann Pd/C, als auch durch die vollstdndige Reduktion mit Rh/Al,O3,
Raney-Nickel oder Pd/C konnte kein Produkt erhalten werden. Mit der methylierten
Pyridinium-Verbindung 30 (siehe Abbildung 5-1) konnte eine sowohl im MTT- als
auch im Agar-Diffusionstest dul3erst potente Substanz hergestellt werden, die aber
leider keine Enzymhemmung aufweist, also wahrscheinlich auf Grund ihrer

tensidischen Struktur eine Grenzflachenaktivitat aufweist.

Da mittels der zuvor vorgestellten Mdéglichkeiten keine protonierbaren sp>-
hybridisierten Stickstoffatome in die nach Sterolnomenklatur Positionen 7 oder 10
eingefihrt werden konnten, sollte mittels Spiroverbindungen versucht werden dieses
Ziel zu erreichen. Hierzu wurden Acetale mit basischen Seitenketten dargestellt. Zur
Darstellung der Acetale aus Grundmanns Keton (11) wurde eine ebenfalls
Mikrowellen-unterstiitzte Routine in Acetonitril mit Scandium(lltriflat als Katalysator
entwickelt (siehe Abschnitt 3.4.1). Zuerst wurde versucht auf direktem Wege
Grundmanns Keton (11) mit diversen Aminodiolen zu funfgliedrigen Acetalen mit
basischen Seitenketten umzusetzen, diese Bemihungen schlugen allesamt fehl. Als
einzige flnfgliedrige Acetale konnten das unsubstituierte Acetal 32 und das
Hydroxymethyl-Acetal 39 dargestellt werden. Letzteres sollte mittels Oxidation zum
Aldehyd und anschlieBender reduktiver Aminierung zu den gewiinschten Acetalen

mit basischen Seitenketten umgesetzt werden.

“,
‘.

Acetonitril, HC(OMe),, w

Glyerol H
0] 0] (0]

(0] Sc(OTf); 6 mol%
MW 93.0 % \)—/ 7§L> \)—/
HO N

1" 39

X

m\

Abbildung 5-3: Darstellung des Spiroacetals 39 und geplante Weiterreaktion
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Da aber eine Dess-Martin-Oxidation nicht gelang und mittels GC-MS-Analytik ein
komplexes Stereoisomerengemisch der Verbindung 39 detektiert werden konnte,
wurden diese Versuche eingestellt und mit Acetalen héherer Symmetrie weiter
gearbeitet. Hierzu wurde Grundmanns Keton (11) mit 2-Methylen-1,3-propandiol
nach der erarbeiteten Methode zu Verbindung 44 umgesetzt. Diese wurde mittels

Ozonolyse in Dichlormethan zur Verbindung 45 umgesetzt.

Acetonitril, HC(OMe),

o) Sc(OTf), 6 mol% Oa, CH,Cl,
MW, 37,0 % 78@248%

1" 44 45

Abbildung 5-4: Darstellung der Verbindungen 44 und 45

Aus dem Keton 45 sollten mittels reduktiver Aminierung die gewiinschten Acetale mit
basischen Seitenketten dargestellt werden. Da die Acetale sehr s&urelabil sind,
konnte keine der Standardmethoden, die Saurekatalyse erfordern, benutzt werden.
Stattdessen wurde die reduktive Aminierung mit Molsieb, ohne Hilfsstoff oder mit
Magnesiumperchlorat als Katalysator versucht. Als Reduktionsmittel wurde NaBH,4

verwendet. Bei keiner der Umsetzungen konnte ein Produkt erhalten werden.

Auch die Acetalbildung von Verbindung 11 mit Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(TRIS) und 2-Amino-1,3-propandiol scheiterte. Es wird vermutet, dass das Misslingen
der Versuche am Mechanismus der Acetalbildung und der basischen Eigenschaft der
Substituenten liegt. Die Acetalbildung verlauft sdurekatalysiert. Es ist denkbar, dass
die benétigte Saure bevorzugt mit den Aminen reagiert und deshalb keine
Acetalbildung stattfinden kann. Um méglicherweise stérende basische Eigenschaften
des Aminosubstituenten zu eliminieren wurde 2-Amino-1,3-propandiol mit
Benzylchloroformiat Cbz-geschitzt. Aber auch mit verminderter Basizitdt konnte

unter Scandium(lltriflat Katalyse keine Umsetzung zum Acetal 53 detektiert werden.
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HO OH
11, Acetonitril,
HO/\/\OH Cbz-Cl, EtOH, OY NH Hcome),,
NH NEt, Sc(OTf), 6 mol%
2 51.5 % O MW
HNCbz
52 53

Abbildung 5-5: Einfiihrung der Cbz-Schutzgruppe und Versuch zur Acetalbildung

SchlieBlich wurde Tris(hydroxymethyl)nitromethan, ein stickstoffhaltiger, nicht
basischer Baustein fur die Acetalbildung, nach der erarbeiteten Methode mit
Grundmanns Keton (11) zum 5-Hydroxymethyl-5-nitro-1,3-dioxan 54 umgesetzt. Zur
Bildung der Verbindung 54 konnte Tetrabutylammonium-tribromid (NBu4Brs) als
anderer, wesentlich gunstigeren Katalysator zur Acetalbildung eingefihrt werden.
Dieser Katalysator erlaubt mildere Reaktionsbedingungen, also Raumtemperatur und
erfordert kein L&sungsmittel. Die Ausbeute ist allerdings um etwa ein Funftel
niedriger als bei der etablierten Routine mit Scandium(litriflat und
Trimethylorthoformiat in Acetonitril. Durch direkte Substitution der Hydroxygruppe
des Dioxans 54 mit primaren und sekundaren Aminen konnten zahlreiche Amine
dargestellt werden, von denen alle, bis auf die halogenhaltigen Verbindungen 66 und
67 und Verbindung 68, eine moderate cytotoxische Aktivitdt im MTT-Test (siehe
Abschnitt 4.3.1), aber keinerlei Aktivitdt im Agar-Diffusionstest aufweisen (siehe
Abschnitt 4.1.1).

OH
NO,
- OH
|:| Acetonitril, HC(OMe), ,
O Sc(OTf); 6 mol% 2d,70C
> —_—
MW, 43.5 % y
HO NO

11 54 55 -68

Abbildung 5-6: Darstellung des 5-Hydroxy-5-nitro-dioxans 54 und der Amine 55-68
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Amin Substanz | Ausbeute | Amin Substanz | Ausbeute
R1-NH-R2 -nummer R1-NH-R2 -nummer
H>NCH3; 55 31.5% H,N 62 26.1 %
2 _\—NG
HN(CH3) 56 23.0 % H,N J N\ 63 517 %
| 57 21.0% 64 26.2 %

HZN/\/N\ HZNACN‘@

| 58 274% | \ 65 25.9 %
S @?
H
Y 59 388% | _H 66 32.3%
HN N—
as
67 212%

/
60 27.8 % CFy
- o
HN 0 HN N
\_< /

2N—\_NC> 61 214 % _H 68 28.9 %

0

Tabelle 5-1: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit dargestellten Amine

Versuche zur Einfihrung von Diaminen, bei denen die distale Aminofunktion ein
primdres oder sekundares Amin ist, schlugen fehl. Ferner sollte bei den 5-
Aminomethyl-5-nitrodioxanen auch die Nitrogruppe zu einer primaren Aminogruppe
reduziert werden. Diese Reduktion wurde an verschiedenen Verbindungen unter
verschiedenen Bedingungen getestet. Bei der Synthesezwischenstufe, dem

Nitroalkohol 54, gelang dies in méaRiger Ausbeute mit Raney-Nickel und
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Hydrazinhydrat als Wasserstoffquelle. Auf diese Weise konnte das 5-Amino-5-

hydroxymethyl-1,3-dioxan 51a erhalten werden.

Raney-Nickel, EtOH

@] 0] Hydrazin*H,0 @
y 5% y

54 51a
Abbildung 5-7: Reduktion der Verbindung 54 zu 51a

Die Reduktionsversuche an diversen 5-Aminomethyl-5-nitroacetalen verliefen mit
Raney-Nickel, Palladium/Kohle/Ammoniumformiat und Natriumborhydrid allesamt

ergebnislos.

Die Verbindungen 57, 61, 64 und 65 konnten mittels des im AK Bracher entwickelten
Cholesterolbiosynthese-Assays als spezifische Inhibitoren der humanen A®’-
Isomerase identifiziert werden. Da keine der Verbindungen im Agar-Diffusionstest
eine Aktivitat zeigte, wurden sie nicht im Ergosterolbiosynthese-Assay getestet. Alle
aktiven Verbindungen enthalten zwei protonierbare Stickstoffatome, eins oder zwei
davon tertiar, die zwei oder drei Methylengruppen voneinander entfernt sind (siehe
Abb.5-8).
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64 Q@ 65 @

ICe(MTT) = 13 UM IC4(MTT) = 30 uM

61
IC4,(MTT) = 16 UM IC(MTT) = 22 UM

Abbildung 5-8: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit von Grundmanns Keton (11) abgeleiteten

spezifischen A*"-Isomerase-Inhibitoren

Um eine Enzyminhibition zu erreichen muss das Molekldl zwei protonierbare
Stickstoffe, die in der Acetal-Seitenkette liegen, aufweisen. Verbindungen, die nur
eine Aminogruppe enthalten (55, 56 und 68) weisen zwar eine cytotoxische Aktivitat
im MTT-Test auf, aber keine Enzymhemmung im Cholesterolbiosynthese-Assay.
Somit scheint der tertiare Stickstoff der Ethylendiamin-Kette (Verbindungen 57 und
61) bzw. der 1,3-Diaminopropan-Kette (Verbindungen 64, 65 und 84) fir die Aktivitat

essenziell zu sein.
Um Stickstoffatome in rdumliche Néhe der C-4-Position von Sterolen zu platzieren

wurden ferner verschiedene Ester dargestellt. Dazu wurde das Acetal 54 mit

Saurechloriden in Ethanol/Pyridin umgesetzt.
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(0] (@) Saurechlorid
Pyridin
EtOH
_—
HO RT, 12 h
NO2
54 69 -72

Abbildung 5-9: Veresterung des Acetals 54

Zum Testen der Bedingungen wurde das Acetal 54 mit Benzoylchlorid (—Verbindung
69) umgesetzt. Zur Einfuhrung einer basischen Stickstofffunktion in der N&he der C-
4-Position bei Sterolen wurde das Acetal mit Nicotinoylchlorid (—Verbindung 70)
umgesetzt. Da die Morpholinpartialstruktur ein gangiges Motiv bei antimykotischen
Wirkstoffen ist, wurde das Acetal 54 auch mit 4-Morpholincarbonylchlorid zu
Verbindung 72 umgesetzt, allerdings weist 72 als Carbaminsaureester keine
basische funktionelle Gruppe auf. Keine dieser Verbindungen weil3t eine Aktivitat im
Agar-Diffusions- oder MTT-Test auf.

Sé&urechlorid | Substanznummer | Ausbeute
o) C 69 351 %
Cl

(0] N 19

VRN 70 171 %

Cl —

o) /\ 72 39.8 %
Y o

Cl __/

Tabelle 5-2: Zur Veresterung verwendete Saurechloride

Da Grundmanns Keton (11) ein sehr teures, durch Ozonolyse von Vitamin Ds;

gewonnenes Edukt ist, sollte versucht werden mit giinstigeren Ausgangsmaterialien

ahnliche Verbindungen 2zu synthetisieren wie das Amin 64, das im

Cholesterolbiosynthese-Assay eine Hemmung der humanen A%’-Isomerase zeigte

(siehe Abschnitt 4.4). Die Wahl fiel auf gut zugangliche o-Tetralonderivate, die das
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Perhydroinden-Strukturelement von Grundmanns Keton (11) imitieren sollten. Die
Spiroacetalstruktur von Verbindung 64 wurde beibehalten. Um auch die lipophile
Seitenkette von Grundmanns Keton (11) nachzustellen wurde an C-6 des Tetralon
eine iso-Hexyloxyseitenkette eingefihrt. Dazu wurde im ersten Schritt die
Etherfunktion von 78 gespalten und dann das Phenol 81 in einer Williamson-Ether-

Synthese mit 1-Brom-4-methylpentan zu 6-Isohexyloxy-o-tetralon (82) umgesetzt.

O\/\)\
EtOAc
_HB/H,0 E'V(':%
1 h Ruckfluss
49.9 % 16 h, 85 T, o

89.4 %

78 81 82

Abbildung 5-10: Darstellung von 6-Isohexyloxy-o-tetralon (82)

Es wurden verschiedene Methoden zur Acetalisierung der Tetralone mit
Tris(hydroxymethyl)nitromethan getestet. Die besten Ausbeuten konnten durch eine
Umsetzung ohne L&sungsmittel mit Triethylorthoformiat und Tetrabutylammonium-

tribromid (NBu4Brs;) als Katalysator erzielt werden.

R R R
ON
Ho/j/\OH .
HC(OEY), Amin

HO 0] 0O EtOH 0] o)

’ o % o %
_—
RT, 16 h H
O,N OH O,N N

75,R=H 76,R=H, 56.2 % 77, R=H,6.4 %
78, R = OMe 79, R = OMe, 88.7 % 80, R = OMe, 48.0 %
82, R = O-Isohexyl 83, R = O-Isohexyl, 56.1 % 84, R = O-Isohexyl, 34.3 %

Abbildung 5-11: Ubersicht der dargesteliten Tetraline

Das am Aromaten unsubstituierte Tetralin 77 weist keine Enzymhemmung auf, das
Methoxy-substituierte Tetralin 80 weist eine Multienzymhemmung auf und das Iso-
hexyloxy-substituierte Tetralin 84 konnte als Inhibitor der humanen A%-Isomerase

identifiziert werden.
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e g
R PP S N

77 80 84
keine Enzymhemmung Multienzymhemmung Hemmung der A%7-Isomerase

Abbildung 5-12: Gegeniiberstellung der Tetraline 77, 80 und 84

An diesem Beispiel konnte bestatigt werden, dass ein Aquivalent fir die aliphatische
Seitenkette bei Sterolen essenziell fir die Aktivitat der dargestellten Verbindungen
ist. Desweiteren konnte ausgehend von einer wesentlich glnstigeren, achiralen
Vorstufe ein spezifischer Inhibitor der humanen A®’-Isomerase synthetisiert werden,
der im Vergleich mit der vom teureren, chiralen von Grundmanns Keton (11)
abgeleiteten Leitstruktur 64 und deren N-methyliertem Derivat 65, eine vergleichbare
Inhibition der Cholesterolbiosynthese bewirkt. Die inhibitorische Aktivitat ist also
unabhangig von der chiralen Information. Ein weiterer Vorteil von 84 gegeniber den

komplexeren Analoga wie 64 und 65 ist seine fehlende Cytotoxizitat.

SUNRAR PR SO

84 64
IC5o(MTT) => 50 uM IC4o(MTT) = 13 UM ICso(MTT) =30 UM
ICeg= 4.5 uM ICsp=1.7 uM ICqp = 4.7 UM

Abbildung 5-13: Strukturen der Verbindungen 84, 64 und 65 im direkten Vergleich
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Die in Abb. 5-13 genannten ICsp-Werte beziehen sich auf die Hemmung der

Cholesterol-Neusynthese in einem Ganzzell-Assay.

Die Darstellung einer zu 84 analogen Verbindung mit Indolgrundkdrper konnte nicht

realisiert werden.

Da viele Inhibitoren der humanen A®’-Isomerase auch o-Rezeptor-Liganden sind
(siehe Abschnitt 1.1.3.4), wurden zwei der im Rahmen dieser Arbeit dargestellten
Inhibitoren der humanen A%’-Isomerase (Verbindungen 64 und 84) zur Testung auf
0-Rezeptor-Liganden Aktivitdt zu Prof. Winsch an die Universitat Minster geschickt.

Die Ergebnisse liegen bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht vor.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Gerate und Parameter

6.1.1 Schmelzpunkte

Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte mittels eines Buchi B-540 Apparats

(Buchi, Flawil, Schweiz). Die Werte wurden nicht korrigiert.

6.1.2 IR-Spektroskopie

IR-Spektren wurden mit einem Perkin-Elmer FT-IR Paragon 1000 (Perkin-Elmer,
Waltham, USA) oder einem Jasco FT/IR-410 (Jasco, Easton, USA) aufgenommen.
Feststoffe wurden als KBr-Presslinge und Ole als Film zwischen zwei NaCl-Fenstern

vermessen.

6.1.3 Massenspektrometrie

Clund EI:  Hewlett Packard 5989 A Mass Spectrometer. El bei 70 eV und CI mit
Methan als Reaktandgas (Jeol, Tokio, Japan)
HR-MS: Jeol GC mate Il System (Jeol, Tokio, Japan)

6.1.4 GC-MS

Die GC-MS-Analytik erfolgte mit dem System Varian GC 3800 (Varian, Darmstadt,
Deutschland) gekoppelt mit dem MS-Detektor lon trap Saturn (Varian, Darmstadt,
Deutschland). Zur Reaktionskontrolle wurde das System Shimadzu GC 17-A mit
Shimadzu GCMS OP-5000 (Shimadzu, Kyoto, Japan) verwendet.

6.1.5 NMR-Spektroskopie

Die Spektren wurden mit dem Spektrometer Jeol AS 400 ('H-NMR: 400 MHz, *C-
NMR: 100 MHz aufgenommen) (Jeol, Peabody, USA). Dieses Kernresonanz-
Spektrometer kam auch bei DEPT-, HH-COSY-, HMBC- und CH-COSY-Spektren
zum Einsatz. Die angegebenen Zahlenwerte beziehen sich auf die 6—Skala mit TMS
als internen Standard. Die chemischen Verschiebungen (8) sind in ppm und die
Kopplungskonstanten in Hz angegeben. Als L&ésungsmittel wurden CD,Cl,, CDCls,
DMSO-dg verwendet.
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6.1.6 Chromatographische Verfahren

Fur die sdulenchromatographische Aufreinigung der Rohprodukte wurde Kieselgel 60
der KorngréRe 0.040-0.063 mm der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) als
Adsorbens verwendet. Die verwendeten Elutionssysteme sind in der
Synthesevorschrift der einzelnen Verbindungen angegeben, es handelt sich bei den
angegebenen Mischungsverhaltnissen um Volumenanteile.

Far die analytische Dunnschichtchromatographie wurden DC-Polyester-Fertigfolien
Polygram® SIL G/UVys4 (0.2 mm Kieselgel, Format 40x80 mm) (Macherey-Nagel,
Duren, Deutschland) verwendet. Die Detektion erfolgte unter UV-Licht bei einer
Wellenldnge A = 254 nm und/oder mittels Verwendung von Cersulfat/Ammonium-
molybdat Lésung und Hitze.

Fur die préaperative DC wurden DC Kieselgel 60 Fys54 (0.6 mm Kieselgel, Format
20x20 cm) der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) verwendet. Hier erfolgte die

Detektion ausschlieBlich mittels UV-Strahlung der Wellenldnge A = 254 nm.

6.1.7 Mikrowellensynthesen

Mikrowellensynthesen wurden mit dem single-mode Mikrowellenreaktor Discovery
(CEM, Matthews, USA) durchgefiihrt. Die verwendeten Bedingungen sind in der

jeweiligen Synthesevorschrift angegeben.

6.1.8 Elementaranalyse

Die Elementaranalysen wurden an einem Elementar Vario EL (Elementar, Hanau,
Deutschland) durchgefuhrt.

6.1.9 Polarimetrie

Verwendung fand ein Perkin Elmer Polarimeter 241 MC (Perkin Elmer, Waltham,
USA).

6.1.10 Ozonolyse
Zur Ozonolyse wurde ein Ozonova Typ OG700-10WC (Jeske Ozontechnik,

Rudersberg, Deutschland) verwendet. Die Parameter der Ozonolyse finden sich bei

den jeweiligen Synthesevorschriften.
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6.1.11 Software
e Microsoft Office 2003 (Microsoft, Redmond, USA)

e MestRENova 5.1.1. (Mestrelab Research, Santiago de Compostela, Spanien)
e ChemDraw Ultra 10.0 (CambridgeSoft, Cambridge, UK) MDL
e |ISIS™/Draw (MDL Information Systems, San Diego, USA)

e Dynex Revelation Version 4.06

6.1.12 Trocknung der Losungsmittel

Wenn angegeben wurden CH,Cl, Uber K,CO3; zum Ruckfluss erhitzt und destilliert

und THF Gber Natrium zum Ruickfluss erhitzt und destilliert.

6.1.13 Sterilbank

Zur biologischen Testung wurde ein Laminar Air Flow (Heraeus/Kendro, Berlin,

Deutschland) verwendet.

6.1.14 UV — Spektrophotometer

Verwendet wurde ein Dynex MRX Il (Dynex Technologies GmbH, Denkendorf,
Deutschland).

6.1.15 Zentrifuge

Verwendung fand in der biologischen Testung eine Eppendorf 5415 D (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland).
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6.2 Nomenklatur der Spiroverbindungen

Die Nomenklatur und Nummerierung der dargestellten Spiroverbindungen erfolgte
nach der IUPAC-Regel ,SP-4: Monospiroverbindungen mit unterschiedlichen
Komponenten, von denen mindestens eine polycyclisch ist*"*”. Nach dieser Regel
werden die Namen der Komponenten in alphabetischer Reihenfolge in eckige
Klammern eingeschlossen und das Prafix ,Spiro“ vorangestellt. Die Position des
Spiroatoms wird durch die entsprechenden Lokanten bezeichnet, die durch ein
Komma voneinander getrennt, zwischen den Namen der beiden Komponenten

eingefugt werden.

D)

Spiro[cyclopentan-1,1'-inden]

Abbildung 6-1: Spironomenklatur am Beispiel Spiro[cyclopentan-1,1‘-inden]

Die Konfiguration der Stereozentren wird in runden Klammern an den Anfang des
Namens gesetzt, gefolgt von den Substituenten des Spirosystems in alphabetischer
Reihenfolge, so dass sich fir das Dioxolan 33 folgender Name und Nummerierung

ergibt:

(1'R,3a'R,7a'R,1"R)-7a'-Methyl-1'-(1,5-dimethylhexyl)-spiro[1,3-dioxalan-2,4'-octahydroinden]

Abbildung 6-2:Spironomenklatur am Beispiel des Dioxolans 33
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6.3 Synthesevorschriften

6.3.1 (1R,3aR,5R,7aR,1'R)-5-Brom-7a-methyl-1-(1,5-dimetylhexyl)-
octahydroinden-4-on (3)

Br

C13H31BI’O
M, = 343.35 g/mol

1.29 g (3.81 mmol) des Silylenolethers 13 werden in 15 ml THF gel6st. Bei 0 C wird
eine Lésung von 0.900 g (4.98 mmol, 1.3 eq) NBS und 63 mg (0.762 mmol, 0.2 eq)
Natriumacetat in 30 ml THF/Wasser (1:1) langsam zugetropft. Das Gemisch wird auf
RT erwarmt und Uber Nacht geruhrt. Das organische Lésungsmittel wird destillativ
entfernt und die wéssrige Phase dreimal mit je 50 ml Pentan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden tiber MgSO,4 getrocknet. Das Filtrat wird zur
Trockene eingeengt. Die saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit

Isohexan : Ethylacetat (95:5) als Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.
Ausbeute: 737 mg (2.15 mmol, 56.4 %)

'H-NMR (400 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 4.25 (dd, 1H, J = 4.6 Hz, 1.7 Hz, 5-H),
3.36 (dd, 1H, J = 11.7 Hz, 7.4 Hz, 3a-H), 2.42 (ddt, 1H, J = 16.3 Hz, 12.5 Hz, 5.1 Hz,
6-H), 2.23-2.16 (m, 1H, 6-H), 2.02—-1.85 (m, 3H, 2-H, 7-H), 1.70 (dtd, 1H, J = 13.1
Hz, 11.7 Hz, 6.3 Hz, 3-H), 1.60-1.44 (m, 3H, 1-H, 3-H, 5'-H), 1.40-1.24 (m, 4H, 2-H,
1-H, 2-H), 1.18-0.97 (m, 4H, 3-H, 4-H), 0.92 (d, 3H, J = 6.5 Hz, 1-CH3), 0.85 (d,
3H, J = 6.6 Hz, 6™-H), 0.83 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 5'-CH3), 0.60 (s, 3H, 7a-CHa)

3C-NMR (100 MHZ, in CDCl;): & (ppm) = 205.31 (C-4), 56.48 (C-1), 55.67 (C-3a),
50.97 (C-5), 50.39 (C-7a), 39.48 (C-3), 35.99 (C-3'), 35.56 (C-2’), 34.42 (C-7), 32.98
(C-6), 28.08 (C-5), 27.40 (C-2), 23.79 (C-1’), 22.88 (C-6"), 22.62 (C-5'-CH3), 18.97
(C-1-CHs), 18.81 (C-4’), 12.34 (C-7a-CHj3)
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MS (Cl): miz (%) = 343 (42, M*+1), 221 (100)

6.3.2 (6aR,7R,9aR,1‘R)-6a-Methyl-7-(1,5-dimetylhexyl)-6,6a,9a-tetrahydro-
5H-cyclopenta[h]chinolin (9)

Ca1H33N
M = 299.50 g/mol

Vorschrift 1: 0.86 g (2.7 mmol) des O-Allyloxims von Grundmanns Keton 28 werden
thermolytisch ohne Lésungsmittel unter Mikrowellenbedingungen im geschlossenen
System umgesetzt.
Mikrowellenparameter: P =300 W

T=290C

t =5 min

p = max. 8 bar
Die saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (9:1)

als Eluent. Das Produkt ist ein braunes Ol.

Ausbeute: 0.23 g (0.76 mmol, 28.2 %)

Vorschrift 2: 848 mg (2.05 mmol) des a-substituierten Dimethylhydrazons 24 werden
in 5 ml Essigsaure gelost und 3 h unter Mikrowellenstrahlung (P = 300 W) zum
Rickfluss erhitzt. AnschlieRend wird mit gesattigter Na,COs-Losung neutralisiert
und das Gemisch dreimal mit je 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber MgSO,4 getrocknet und das Ldsungsmittel destillativ entfernt.
Die saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (9:1)

als Eluent. Das Produkt ist ein braunes Ol.
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Ausbeute: 182 mg (0.61 mmol, 29.8 %)

"H-NMR (400 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 8.36 (d, 1H, J = 4.8 Hz, 2-H), 7.31 (d, 1H,
J = 7.6 Hz, 4-H), 6.95 (dd, 1H, J = 7.6 Hz, 4.7 Hz, 3-H), 2.79 (dd, 1H, J = 8.5 Hz, 8.5
Hz, 8-H), 2.67-2.65 (m, 2H, 5-H), 2.29-2.22 (m, 1H, 11-H), 1.79-1.73 (m, 2H, 9-H),
1.49-1.32 (m, 8H, 6-H, 10-H, 2>-H, 3-H), 1.16-1.07 (m, 4H, 1"-H, 4-H, 5-H), 1.01 (s,
3H, 7-CHs), 0.94 (d, 3H, J = 6.5 Hz, 1-CHs), 0.84 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 6'-H), 0.82 (d,
3H, J = 6.6 Hz, 5'-CHs)

3C-NMR (100 MHZ, in CDCl3): & (ppm) = 161.44 (C-8a), 147.26 (C-2), 135.48 (C-
4), 131.67 (C-4a), 120.49 (C-3), 54.90 (C-8), 53.27 (C-11), 42.52 (C-7), 39.56 (C-2),
35.71 (C-6), 35.35 (C-3'), 33.83 (C-1'), 31.73 (C-10) 28.88 (C-9), 28.06 (C-5'), 25.97
(C-5), 24.44 (C-4’), 23.40 (C-6a-CH3), 22.89 (C-6'), 22.64 (C-5-CH3) 19.72 (C-1"-
CHs)

MS (Cl): miz (%) = 300 (100, M*+1), 159 (12)

HR-MS (El): m/z (berechnet) | 299.2613

m/z (gefunden) 299.2608
Abweichungin % | -0.002
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6.3.3 (1R,3aR,7aR,1‘R)-7Ta-Methyl-1-(1,5-dimethylhexyl)-octahydroinden-

4-on (Grundmanns Keton (11))

C1gH320
M = 264.46 g/mol

5.00 g (13.0 mmol) Vitamin D3 werden in 100 ml Methanol geldst. Die Lésung wird
auf -35 T abgekihlt und unter Rithren 30 min lang O zon eingeleitet (Gasfluss: 60
I/h). AnschlieRend wird die Lésung mit 50 ml Wasser versetzt und das Methanol
destillativ entfernt. Die restliche Lésung wird dreimal mit je 50 ml Pentan extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet. Das
Lésungsmittel wird destillativ entfernt. Die saulenchromatographische Aufreinigung

erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (98:2) als Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.
Ausbeute:  3.35 g (12.6 mmol, 97 %)

"H-NMR (400 MHz, in CDCl;): 3 (ppm) = 2.31-2.20 (m, 3H, 5-H, 3-H), 2.13-2.07 (m,
1H, 3a-H), 1.77-1.71 (m, 3H, 2-H, 3-H), 1.71-1.65 (m, 2H, 7-H), 1.56-1.43 (m, 2H, 6-
H), 1.37-1.22 (m, 5H, 3"-H, 2"-H, 1-H), 1.12-1.02 (m, 3H, 5'-H, 4"-H), 0.99 (s, 3H, 7a-
CH3), 0.97-0.92 (m, 1H, 1-H), 0.85 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 1’-CH3), 0.81 (d, 3H, J = 5.3
Hz, 5'-CHs), 0.80 (d, 3H, J = 5.3 Hz, 6'-H)

3C-NMR (100 MHZ, in CDCl): & (ppm) = 213.73 (C-4), 61.46 (C-3a), 50.44 (C-1),
48.77 (C-7a), 40.27 (C-5), 39.47 (C-6), 36.44 (C-7), 35.84 (C-3), 34.41 (C-1’), 28.03
(C-5), 27.78 (C-2), 24.23 (C-2’), 23.10 (C-7a-CHs), 22.87 (C-5'-CHs), 22.60 (C-6'),
21.35 (C-3'), 20.87 (C-4’), 19.17 (C-1"-CHa)

MS (Cl): miz (%) = 265 (74, M*+1), 247 (100)
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6.3.4 (1R,3aR,7aR,1‘R)-7Ta-Methyl-1-(1,5-dimethylhexyl)-2,3,3a,6,7,7a-
hexahydro-1H-inden-4-yloxy-trimethylsilan (13)

C21H4ooSi
M, = 336.64 g/mol

0.70 ml (7.04 mmol, 1.5 eq) Diisopropylamin werden in 45 ml frisch destilliertem THF
bei -20 T unter Stickstoffatmosphare gelést und mit 3.9 ml (6.1 mmol, 1.3 eq, 1.6 M
Lésung in Hexan) n-Butyllithium-Lésung versetzt. Die Lésung wird 20 min gerihrt,
dann auf -78 T abgekiihlt. 1.24 g (4.69 mmol) Grund manns Keton (11) in 85 ml
wasserfreiem THF wird langsam hinzu getropft, es wird weitere 2 h gerlhrt.
Anschlieend werden zu der Lésung 8.8 ml (6.57 mmol, 1.4 eq) TMS-CI hinzu
gegeben. Die entstandene Lésung lasst man auf RT erwarmen und rihrt weitere 12
h. Das Ldsungsmittel wird destillativ entfernt und der Rickstand in Diethylether
aufgenommen. Die Suspension wird filtriert und das Filtrat iber MgSO, getrocknet.
Das Lo&sungsmittel wird destillativ entfernt. Die s&ulenchromatographische
Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (99:1) als Eluent. Das Produkt ist ein

farbloses Ol.
Ausbeute: 1.29 g (3.81 mmol, 81.2 %)

'H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): 5 (ppm) = 3.75 (dd, 1H, J = 3.3 Hz, 1.6 Hz, 5-H),
2.70-2.51 (m, 3H, 3a-H, 6-H), 2.45-2.30 (m, 2H, 3-H), 2.12-2.04 (m, 1H, 1-H), 2.03—
1.94 (m, 1H, 1-H), 1.92-1.72 (m, 7H, 2-H, 3-H, 4-H, 5-H), 1.70-1.55 (m, 4H, 2-H,
7-H), 1.41 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 1-CHs), 1.34 (d, 3H, J = 5.3 Hz, 5-CHs), 1.33 (d, 3H, J
= 5.3 Hz, 6"-H), 1.21 (s, 3H, 7a-CHs), 0.60 (s, 9H, (Si(CH3)s)
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3C-NMR (100 MHZ, in CDCl3): & (ppm) = 153.76 (C-4), 103.42 (C-5), 57.33 (C-1),
54.23 (C-3a), 46.01 (C-7a), 41.82 (C-6), 38.63 (C-3), 38.56 (C-3"), 38.47 (C-7), 30.57
(C-2’), 30.31 (C-5), 26.13 (C-1"), 25.36 (C-2), 24.35 (C-6'), 24.29 (C-5"-CHs), 24.10
(C-1-CH3),, 20.38 (C-7a-CHj3), 12.87 (C-4"), 1.51 (Si(CHa)s)

MS (Cl): miz (%) = 337 (40, M*+1), 247 (100)

6.3.5 (6aR,7R,9aR,1‘R)-2,6a-Dimethyl-7-(1,5-dimetylhexyl)-6,6a,9a-
tetrahydro-5H-cyclopenta[h]chinolin (15)

CaoH3sN
M = 313.53 g/mol

0.86 g (2.7 mmol) des O-Crotyloxims von Grundmanns Keton 29 werden ohne
Lésungsmittel thermolytisch unter Mikrowellenbedingungen im geschlossenen
System umgesetzt.
Mikrowellenparameter: P =300 W

T=290<T

t =5 min

p = max. 8 bar
Die saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (9:1)

als Eluent. Das Produkt ist ein braunes Ol.

Ausbeute: 0.24 g (0.75 mmol, 21.3 %)

'H-NMR (400 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 7.22 (d, 1H, J = 7.7 Hz, 4-H), 6.84 (d, 1H,
J = 7.7 Hz, 3-H), 2.78 (t, 1H, J = 8.5 Hz, 9a-H), 2.65-2.62 (m, 2H, 5-H), 2.47 (s, 3H,
2-CHs), 2.30-2.23 (m, 1H, 7-H), 1.83-1.73 (m, 2H, 9-H), 1.49-1.35 (m, 8H, 6-H, 8-H,
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2-H, 3-H), 1.17-1.07 (m, 4H, 1-H, 4-H, 5"-H), 1.01 (s, 3H, 6a-CH3), 0.95 (d, 3H, J =
6.4 Hz, 1"-CH3), 0.86 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 6-H), 0.84 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 5-CHa)

3C-NMR (100 MHZ, in CDCl3): & (ppm) = 160.57 (C-9b), 155.51 (C-2), 136.25 (C-
4), 128.19 (C-4a), 120.14 (C-3), 55.09 (C-9a), 53.23 (C-7), 42.45 (C-6a), 39.58 (C-
2’), 35.63 (C-6), 35.51 (C-3'), 33.86 (C-1'), 32.34 (C-8) 28.71 (C-9), 28.08 (C-5),
25.54 (C-5), 24.53 (C-4’), 24.35 (C-2-CH3), 23.41 (C-6a-CHj3), 22.90 (C-6), 22.64 (C-
5'-CH3), 19.80 (C-1'-CHa)

MS (Cl): miz (%) = 314 (100, M*+1), 160 (16)

HR-MS (EI): m/z (berechnet) 313.2769
m/z (gefunden) 313.2800
Abweichungin % | 0.001

6.3.6 2-Methyl-3-aminoacrolein (19)

HJKK\NHZ

0.10 ml (0.84 mmol) 3-Ethoxymethacrolein werden in 1.00 ml konzentrierter

C4H/N
M = 85.11 g/mol

Ammoniaklésung 12 H bei RT gerthrt. Das Lésungsmittel wird destillativ entfernt. Es
entstehen gelbe Kristalle, die aus Ethylacetat umkristallisiert werden. Der Feststoff
wird ohne weitere Aufreinigung weiter verwendet.

Rohausbeute: 72 mg (0.85 mmol, quantitativ)

'H-NMR (400 MHz, in D,0): & (ppm) = 8.57 (s, 1H, 1-H), 7.36 (s, 1H, 3-H), 1.60
(s, 3H, 2-CHj).
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3C-NMR (100 MHZ, in D,0): & (ppm) = 189.58 (C-1), 160.56 (C-3), 108.86 (C-2),
3.69 (C-2-CHs)

6.3.7 (6aR,7R,9aR,1‘R)-3,6a-Dimethyl-7-(1,5-dimetylhexyl)-6,6a,9a-
tetrahydro-5H-cyclopenta[h]chinolin (22)

CaoHssN
M = 313.53 g/mol

Vorschrift 1: 100 mg Grundmanns Keton (11) (0.38 mmol), 32 mg (0.38 mmol, 1.0
eq) 2-Methyl-3-aminoacrolein (19), 20 pl Triethylamin und 4 mg (0.03 mmol, 8 mol%)
Piperidiniumacetat werden thermolytisch unter Mikrowellenbedingungen im
geschlossenen System umgesetzt.
Mikrowellenparameter: P=300W

T=290<T

t =6 min

p = max. 8 bar
Die saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (9:1)

als Eluent. Das Produkt ist ein braunes Ol.

Ausbeute: 11 mg (0.03 mmol, 9.0 %)

Vorschrift 2: 1.40 g (5.29 mmol) Grundmanns Keton (11) und 450 mg (5.29 mmol, 1
eq) 2-Methyl-3-aminoacrolein (19) werden in 14 ml Eisessig gelést und 4 H unter
Mikrowellenbedingungen (P = 300 W) zum Ruckfluss erhitzt. Die Losung wird mit 10
% iger KHCO3-L&sung neutralisiert und dreimal mit je 40 ml CHCl, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das
Lésungsmittel destillativ entfernt. Die saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt

mit Isohexan : Ethylacetat (9:1) als Eluent. Das Produkt ist ein braunes Ol.
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Ausbeute: 146 mg (0.46 mmol, 8.7 %)

"H-NMR (400 MHz, in CDCl;): & (ppm) = 8.24 (s, 1H, 2-H), 7.20 (s, 1H, 4-H), 2.80
(t, 1H, J = 8.3 Hz, 9a-H), 2.65 (s, 2H, 5-H), 2.26 (s, 3H, 3-CHs), 1.59-1.23 (m, 15H,
6-H, 7-H, 8-H, 9-H, 7°-H, 1-H, 2-H, 3"-H, 4-H, 5'-H), 1.02 (s, 3H, 6a-CHs), 0.96 (d,
3H, J = 6.4 Hz, 1"-CH3), 0.86 (m, 6H, 6'-H, 5'-CHs)

3C-NMR (100 MHZ, in CDCl3): & (ppm) = 158.17 (C-9b), 147.27 (C-2), 136.94 (C-
4), 131.25 (C-4a), 129.90 (C-3), 54.19 (C-7), 53.17 (C-9a), 42.55 (C-6a), 39.56 (C-
2’), 35.70 (C-6), 35.32 (C-3), 33.83 (C-1°), 31.84 (C-7), 28.89 (C-9), 28.08 (C-5'),
25.82 (C-5), 24.45 (C-4’), 23.34 (C-3-CH3), 22.90 (C-6a-CH3), 22.65 (C-6'), 19.74 (C-
5'-CH3), 18.01 (C-1-CHa)

MS (Cl): miz (%) = 314 (100, M*+1), 160 (16)

HR-MS (EI): m/z (berechnet) 313.2769
m/z (gefunden) 313.2614
Abweichungin % | 0.005
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6.3.8 N'-[(1R,3aR,7aR,1‘R)-7a-Methyl-1-(1,5-dimethylhexyl)-
octahydroinden-4-yliden]-N,N-dimethylhydrazin (23)

CooH3sN2
M, = 306.54 g/mol

3.00 g (11.3 mmol) Grundmanns Keton (11) und 3.44 ml (45.4 mmol, 4 eq) N,N-
Dimethylhydrazin werden in 30 ml EtOH gelést und 4 H unter Mikrowellenstrahlung
(P = 150 W) zum Ruckfluss erhitzt. Die Lésung wird mit 50 ml 10 %iger Salzsdure
versetzt und dreimal mit je 50 ml CH.Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber MgSO,4 getrocknet und das Ldsungsmittel destillativ entfernt.
Die sdulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (8:2)

als Eluent. Das Produkt ist ein hellgelbes Ol.

Ausbeute: 1.62 g (5.28 mmol, 46.6 %)

"H-NMR (400 MHz, in CDCls): 5 (ppm) = 2.36 (s, 3H, N-CHs, 2.35 (s, 3H, N-CHa),
2.32-2.20 (m, 1H, 3a-H), 2.15-0.97 (m, 19H, 1-H, 2-H, 3-H, 5-H, 6-H, 7-H, 1’-H, 2’-H,
3’-H, 4’-H, 5’-H), 0.96 (s, 3H, 7a-CHj3), 0.89-0.84 (m, 9H, 1’-CH3, 5’-CHj3, 6’-H)
3C-NMR (100 MHZ, in CDCl3): 5 (ppm) = 170.57 (C-4), 54.96 (C-3a), 53.40 (C-1),
46.33 (C-7a), 44.93 (C-5), 39.84 (N(CHs)2), 38.39 (C-6), 36.39 (C-7), 33.38 (C-3),
32.83 (C-1), 27.01 (C-5’), 26.39 (C-2), 23.79 (C-2’), 22.83 (C-7a-CH3), 21.78 (C-5'-

CHs), 21.49 (C-6’), 21.06 (C-3’), 19.94 (C-4’), 18.71 (C-1'-CHa)

MS (Cl): miz (%) = 307 (100, M*+1), 278 (18)

- 114 -



Experimenteller Teil

HRMS (El): m/z (berechnet) 306.3035
m/z (gefunden) 306.3002
Abweichungin % | -0.001

6.3.9 N'-[(1R,3aR,7aR,1‘R)-7a-Methyl-1-(1,5-dimethylhexyl)-5-[2-(1,3-
dioxolan-2-yl)ethyl]Joctahydroinden-4-yliden]-N,N-dimethylhydrazin
(24)

Ca2s5H46N202
M, = 406.66 g/mol

3.00 ml (5.28 mmol, 1 eq) Lithiumdiisopropylamid (LDA; 1.76-M Lésung in THF)
werden unter Stickstoffatmosphare zu 20 ml wasserfreiem THF gegeben und auf 0
T abgekuhlt. 1.62 g (5.28 mmol) des Dimethylhydraz ons 23 in 30 ml wasserfreiem
THF werden langsam hinzu getropft. Die L6sung wird 2 h bei 0 T geriihrt, dann auf -
78 T abgekihlt und 0.62 ml (5.28 mmol, 1 eq) 2-(2- Bromoethyl)-1,3-dioxolan (BED)
hinzugegeben. Es wird eine weitere Stunde bei -78TC geruhrt, dann auf RT
erwdrmen lassen. Die Losung wird mit 40 ml Wasser versetzt und dreimal mit je 50
ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tGber MgSO,4
getrocknet und das Lésungsmittel destillativ entfernt. Die sdulenchromatographische
Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (7:3) als Eluent. Das Produkt ist ein
hellgelbes Ol.

Ausbeute: 848 mg (2.08 mmol, 39.4 %)
"H-NMR (400 MHz, in CDCl5): 5 (ppm) = 4.83 (t, 1H, J = 4.4 Hz, 3”-H), 3.99-3.91 (m,

2H, Acetal-CH,), 3.88-3.79 (m, 2H, Acetal-CH,), 2.50-2.43 (m, 6H, N(CH3),), 2.41
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(dd, 1H, J = 8.5 Hz, 5.3 Hz, 3a-H), 2.31-2.19 (m, 1H, 2"-H), 2.14-2.02 (m, 1H, 2"-H),
1.95-1.83 (m, 2H, 1“-H), 1.81=1.04 (m, 17H, 1-H, 2-H, 3-H, 5-H, 6-H, 7-H, 2"-H, 3"-H,
4-H, 5-H), 1.02 (s, 3H, 7a-CHs), 0.93 (m, 1H, 1’-H), 0.88-0.83 (m, 9H, 1-CHs, 5"
CHs, 6'-H)

3C-NMR (100 MHZ, in CDCl3): & (ppm) = 174.90 (C-4), 104.23 (C-3"), 64.87
(Acetal-CH,), 64.84 (Acetal-CH,), 58.79 (C-3a), 54.43 (C-1), 49.15 (C-7a), 48.42 (C-
5), 39.84 (N(CH3)y), 39.38 (C-6), 36.57 (C-7), 35.44 (C-3), 34.17 (C-1'), 31.38 (C-5),
28.27 (C-2), 27.96 (C-2'), 27.54 (C-2"), 26.01 (C-1"), 24.17 (C-Ta-CHs), 22.78 (C-5"-
CH3), 22.51 (C-6"), 22.01 (C-3"), 21.57 (C-4"), 19.02 (C-1-CHj)

MS (Cl): miz (%) = 407 (100, M*+1)

HRMS (El): m/z (berechnet) 406.3559
m/z (gefunden) 406.3185
Abweichungin % | -0.009

6.3.10 Crotylhydroxylamin-Hydrochlorid (26)

C4HoNO
M = 217.23 g/mol

4.16 g (19.2 mmol) N-Crotyloxyphthalimid (27) werden in 40 ml EtOH suspendiert
und zum Ruckfluss erhitzt, wobei sich eine klare Lésung bildet. 0.99 ml (1.02 g, 19.2
mmol) Hydrazinhydrat werden hinzugegeben und die resultierende Lésung wird 2 h
zum Ruckfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung wird auf 50 ml 3 %ige Na,COs-
Lésung geschittet, wobei der wahrend der Reaktion entstandene Niederschlag
wieder in Lésung geht. Es wird dreimal mit je 50 ml Diethylether extrahiert. Die

etherische Phase wird mit 100 ml 2 N HCI extrahiert und die wéssrige Phase wird bis
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zur Trockene eingeengt. Der weilde, amorphe Rickstand wird ohne weitere

Aufreinigung weiter verwendet.
Ausbeute: 1.20 g (13.8 mmol, 71.7 %)

'H-NMR (400 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 11.11 (s, 3H, NH5"), 5.88 (dt, 1H, J = 5.2
Hz, 7.0 Hz, 2-H), 5.56 (dq, 1H, J = 1.2 Hz, 4.2 Hz, 3-H), 4.46 (d, J = 6.8 Hz, 2H, 1-H),
1.70 (d, 3H, J = 6.1 Hz, 4-H),

3C-NMR (100 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 134.46 (C-2), 123.53 (C-3), 74.38 (C-4),
17.72 (C-1)

6.3.11 N-Crotyloxyphthalimid (27)

C12H11NO3
M =217.23 g/mol

1.96 ml (1.81 g, 20.0 mmol) Crotylchlorid werden tropfenweise zu einer Suspension
von 2.76 g (20.0 mmol) K2CO3 und 3.26 g (20.0 mmol) N-Hydroxyphthalimid in 34 ml
DMSO gegeben. Die Reaktionsmischung wird 5 d bei RT geruhrt und anschliel3end
auf kaltes Wasser geschittet. Dabei fallt das Produkt als weilde Kristalle aus. Das

Produkt wird abfiltriert und mit kaltem Wasser gewaschen.
Ausbeute: 4.21 g (19.4 mmol, 97 %)
'H-NMR (400 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 7.83-7.82 (m, 2H, 7-H, 4-H), 7.74-7.73

(m, 2H, 6-H, 5-H), 5.88-8.72 (m, 2H, 2-H, 3-H), 4.62 (d, 2H, J = 6.2 Hz, 1-H), 1.69
(d, 3H, J = 6.6 Hz, 4-H)
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3C-NMR (100 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 163.92 (C-1, C-3), 135.62 (C-3'), 134.54
(C-6, C-5), 128.95 (C-7a, C-3a), 124.21 (C-2’), 123.57 (C-7, C-4), 78.71 (C-1’), 18.02
(C-4)

MS (Cl): miz (%) = 218 (10, M*+1), 164 (100)

6.3.12 (1R,3aR,7aR,1‘R)-7a-Methyl-1-(1,5-dimethylhexyl)-
octahydroinden-4-on-O-allyl-oxim (28)

C21H37NO
M = 319.54 g/mol

3.03 g (11.3 mmol) Grundmanns Keton (11), 2.15 g (19.6 mmol, 1.7 eq) O-
Allylhydroxylamin-Hydrochlorid, 1.34 g (22.6 mmol, 2 eq) Natriumacetat und 2.40 g
(22.6 mmol, 2 eq) Natriumcarbonat werden in 25 ml Ethanol suspendiert. Die
Reaktionsmischung wird 6 h zum Ruckfluss erhitzt und anschliel3end weitere 12 h bei
RT geruhrt. Die Suspension wird bis zur Trockene eingeengt, der Rickstand wird in
60 ml CHCl, aufgenommen und dreimal mit je 50 ml 1.5 %iger Salzsaure
gewaschen. Die organische Phase wird Uber MgSO, getrocknet und das
Lésungsmittel destillativ entfernt. Die saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt

mit Isohexan : Ethylacetat (94:6) als Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.
Ausbeute: 2.93 g (9.30 mmol, 82.3 %)
'H-NMR (400 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 6.02-5.95 (m, 1H, 2”-H), 5.29-5.15 (m,

2H, 3"-H), 4.52 (m, 2H, 1"-H), 2.30-2.25 (m, 1H, 3a-H), 2.06-1.99 (m, 1H, 1-H), 1.88-
- 118 -



Experimenteller Teil

1.82 (m, 1H, 3-H), 1.62-1.46 (m, 9 H, 6-H, 5-H, 3-H, 3-H, 2>-H), 1.33-1.24 (m, 5H, 2-
H, 4-H, 1-H), 1.12-1.09 (m, 3H, 7-H, 5-H), 0.96 (s, 3H, 7a-CHs), 0.89-0.85 (m, 9 H,
1-CHs, 5-CHs, 6'-H)

3C-NMR (100 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 160.63 (C-4), 134.72 (C-2”), 116.91 (C-
3”), 74.19 (C-1"), 56.08 (C-3a), 52.68 (C-1), 46.59 (C-7a), 39.54 (C-5), 37.64 (C-6),
36.17 (C-7), 35.16 (C-3), 34.04 (C-1’), 28.03 (C-5'), 24.85 (C-2), 23.90 (C-2’), 23.13
(C-7a-CHj3), 23.08 (C-5'-CHs), 22.65 (C-6’), 22.08 (C-3’), 19.65 (C-4’), 18.90 (C-1’-
CH3)

MS (CI): miz (%) = 320 (100, M*+1), 262 (50)

HRMS (El): m/z (berechnet) 319.2875
m/z (gefunden) 319.2867
Abweichungin % | -0.003

CHN: C H N
berechnet 78.94 11.67 4.31
gefunden 78.89 11.70 4.31
Abweichung in % -0.05 0.03 -0.07
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6.3.13 (1R,3aR,7aR,1‘R)-Ta-Methyl-1-(1,5-dimethylhexyl)-

octahydroinden-4-on-O-crotyl-oxim (29)

C2oH39NO
M= 333.56 g/mol

1.16 g (4.40 mmol) Grundmanns Keton (11), 1.09 g (8.80 mmol, 2 eq) O-
Crotylhydroxylamin-Hydrochlorid (26), 0.53 g (8.80 mmol, 2 eq) Natriumacetat und
0.93 g (8.80 mmol, 2 eq) Natriumcarbonat werden in 10 ml Ethanol suspendiert. Die
Reaktionsmischung wird 6 h zum Ruickfluss erhitzt und anschlieRend weitere 12 h bei
RT gerthrt. Die Suspension wird eingeengt, der Riuckstand wird in 60 ml CH,Cl,
aufgenommen und dreimal mit je 50 ml 1.5 %iger Salzsdure gewaschen. Die
organische Phase wird Uber MgSO, getrocknet und das L&sungsmittel destillativ
entfernt. Die saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan
Ethylacetat (94:6) als Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.

Ausbeute: 1.17 g (3.52 mmol, 76.0 %)

"H-NMR (400 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 5.73-5.63 (m, 2H, 2”-H, 3”-H), 4.46-4.43
(m, 2H, 1”-H), 2.38-2.25 (m, 1H, 3a-H), 2.06-1.98 (m, 1H, 1-H), 1.90-1.83 (m, 1H, 3-
H), 1.72-1.69 (m, 3H, 4”-H), 1.61-1.46 (m, 7 H, 6-H, 5-H, 3-H, 3"-H), 1.35-1.28 (m,
6H, 2-H, 5-H, 2>-H, 1-H), 1.14-1.07 (m, 4H, 7-H, 4-H), 0.97 (s, 3H, 7a-CH3), 0.89-
0.85 (m, 9 H, 1’-CHs, 5'-CHs, 6'-H)

3C-NMR (100 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 160.36 (C-4), 128.14 (C-2”), 126.08 (C-
3"), 72.76 (C-17), 54.78 (C-3a), 52.84 (C-1), 45.19 (C-7a), 38.20 (C-5), 36.31 (C-6),
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34.87 (C-7), 34.65 (C-3), 33.84 (C-1'), 26.74 (C-5'), 26.67 (C-2), 23.48 (C-2’), 23.30
(C-7a-CHs), 22.56 (C-5'-CHj), 21.80 (C-6'), 21.26 (C-4”), 19.40 (C-3'), 18.20 (C-4"),
16.61 (C-1-CH3)

MS (CI): m/z (%) = 334 (100, M*+1), 262 (58)

CHN: C H N
berechnet 79.22 11.79 4.20
gefunden 79.10 12.08 4.39
Abweichung in % -0.12 0.29 0.19

6.3.14 (6aR,7R,9aR,1‘R)-N-Methyl-7-(1,5-dimetylhexyl)-6,6a,9a-
tetrahydro-5H-cyclopenta[h]chinoliniumiodid (30)

CooHseNI
M = 441.44 g/mol

126 mg (0.42 mmol) des Pyridins 9 werden in so wenig Aceton wie moglich geldst
und mit 0.65 ml (1.05 mmol, 2.5 eq) Methyliodid versetzt. Die Lésung wird 16 h bei
RT gerUhrt. Wahrend dieser Zeit fallt das Produkt als weiler Feststoff aus, der aus
EtOH umkristallisiert wird.

Ausbeute: 99 mg (0.22 mmol, 53.4 %)

'H-NMR (400 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 9.43 (d, 1H, J = 5.9 Hz, 2-H), 8.17 (d, 1H,
J = 7.8 Hz, 4-H), 7.83 (dd, 1H, J = 7.4 Hz, 6.5 Hz, 3-H), 4.56 (s, 3H, 1-CH3), 3.21 (t,
1H, J = 9.4 Hz, 9a-H), 2.89 (dd, 2H, J = 6.9 Hz, 4.7 Hz, 6-H), 2.48-2.38 (m, 1H, 9-H),
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2.08 (dd, 1H, J = 9.3 Hz, 4.6 Hz, 5-H), 2.00-1.90 (m, 1H, 1’-H), 1.67-1.35 (m, 7H, 5-
H, 8-H, 7-H, 2’-H, 5'-H), 1.23-1.10 (m, 8H, 9-H, 1’-CHj3, 3’-H, 4’-H), 0.99 (d, 3H, J =
6.0 Hz, 7-CHj3), 0.86 (d, 6H, J = 6.5 Hz, 5'-CHj3, 6'-H)

3C-NMR (100 MHZ, in CDCl3): & (ppm) = 157.70 (C-9b), 144.96 (C-2), 143.61 (C-
4), 138.13 (C-4a), 123.65 (C-3), 51.10 (C-7), 48.58 (C-9a), 45.76 (1-CHs), 43.42 (C-
6a), 38.35 (C-2), 34.39 (C-8), 33.34 (C-5), 31.91 (C-5'), 30.83 (C-9), 27.00 (C-1’),
26.87 (C-3'), 25.07 (C-6), 24.16 (C-6a-CHs), 23.32 (C-4’), 21.77 (C-6"), 21.53 (C-5"-
CH3), 18.81 (C-1-CHa)

MS (CI): miz (%) = 314 (M*+1, 54), 300 (100)

HR-MS (El): m/z (berechnet) 313.2769

m/z (gefunden) 313.2726
Abweichungin % | -0.001

6.3.15 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-
spiro[1,3-dioxolan-2,4’-octahydroinden] (32)

C20H3602
M = 308.51 g/mol

Vorschrift 1: 2.14 g (8.08 mmol) Grundmanns Keton (11) und 9.01 ml (16.16 mmol, 2
eq) 1,2-Ethandiol werden in 15 ml Toluol gelést. 0.500 g (2.90 mmol, 0.36 eq) para-
Toluolsulfonsdure wird hinzugefigt und die Suspension 5 h am
Wasserabscheider zum Ruckfluss erhitzt. Dann werden 80 ml 10 % wassrige
Na,COs-Lésung zugegeben und das Gemisch dreimal mit je 50 ml CH,Cl, extrahiert.
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Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das
Lésungsmittel destillativ entfernt. Die sdulenchromatographische Aufreinigung erfolgt
mit Isohexan : Ethylacetat (98:2) als Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.

Ausbeute: 1.03 g (3.34 mmol, 41.3 %)

Vorschrift 2: 1.86 g (7.01 mmol) Grundmanns Keton (11) und 0.46 ml (8.41 mmol, 1.2
eq) 1,2-Ethandiol werden in 21 ml Acetonitril gelost. 34 mg (0.07 mmol, 1 mol%)
Scandium(lll)triflat und 0.92 ml (8.41 mmol, 1.2 eq) HC(OMe); werden
hinzugefugt und die Lésung 4 h am Wasserabscheider zum Rickfluss erhitzt.
Anschlielend werden 80 ml Wasser zugegeben und das Gemisch dreimal mit je 50
ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tUber MgSO,
getrocknet und das Lésungsmittel destillativ entfernt. Die sdulenchromatographische
Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (98:2) als Eluent. Das Produkt ist ein
farbloses Ol.

Ausbeute: 1.00 g (3.19 mmol, 45.5 %)

Vorschrift 3: 104 mg (0.40 mmol) Grundmanns Keton (11) und 0.02 ml (0.80 mmol, 2
eq) 1,2-Ethandiol werden in 1 ml Acetonitril gelést. 1 mg (0.01 mmol, 3 mol%)
Scandium(llhtriflat und 0.04 ml (0.80 mmol, 2 eq) HC(OMe); werden
hinzugefugt und die Lésung 2 h unter Mikrowellenbedingungen (P= 150 W)
zum RUckfluss erhitzt. AnschlieRend werden 80 ml Wasser zugegeben und das
Gemisch dreimal mit je 50 ml CHCl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber MgSO, getrocknet und das Ld&sungsmittel destillativ entfernt. Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (98:2) als

Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.
Ausbeute: 72 mg (0.23 mmol, 56.7 %)
"H-NMR (400 MHz, in MeOH-d,): 0 (ppm) = 3.94-3.87 (m, 4H, 4-H, 5-H), 1.90—

1.78 (m, 1H, 3a’-H), 1.71-1.10 (m, 19H, 1’-H, 2’-H, 3’-H, 5-H, 6'-H, 7’-H, 1”-H, 2"-H,
3"-H, 4”-H, 5”-H), 0.98 (s, 3H, 7a’-CH3), 0.86 (m, 9H, 1”-CH3, 6”-H, 5”-CHj3)
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3C-NMR (100 MHz, in MeOH-d.): 5 (ppm) = 111.38 (spiro-C), 64.58 (C-4),
63.91 (C-5), 54.99 (C-1’), 51.42 (C-32’), 45.10 (C-7a’), 39.49 (C-5'), 35.88 (C-6),
34.96 (C-7’), 34.49 (C-17), 32.17 (C-5"), 28.01 (C-2’), 27.13 (C-3’), 24.91 (C-3"),
24.36 (C-2”), 22.99 (C-6”), 22.79 (C-7a’-CHs), 22.56 (C-5"-CHs), 19.66 (C-1"-CHs),
19.38 (C-4”)

MS (CI): m/z (%) = 309 (100, M*+1), 265 (16)
IR (CH,Cl,, Film): v (cm™) = 2952, 2871, 1467, 1381, 1336, 1146, 1057, 928

Spezifische Drehung: [a]3’ = 36.5 (c = 0.014, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 308.2715
m/z (gefunden) 308.2719
Abweichungin % | 0.001

6.3.16 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-4-Hydroxymethyl-7a’-methyl-1’-(1,5-
dimethylhexyl)-spiro[1,3-dioxolan-2,4’-octahydroinden] (40)

C21H3503
M = 338.54 g/mol

2.00 g (7.55 mmol) Grundmanns Keton (11) und 0.60 ml (9.1 mmol, 1.2 eq) Glycerol
werden in 20 ml Acetonitril gelést. 24 mg (0.45 mmol, 6 mol%) Scandium(lltriflat
und 1.80 ml (16.5 mmol, 2.2 eq) HC(OMe); werden hinzugefugt und die
Lésung 2 h unter Mikrowellenbedingungen (P = 150 W) zum Ruckfluss erhitzt.
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Anschlielend werden 40 ml Wasser zugegeben und das Gemisch dreimal mit je 30
ml CH.Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber MgSO4
getrocknet und das Lésungsmittel destillativ entfernt. Die sdulenchromatographische
Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (7:3) als Eluent. Das Produkt ist ein
farbloses Ol.

Ausbeute: 2.37 g (7.01 mmol, 93.0 %)
"H-NMR (400 MHz, in MeOH-d,): 6 (ppm) = 4.21-3.91 (m, 2H, 1"’-H), 3.76-
3.41 (m, 3H, 4-H, 5-H), 1.94-1.14 (m, 20H, 1’-H, 2’-H, 3’-H, 3a’-H, 5-H, 6’-H, 7’-H,

17-H, 2°-H, 3”-H, 4”-H, 5”-H), 1.01 (s, 3H, 7a-CH3), 0.93-0.89 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H,
5”-CHs)

3C-NMR (100 MHz, in MeOH-d,): 5 (ppm) = nicht auswertbar, da mehrfacher

Signalsatz

GC-MS: komplexes Gemische aus Stereoisomeren detektiert

MS (CI): m/z (%) =339 (100, M*+1), 129 (32)

IR (CH.Cl,, Film): v (cm™) = 3417, 2952, 1468, 1374, 1106, 1040, 758, 666

Spezifische Drehung: [a]3’ = 43.0 (c = 0.016, CH.Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 338.2821
m/z (gefunden) 338.2853
Abweichungin % | -0.01
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6.3.17 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-5-methylen-1’-(1,5-
dimethylhexyl)-spiro[1,3-dioxan-2,4’-octahydroinden] (44)

C22H380-
M = 334.55 g/mol

250 mg (0.950 mmol) Grundmanns Keton (11) und 0.100 ml (1.24 mmol, 1.3 eq) 2-
Methylen-1,3-propandiol werden in 5 ml Acetonitril gelést. 30 mg (0.02 mmol, 6
mol%) Scandium(lltriflat und 0.250 ml (1.90 mmol, 2.2 eq) HC(OMe); werden
hinzugefugt und die Lésung 2 h unter Mikrowellenbedingungen (P 150 W)
zum Ruckfluss erhitzt. AnschlieRend werden 40 ml Wasser zugegeben und das
Gemisch dreimal mit je 50 ml CH,CI, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber MgSO, getrocknet und das L&sungsmittel destillativ entfernt. Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (96:4) als

Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.
Ausbeute: 117 mg (0.35 mmol, 37.0 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD.Cl,): & (ppm) = 4.82 (2d, 2H, J = 2.4, 2.4 Hz, 5-CHy),
4.32-4.24 (m, 4H, 4-H, 6-H), 2.13 (t, 1H, J = 8.9 Hz, 3a-H), 1.83-1.33 (m, 15H, 1"-H,
2-H, 3-H, 5-H, 7-H, 17-H, 3”-H, 4”-H, 5”-H), 1.18 (m, 4H, 6'-H, 2"-H,), 1.04 (s, 3H,
7a’-CHs), 0.88 — 0.84 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CHs)

3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 141.73 (spiro-C), 107.35 (C-2-CH,),
100.76 (C-5), 63.16 (C-4), 63.12 (C-6), 55.13 (C-1’), 50.88 (C-3a’), 44.52 (C-7a)),
39.51 (C-5), 36.94 (C-6’), 33.99 (C-1”), 33.84 (C-7’), 28.46 (C-2'), 28.14 (C-57),
25.79 (C-3), 25.27 (C-3”), 25.03 (C-2”), 22.57 (C-6”), 22.39 (C-7a’-CHs), 21.54 (C-
5”-CHs), 19.66 (C-1-CHs), 18.92 (C-4")
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MS (Cl): miz (%) = 335 (100, M*+1), 247 (20)
IR (CHCl, Film): v (cm™) = 2954, 1674, 1467, 1367, 1367, 1092, 901

Spezifische Drehung: [a]4° = 74.5 (c = 0.010, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 334.2872
m/z (gefunden) 334.2879
Abweichungin % | 0.002

6.3.18 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-
spiro[1,3-dioxan-2,4’-octahydroinden]-5-on (45)

C22H3603
M = 336.52 g/mol

1.66 mg (4.93 mmol) des Methylenacetals 44 werden in 3 ml CH,Cl, gelést und mit 1
ml Pyridin versetzt. Die Losung wird auf -78 T abg ekihlt und unter Rdhren bis zur
Blaufarbung (etwa 10 min) Ozon eingeleitet (Gasfluss: 25 I/h). Anschlieend wird die
Lésung in 20 ml 10%ige Na,COs-Lésung gegeben und dreimal mit je 30 ml CH,CI,
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Gber MgSO,4 getrocknet. Das
Lésungsmittel wird destillativ entfernt. Die sdulenchromatographische Aufreinigung

erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (98:2) als Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.

Ausbeute: 617 mg (1.83 mmol, 37.1 %)
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"H-NMR (400 MHz, in CD.Cl,): & (ppm) = 4.29-4.05 (m, 4H, 4-H, 6-H), 2.11-2.07
(m, 1H, 3a-H), 1.94-1.25 (m, 19H, 1-H, 2’-H, 3-H, 5-H, 6"-H, 7’-H, 17-H, 2"-H, 3"-H,
4”-H, 5”-H), 1.08 (s, 3H, 7a’-CH3), 0.88- 0.86 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CHs)

3C-NMR (100 MHz, in CD.Cl,): & (ppm) = 208.96 (C-5), 103.03 (spiro-C), 67.05 (C-
4), 67.03 (C-6), 56.91 (C-1’), 51.48 (C-3a’), 45.02 (C-7a’), 39.99 (C-5'), 37.43 (C-6"),
34.25 (C-17), 33.99 (C-7’), 28.63 (C-2’), 28.30 (C-5”), 27.30 (C-3"), 25.85 (C-3"),
25.05 (C-2”), 23.05 (C-6”), 22.87 (C-7a’-CHs), 21.75 (C-5"-CHs), 20.19 (C-1”-CHj),
19.63 (C-4”)

MS (Cl): miz (%) = 337 (82, M*+1), 247 (100)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) =2954, 1801, 1749, 1709, 1467, 1375, 1235, 1095, 929

Spezifische Drehung: [a]4° = 73.8 (c = 0.016, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 336.2665
m/z (gefunden) 336.2664
Abweichungin % | -0.0003
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6.3.19 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-5-Amino-5-hydroxymethyl-7a’-methyl-1’-
(1,5-dimethylhexyl)-spiro[1,3-dioxan-2,4’-octahydroinden] (51a)

C22H41NO3
M = 367.58 g/mol

Raney-Nickel: 2.5 g Ni-Al-Gemisch werden bei 0 C portionsweise zu einer Lésung
von 3.1 g (77.5 mmol) NaOH in 12 ml Wasser gegeben. Bei der Zugabe darf die
Temperatur 25 T nicht Uberschreiten. Die Suspension wird auf RT abgekiuhlt und
anschlieRend 2 h auf 70 T erhitzt. Der entstandene Raney-Nickel wird dekantiert
und dreimal mit je 40 ml Wasser und viermal mit je 50 ml EtOH gewaschen.

Reduktion: 750 mg (1.89 mmol) der Verbindung 54 werden in 15 ml EtOH gelést und
zu dem gewaschenen Raney-Nickel gegeben. Es werden 5.16 ml (103 mmol, 55 eq)
Hydrazinhydrat hinzugegeben und die Suspension 16 h bei RT gerihrt. Die
Reaktionsmischung wird Gber Celit filtriert, das Filtrat ber MgSO, getrocknet und
das Ld&sungsmittel destillativ entfernt. Die sdulenchromatographische Aufreinigung
erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat : NEt; (6:4:0.1) als Eluent. Das Produkt ist ein

braunes Ol.
Ausbeute: 170 mg (0.46 mmol, 24.3 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 4.42 (d, 1H, J = 12.9 Hz) und 4.40 (d, 1H,
J = 12.8 Hz) (4-Heq, 6-Heg), 4.04 (d, 1H, J = 13.0 Hz) und 3.99 (d, 1H, J = 12.9 Hz) (4-
Hax, 6-Hax), 3.95 (s, 2H, 1’-H), 1.98 (t, 1H J = 8.1 Hz, 3a-H), 1.83 (m, 1H, 3*-H),
1.63-1.08 (m, 18H, 1-H, 2-H, 3-H, 6"-H, 7"-H, 1”-H, 2"-H, 3”-H, 4”-H, 5”-H), 0.99 (s,
3H, 7a’-CH3), 0.88-0.84 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CHs)
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3C-NMR (100 MHz, in CD.Cl,): & (ppm) = 102.40 (spiro-C), 87.31 (C-5), 64.20 (C-
1), 61.35 (C-6), 61.05 (C-4), 54.09 (C-1"), 52.16 (C-3a’), 45.04 (C-7a’), 39.90 (C-5),
36.93 (C-6), 34.90 (C-7'), 34.72 (C-1”), 28.56 (C-5”), 28.16 (C-2’), 26.60 (C-3),
25.54 (C-3”), 25.37 (C-2"), 23.04 (C-6"), 22.89 (C-7a’-CHj3), 22.63 (C-5"-CHj3), 20.07
(C-1”-CH3), 19.14 (C-4”)

MS (CI): miz (%) = 368 (60, M*+1), 247 (100)
IR (CHCl, Film): v (cm™) = 2954, 1546, 1466, 1366, 1339, 1118, 1026, 757

Spezifische Drehung: [a]3’ = 45.7 (c = 0.012, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 367.3086
m/z (gefunden) 367.3099
Abweichungin % | 0.004

6.3.20 Benzyl-2-hydroxy-1-hydroxymethyl-ethylcarbamat (52)
HO
\j\ )()J\
HO
AR

1.00 g (11.0 mmol) 2-Amino-1,3-propandiol werden unter Stickstoff-Atmosphére in 6

C11H15NO4
M = 225.25 g/mol

ml Ethanol p.a. gelést und 1.7 ml Triethylamin hinzugefiigt. Das Gemisch wird auf O °
C abgekihlt und 1.76 ml (12.3 mmol, 1.12 eq.) Chlorameisensaurebenzylester
portionsweise hinzu gegeben. Nach beendeter Zugabe wird die L6ésung zwei weitere
H bei RT gerihrt. Wahrend dieser Zeit fallt Ammoniumchlorid aus, das nach
beendeter Reaktion durch Filtration abgetrennt wird. Das Filtrat wird auf die Halfte
des Volumens eingeengt. Dabei féllt das Produkt als wei3e Nadeln aus. Die Féllung
wird Gber Nacht im Kuhlschrank vervollstandigt. Das Produkt wird abfiltriert und im

Hochvakuum getrocknet.
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Ausbeute: 1.28 g (5.66 mmol, 51.5 %)

'H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 7.44-7.34 (m, 4H, Phenyl-C-2, Phenyl-C-
3, Phenyl-C-5, Phenyl-C-6), 7.34- -7.30 (m, 1H, Phenyl-C-4), 6.93 (d, 1H, J = 7.7 Hz,
NH), 5.01 (s, 2H, Phenyl-CH,), 4.64 (t, 2H, J = 54 Hz, OH), 3.38 (m, 5H,
Hydroxymethyl-CH,, N-CH)

3C-NMR (100 MHz, in MeOH-ds): & (ppm) = 165.57 (C=0), 146.88 (Phenyl-C-
1), 138.00 (Phenyl-C-2, Phenyl-C-3, Phenyl-C-5, Phenyl-C-6) , 137.41 (Phenyl-C-4),
74.80 (Phenyl-CH,), 70.06 (Hydroxymethyl-CH,), 64.65 (Hydroxymethyl-CH,), 54.97
N-CH)

6.3.21 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-5-Hydroxymethyl-7a’-methyl-1’-(1,5-
dimethylhexyl)-5-nitrospiro[1,3-dioxan-2,4’-octahydroinden] (54)

C22H39NOs
M = 397.56 g/mol

Vorschrift 1: 6.83 g (25.8 mmol) Grundmanns Keton (11) und 7.80 g (51.7 mmol, 2
eq) Tris(hydroxymethyl)nitromethan werden in 37 ml Acetonitril p.a. gelést, 368 mg
(0.78 mmol, 3 mol%) Scandium(lll)triflat und 6.20 ml (6.01 g, 56.7 mmol, 2.2 eq)
Trimethylorthoformiat  werden  hinzugefiigt. Die  Suspension wird unter
Mikrowellenbedingungen zum Ruckfluss erhitzt.
Mikrowellenparameter: P =80W

T=90C

t =120 min

p = 0 bar (offen)
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Die braune L&sung wird in 80 ml 10 % wassrige Na,COs-Lésung gegeben und das
Gemisch dreimal mit je 50 ml CHCl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber MgSO, getrocknet und das Ld&sungsmittel destillativ entfernt. Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (8:2) als

Eluent. Das Produkt ist ein braunes Ol.

Ausbeute: 4.36 g (11.0 mmol, 42.5 %)

Vorschrift 2: 1.65 g (6.23 mmol) Grundmanns Keton (11), 3.76 g (24.92 mmol, 4 eq)
Tris(hydroxymethyl)nitromethan und 30 mg (0.060 mmol, 1 mol%)
Tetrabutylammonium-triboromid werden mit 1.10 ml (6.85 mmol, 1.1 eq)
Triethylorthoformiat (CH(OEt);) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 48 h bei RT
geruhrt. Das Gemisch wird mit 100 ml 10%iger Na,COs;-Lésung versetzt und das
Gemisch dreimal mit je 50 ml CHCl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel destillativ entfernt. Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (8:2) als

Eluent. Das Produkt ist ein braunes Ol.

Ausbeute: 854 mg (2.15 mmol, 34.5 %)

Vorschrift 3: 1.20 g (4.54 mmol) Grundmanns Keton (11), 2.75 g (18.16 mmol, 4 eq)
Tris(hydroxymethyl)nitromethan und 22 mg (0.050 mmol, 1 mol%)
Tetrabutylammonium-triboromid werden mit 0.83 ml (4.50 mmol, 1.1 eq)
Triethylorthoformiat  (CH(OEt);) versetzt. Die  Suspension  wird unter
Mikrowellenbedingungen zum Rickfluss erhitzt.
Mikrowellenparameter: P =80W

T=90C

t =120 min

p = 0 bar (offen)
Die braune Lésung wird in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Lésung gegeben und das
Gemisch dreimal mit je 50 ml CHCl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber MgSO, getrocknet und das L&sungsmittel destillativ entfernt. Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (8:2) als

Eluent. Das Produkt ist ein braunes Ol.
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Ausbeute: 443 mg (1.11 mmol, 24.5 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 4.41 (d, 1H, J = 12.9 Hz) und 4.38 (d, 1H,
J = 12.8 Hz) (4-Heq, 6-Heq), 4.03 (d, 1H, J = 12.8 Hz) und 3.98 (d, 1H, J = 13.0 Hz) (4-
Hax, 6-Hax), 3.95 (s, 2 H, 1°"-H), 2.19 (s, 1H, 1"’-OH), 1.99-1.96 (m, 1H, 3a’-H), 1.88-
1.78 (m, 2H, 5-H), 1.59-1.49 (m, 9H, 1-H, 2-H, 3"-H, 6-H, 7-H), 1.34-1.29 (m, 3H,
17-H, 2-H), 1.24-1.12 (m, 5H, 3"-H, 4”-H, 5”-H), 0.97 (s, 3H, 7a’-CH3), 0.86-0.84 (m,
9H, 1”-CHa, 6”-H, 5”-CHs)

3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl,): 5 (ppm) = 101.89 (spiro-C), 86.79 (C-5), 63.73 (C-
1), 60.85 (C-6), 60.55 (C-4), 53.63 (C-1°), 51.59 (C-3a’), 44.54 (C-7a’), 39.40 (C-5'),
36.43 (C-6'), 34.38 (C-7’), 34.21 (C-1"), 28.07 (C-5”), 27.69 (C-2’) 26.06 (C-3’), 25.05
(C-3”), 24.89 (C-2”), 22.53 (C-6"), 22.38 (C-7a’-CHs), 22.10 (C-5”-CHs), 19.57 (C-1"-
CHs), 18.65 (C-4”)

MS (Cl): miz (%) = 398 (14, M*+1), 247 (100)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) = 2956, 1710, 1550, 1469, 1348, 1262, 1216, 1115,
1062, 758

Spezifische Drehung: [a]%’ = 38.7 (c = 0.012, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 397.2828
m/z (gefunden) 397.2825
Abweichungin % | -0.001
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6.3.22 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-5-(N-methylamino)methyl-1’-
(1,5-dimethylhexyl)-5-nitrospiro[1,3-dioxan-2,4’-octahydroinden]
(595)

Ca3H42N204
M =410.60 g/mol

571 mg (1.44 mmol) der Verbindung 54 werden in 2.00 ml (0.50 g, 16.1 mmol, 11.2
eq) CHsHN2-Lésung (33 % in Ethanol) gelést. Die Reaktionsmischung wird im
geschlossenen Gefald bei 65 T 16 h gerthrt. Dann wird die braune Lésung in 50 ml
10 % wassrige Na,COgs-Lésung gegeben und dreimal mit jeweils 50 ml CH.ClI,
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tGber MgSO,4 getrocknet und
das L&sungsmittel destillativ entfernt. Die sdulenchromatographische Aufreinigung

erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (7:3) als Eluent. Das Produkt ist ein braunes Ol.
Ausbeute: 183 mg (0.45 mmol, 31.5 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 4.46-4.42 (m, 2 H, 4-Heq, 6-Heg), 4.01 (d,
1H, J = 13.1 Hz) und 3.96 (d, 1H, J = 13.0 Hz) (4-Hax, 6-Hay), 2.90 (s, 2H, 1”-H), 2.36
(s, 3H,N-CHs), 2.00-1.94 (m, 1H, 3a’-H), 1.80-1.75 (m, 2H, 3-H), 1.58-1.48 (m, 8 H,
2'-H, 5-H, 6"-H, 7’-H), 1.34-1.13 (m, 9 H, 1™-H, 1”-H, 2"-H, 3”-H, 4”-H, 5”-H), 0.95 (s,
3H, 7a’-CHs), 0.87-0.85 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CHs)

3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 102.12 (spiro-C), 87.49 (C-5), 62.60 (C-
6), 62.35 (C-4), 55.04 (C-1""), 54.27 (C-1’), 53.04 (C-3a’), 45.08 (C-72’), 39.91 (C-5),
37.50 (N-CH3), 36.76 (C-6'), 35.22 (C-7’), 34.92 (C-1"), 28.58 (C-57), 27.22 (C-2)),
27.09 (C-3'), 25.45 (C-3"), 24.80 (C-2"), 23.14 (C-6"), 23.03 (C-7a’-CHs), 22.87 (C-
5”-CH3), 20.02 (C-1"-CHs), 19.07 (C-4”)
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MS (Cl): miz (%) = 411 (100, M*+1), 147 (40)
IR (CH2Cl, Film): v (cm™) = 2954, 1548, 1468, 1468, 1366, 1336, 1118, 1092, 758

Spezifische Drehung: [a]4° = 43.5 (c = 0.011, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 410.3144
m/z (gefunden) 410.3205
Abweichungin % | -0.002

6.3.23 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-5-(N,N-dimethylaminomethyl)-
1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-nitrospiro[1,3-dioxan-2,4’-octahydroinden]
(56)

C24H44N204
M = 424.63 g/mol

1.00 g (2.52 mmol) der Verbindung 54 werden in 1 ml Ethanol p.a. gelést und mit
0.300 g (3.73 mmol, 1.5 eq) Dimethylamin-Hydrochlorid und 0.5 ml NEt; versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal bei 70 T 10 h gertuhrt. Dann wird
die braune Ldsung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Ldsung gegeben und dreimal mit
jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
MgSO, getrocknet und das Ld&sungsmittel destillativ  entfernt.  Die
sédulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (8:2) als

Eluent. Das Produkt ist ein gelbes Ol.
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Ausbeute: 245 mg (0.58 mmol, 23.0 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 4.40 (2d, 2H, J =13.0 Hz, 12.9 Hz, 4-Heq,
6-Heq), 4.00 (d, 1H, J = 13.0 Hz) und 3.96 (d, 1H, J = 12.9 Hz) (4-Hax, 6-Hay), 2.71 (s,
2H, 1°"-H), 2.20 (s, 6H, N(CHa)y), 1.99-1.93 (m, 1H, 3a’-H), 1.77-1.75 (m, 2H, 5'-H),
1.56-1.12 (m, 17H, 1-H, 2"-H, 3"-H, 6"-H, 7"-H, 1”-H, 2"-H, 3"-H, 4”-H, 5”-H), 0.94 (s,
3H, 7a’-CHs), 0.86-0.84 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CHs)

3C-NMR (100 MHz, in CD.Cl,): 5 (ppm) = 101.93 (spiro-C), 87.16 (C-5), 62.79 (C-
6), 62.63 (C-4), 62.38 (C-1""), 53.01 (C-1’), 52.99 (C-32’), 47.89 (N(CH3)2), 45.07 (C-
7a’), 39.89 (C-5), 36.76 (C-6'), 35.23 (C-7’), 34.99 (C-1"), 34.90 (C-5"), 28.57 (C-2'),
27.25 (C-3'), 25.44 (C-2”), 24.75 (C-3"), 23.12 (C-7a’-CH3), 23.05 (C-1"-CHs), 22.86
(C-6”), 20.02 (C-5”-CHj3), 19.07 (C-4”)

MS (CI): miz (%) = 495 (12, M*+1), 128 (100)

IR (CH.Cl, Film): v (cm™) = 2954, 1549, 1457, 1373, 1332, 1143, 1080, 758

Spezifische Drehung: [a]4° = 40.1 (c = 0.011, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 424.3301
m/z (gefunden) 424.3299
Abweichung in % | -0.0001
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6.3.24 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-5-[N-(N,N-dimethylaminoeth-2-
yl-aminomethyl)-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-nitrospiro[1,3-dioxan-2,4’-
octahydroinden] (57)

2 Co6H19N304
M = 467.70 g/mol

700 mg (1.76 mmol) der Verbindung 54 werden in 1 ml Ethanol p.a. gelést und mit
1.00 ml (916 mmol, 5.2 eq) N,N-Dimethylethylendiamin versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal bei 70 € 10 h gerihrt. Dann wird
die braune Ldsung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Ldsung gegeben und dreimal mit
jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
MgSO, getrocknet und das Ld&sungsmittel destillativ  entfernt.  Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit CH,Cl, : MeOH (95:5) als Eluent.
Das Produkt ist ein gelbes Ol.

Ausbeute: 175 mg (0.37 mmol, 21.0 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 4.41 (d, 1H, J = 12.3 Hz) und 4.33 (d, 1H,
J = 12.6 Hz) (4-Heq, 6-Heq), 4.02 (d, 1H, J = 12.9 Hz) und 3.98 (d, 1H, J = 12.8 Hz) (4-
Hax, 6-Hax), 3.06 (s, 2H, 1”-H), 2.61 (t, 2H, J = 5.8 Hz, N(CH3),-CH2-CHy), 2.31 (t,
2H, J = 5.8 Hz, N(CH3)2-CHy), 2.21 (d, 1H, J = 9.0 Hz, 3a’-H), 2.18 (s, 6H, N(CHs)y),
1.86-1.69 (m, 2H, 5-H), 1.67-1.06 (m, 17H, 1-H, 2"-H, 3"-H, 6"-H, 7>-H, 17-H, 2"-H,
3”-H, 4”-H, 5”-H), 1.03 (s, 3H, 7a-CHj), 0.89-0.84 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CH).

3C-NMR (100 MHz, in CD.Cl,): 5 (ppm) = 101.49 (spiro-C), 86.63 (C-5), 61.86 (C-
6), 61.80 (C-4), 58.75 (N(CH3)2-CH,), 55.10 (C-1°), 52.65 (C-1""), 48.46 (C-32’), 47.89
(N(CH3)2-CH2-CHy), 45.23 (N(CHs),), 44.45 (C-72’), 39.54 (C-5'), 36.80 (C-6’), 34.00
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(C-17), 33.98 (C-7’), 29.54 (C-2'), 28.08 (C-5”), 25.87 (C-3), 25.18 (C-2”, C-3"),
22.60 (C-6"), 22.52(C-1"-CHs), 21.43 (C-7a’-CHs), 19.69 (C-5"-CHs3), 18.68 (C-4")

MS (Cl): miz (%) = 468 (M*+1, 56), 101 (100)
IR (CHCl, Film): v (cm™) = 2954, 1547, 1467, 1366, 1338, 1216, 1115, 1034, 757

Spezifische Drehung: [a]3’ = 40.2 (c = 0.013, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 467.3723
m/z (gefunden) 467.3730
Abweichungin % | 0.002

6.3.25 (1’R,32’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-5-[N-(N,N-dimethylaminoeth-2-
yl)-N-methylaminomethyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-nitrospiro[1,3-
dioxan-2,4’-octahydroinden] (58)

C27H51N304
M = 481.73 g/mol

1.00 g (2.52 mmol) der Verbindung 54 werden in 1 ml Ethanol p.a. gelést und mit 1.0
m (7.69 mmol, 3.2 eq) N,N,N-Trimethylethylendiamin versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal bei 70 T 16 h gerthrt. Dann wird
die braune Ldsung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Lésung gegeben und dreimal mit
jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber

MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel destillativ  entfernt.  Die
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saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat : NEt;
(6:4:0.1) als Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.

Ausbeute: 331 mg (0.69 mmol, 27.4 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD.Cl): & (ppm) = 4.32 (d, 1H, J = 12.7 Hz) und 4.26 (d, 1H,
J = 12.7 Hz) (4-Heq, 6-Heg), 4.03 (2d, 2H, J = 12.6 Hz, 12.4 Hz, 4-Hay, 6-Hay), 2.97 (s,
2H, 1’-H), 2.54-2.43 (m, 2H, N(CH3),-CH,-CH,), 2.28 (t, 2H, J = 6.6 Hz, N(CHs),-
CHb,), 2.23 (s, 3H, N-CH3), 2.15 (s, 6H, N(CH3),), 2.13-2.09 (m, 1H, 3a’-H), 1.82-1.76
(m, 2H, 5-H), 1.65-1.08 (m, 17H, 1-H, 2"-H, 3-H, 6"-H, 7"-H, 1”-H, 2"-H, 3"-H, 4"-H,
5"-H), 1.01 (s, 3H, 7a-CHs), 0.88-0.84 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CHs)

13C-NMR (100 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 101.82 (spiro-C), 86.26 (C-5), 62.23 (C-
1), 61.97 (C-6), 61.72 (C-4), 58.26 (N(CHs3)2-CHy), 58.01 (N(CHs)2-CH,-CHy), 54.93
(C-1'), 53.94 (C-3a’), 50.02 (C-7a’), 46.16 (N-CHs), 45.05 (N-CHs),, 45.00 (N-CHa),,
40.15 (C-5'), 37.16 (C-6'), 34.77 (C-1”), 34.63 (C-7’), 29.58 (C-2), 28.63 (C-5"),
26.06 (C-2”), 26.03 (C-3"), 25.67 (C-3), 23.14 (C-6"), 23.02 (C-1"-CHj), 22.23 (C-
7a’-CHj3), 20.17 (C-5"-CHs), 19.12 (C-4”)

MS (Cl): miz (%) = 482 (16, M*+1), 115 (100)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) = 2953, 1546, 1464, 1366, 1337, 1117, 1030, 756

Spezifische Drehung: [a]%’ = 27.8 (c = 0.016, CHCl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 481.3880
m/z (gefunden) 481.3863
Abweichungin % | 0.004
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6.3.26 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-(4-
methylpiperazin-1-yl)-methyl-5-nitrospiro[1,3-dioxan-2,4’-
octahydroinden] (59)

Ca7H49N304
M =479.71 g/mol

460 mg (1.16 mmol) der Verbindung 54 werden in 1 ml Ethanol p.a. gelést und mit 1
ml (9.02 mmol, 7.7 eq) 1-Methylpiperazin versetzt. Die Reaktionsmischung wird im
geschlossenen Gefald bei 70 T 16 h gerthrt. Dann wird die braune Lésung in 50 ml
10 % wassrige Na,COgs-Lésung gegeben und dreimal mit jeweils 50 ml CH.ClI,
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tGber MgSO,4 getrocknet und
das L&sungsmittel destillativ entfernt. Die sdulenchromatographische Aufreinigung
erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat : NEt3 (6:4:0.1) als Eluent. Das Produkt ist ein
gelbes Ol.

Ausbeute: 215 mg (0.45 mmol, 38.8 %)

'H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) =4.35 (d, 1H, J = 10.0 Hz) und 4.28 (d, 1H,
J =10.7 Hz) (4-Heq, 6-Heq), 4.02 (d, 1H, J = 9.7 Hz) und 3.99 (d, 1H, J = 9.4 Hz) (4-
Hax, 6-Hax), 2.93-2.86 (m, 2H, 1"’-H), 2.49 (t, 4H, J = 4.8 Hz, Piperazin-2-H,
Piperazin-6-H), 2.32 (s, 4H, Piperazin-3-H, Piperazin-5-H), 2.19 (s, 3H, N-CHj3), 2.12
(t, 1H, J = 8.5 Hz, 3a’-H), 1.85-1.79 (m, 2H, 5'-H), 1.57-1.11 (m, 17H, 1’-H, 2’-H, 3’-H,
6’-H, 7’-H, 1”-H, 2”-H, 3"-H, 4”-H, 5”-H), 1.02 (s, 3H, 7a’-CHs), 0.90-0.87 (m, 9H, 1”-
CHs, 6”-H, 5”-CHj3)

3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl,): 5 (ppm) = 101.94 (spiro-C), 86.24 (C-5), 62.29 (C-
6), 62.13 (C-4), 60.93 (C-1""), 55.77 (Piperazin-C-3, Piperazin-C-5), 55.39 (Piperazin-
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C-2, Piperazin-C-6), 54.75 (C-1’), 50.03 (C-3a’), 46.30 (N-CH3), 45.03 (C-7a’), 40.09
(C-5'), 37.13 (C-6"), 34.80 (C-7’), 34.61 (C-1"), 29.73 (C-5"), 28.62 (C-2’), 26.24 (C-
3), 25.52 (C-2”), 23.09 (C-3”), 23.01 (C-7a-CHj3), 22.26 (C-1"-CH3), 20.14 (C-6"),

20.14 (C-5"-CHs), 19.10 (C-4”)

MS (Cl): miz (%) = 480 (12, M*+1), 113 (100)

IR (CH.Cl, Film): v (cm™) = 2962, 1540, 1456, 1261, 1166, 1097, 1016, 800

Spezifische Drehung: [a]° = 32.7 (c = 0.015, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet)

479.3723
m/z (gefunden) 479.3725
Abweichungin % | 0.0004

6.3.27 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-(2,6-
dimethylmorpholin-4-yl)-methyl-5-nitrospiro[1,3-dioxan-2,4’-

octahydroinden] (60)

Ca2sHs50N205
M = 494.72 g/mol

1.00 g (2.52 mmol) der Verbindung 54 werden in 1 ml Ethanol p.a. gelést und mit 1

ml (8.13 mmol, 3.2 eq) 2,6-Dimethylmorpholin versetzt. Die Reaktionsmischung wird

im geschlossenen Gefal bei 70 € 10 h gerihrt. Dann wird die braune Lésung in 50
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ml 10 % wassrige Na,COs-Lésung gegeben und dreimal mit jeweils 50 ml CH,Cl,
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber MgSO,4 getrocknet und
das Lo6sungsmittel destillativ entfernt. Die sdulenchromatographische Aufreinigung
erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (95:5) als Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.

Ausbeute: 215 mg (0.43 mmol, 27.8 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 4.39 (d, 2H, J = 12.8 Hz, (4-Heq, 6-Heg),
4.00 (d, 1H, J =13.1 Hz) und 3.96 (d, 1H, J = 12.9 Hz) (4-Hax, 6-Hax), 3.58-3.50 (m,
2H, Morpholin-2-H, Morpholin-6-H), 2.76 (s, 2H, 1’-H), 2.46 (m, 2H, Morpholin-3-H,
Morpholin-5-H), 1.98-1.94 (m, 3H, 3a’-H, Morpholin-3-H, Morpholin-5-H), 1.86-1.75
(m, 2H, 5-H), 1.55-1.13 (m, 17H, 1-H, 2’-H, 3’-H, 6’-H, 7’-H, 1”-H, 2”-H, 3”-H, 4”-H,
5”-H), 1.04 (d, 6H, J = 6.3 Hz, Morpholin-2-CH3, Morpholin-6-CH3), 0.96 (s, 3H, 7a’-
CHs), 0.87-0.85 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CH3)

3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl,): 5 (ppm) = 101.44 (spiro-C), 86.17 (C-5), 71.65
(Morpholin-C-2), 71.64 (Morpholin-C-6), 62.10 (C-6), 61.73 (C-4), 60.92 (Morpholin-
C-3), 60.90 (Morpholin-C-5), 60.54 (C-1""), 52.99 (C-1’), 52.74 (C-3a’), 44.56 (C-7a’),
39.40 (C-5’), 36.32 (C-6’), 34.69 (C-7’), 34.39 (C-17), 30.12 (C-5”), 28.06 (C-2'),
26.63 (C-3’), 24.99 (C-2”), 24.38 (C-3”), 22.58 (C-7a’-CH3), 22.53 (C-1"-CHj3), 22.41
(C-6"), 19.57 (C-5"-CH3), 18.71(Morpholin-2-CHj;, Morpholin-6-CH3), 18.61 (C-4")

MS (ClI): miz (%) = 425 (100, M*+1), 114 (6)

IR (CHoCl,, Film): v (cm™) = 3417, 2953, 1722, 1550, 1466, 1366, 1336, 1261,
1112, 1047, 802

Spezifische Drehung: [a]3’ = 37.9 (c = 0.011, CHCly)

HRMS (El): m/z (berechnet) 494.3720
m/z (gefunden) 494.3726
Abweichungin % | 0.001
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6.3.28 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-nitro-
5-{[2-(piperidin-1-yl)ethylJaminomethyl}spiro[1,3-dioxan-2,4’-
octahydroinden] (61)

C2oH53N304
M = 507.76 g/mol

500 mg (1.26 mmol) der Verbindung 54 werden in 1 ml Ethanol p.a. gelést und mit
0.54 ml (0.49 g, 3.78 mmol, 3.0 eq) 1-(2-Aminoethyl)piperidin versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal bei 70 T 16 h gertuhrt. Dann wird
die braune Ldsung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Ldsung gegeben und dreimal mit
jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
MgSO, getrocknet und das Ld&sungsmittel destillativ  entfernt.  Die
sédulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (7:3) als

Eluent. Das Produkt ist ein gelbes Ol.
Ausbeute: 136 mg (0.27 mmol, 21.4 %)

'H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 4.41 (d, 1H, J = 12.6 Hz) und 4.34 (d, 1H,
J = 12.7 Hz) (4-Heq, 6-Heg), 4.02 (d, 1H, J = 12.6 Hz) und 3.99 (d, 1H, J = 12.4 Hz) (4-
Hax, 6-Hax), 3.28 (s, 2H, Piperidin-2-H, Piperidin-6-H), 3.13 (d, 2H, J = 4.3 Hz, 1"-H),
2.85 (t, 2H, J = 6.5 Hz, Piperidin-CH,), 2.63 (t, 2H, J = 6.9 Hz, Piperidin-CH,-CH,),
2.27 (s, 2H, Piperidin-2-H, Piperidin-6-H), 2.20 (dd, 1H, J = 4.8 Hz, 8.3 Hz, 3a-H),
1.84-1.80 (M, 2 H, 5') .1.61-1.15 (m, 26 H, 1"-H, 2-H, 3"-H, 6"-H, 7"-H, 1’-H, 2"-H, 3"-
H, 4”-H, 5”-H, Piperidin-3-H, Piperidin-4-H, Piperidin-5-H), 1.02 (s, 3H, 7a’-CHa),
0.88-0.86 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CHs)
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3C-NMR (100 MHz, in CD.Cl,): & (ppm) = 102.06 (spiro-C), 87.24 (C-5), 62.43 (C-
6), 62.32 (C-4), 58.64 (C-1""), 55.63 (Piperidin-CH.), 55.14 (C-1’), 53.17 (Piperidin-
CH,CH,), 48.85 (C-3a’), 47.73 (C-7a’), 44.96 (C-5'), 40.03 (C-6') , 37.28 (C-1"),
34.50 (C-7’), 34.47 (C-5"), 30.14 (C-2’), 28.60 (Piperidin-C-2), 28.58 (Piperidin-C-6),
26.62 (C-3'), 26.38 (Piperidin-C-3), 26.21 (Piperidin-C-5), 25.69 (Piperidin-C-4),
25.68 (C-2"), 25.01 (C-3"), 24.28 (C-7a’-CH3), 23.05 (C-1"-CH3), 22.96 (C-6"), 21.88
(C-5”"-CH3), 19.18 (C-4”)

MS (Cl): miz (%) = 508 (22, M*+1), 141 (100)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) =2933, 1547, 1466, 1366, 1348, 1117, 1041, 756

Spezifische Drehung: [a]° = 30.4 (c = 0.007, CH,Cl,)

HRMS (ESI): m/z (M+H)" (berechnet) | 508.4114
m/z (M+H)" (gefunden) 508.4112
Abweichung in % 0.0004
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6.3.29 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-nitro-
5-{[2-(pyrrolidin-1-yl)ethylJaminomethyl}spiro[1,3-dioxan-2,4’-
octahydroinden] (62)

CasH51N304
M = 493.74 g/mol

854 mg (2.15 mmol) der Verbindung 54 werden in 1 ml Ethanol p.a. gelést und mit
1.00 ml (7.89 mmol, 3.7 eq) 1-(2-Aminoethyl)pyrrolidin versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal bei 70 T 16 h gerthrt. Dann wird
die braune Ldsung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Ldsung gegeben und dreimal mit
jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
MgSO, getrocknet und das Ld&sungsmittel destillativ  entfernt.  Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat : NEt;
(6:4:0.1) als Eluent. Das Produkt ist ein gelbes Ol.

Ausbeute: 253 mg (0.51 mmol, 26.1 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 4.41 (d, 1H, J = 12.7 Hz) und 4.33 (d, 1H,
J=12.6 Hz) (4-Heq, 6-Heq), 4.02 (d, 1H, J = 13.1 Hz) und 3.98 (d, 1H, J = 12.8 Hz) (4-
Hax, 6-Hax), 3.05 (s, 2H, 1"’-H), 2.64 (t, 2H, J = 6.0 Hz, Pyrrolidin-CH>), 2.48 (t, 2H, J
= 6.0 Hz, Pyrrolidin-CH,-CHy), 2.46-2.39 (m, 4H, Pyrrolidin-2-H, Pyrrolidin-5-H), 2.19
(t, 1H, J = 8.8 Hz, 3a’-H), 1.87-1.76 (m, 1H, 1’-H), 1.69-1.76 (m, 4H, Pyrrolidin-3-H,
Pyrrolidin-4-H), 1.61-1.10 (m, 18-H, 2’-H, 3’-H, 5’-H, 6’-H, 7’-H, 1”-H, 2”-H, 3”-H, 4”-
H, 5”-H), 1.02 (s, 3H, 7a’-CHj3), 0.87-0.84 (m, 9H, 1”-CHs;, 6”-H, 5”-CH3)
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13C-NMR (100 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 101.52 (spiro-C), 86.69 (C-5), 61.89 (C-
6), 61.79 (C-4), 55.52 (Pyrrolidin-CH,), 55.09 (C-1’), 54.05 (Pyrrolidin-C-2), 54.04
(Pyrrolidin-C-5), 52.67 (C-1"), 49.23 (Pyrrolidin-CH,-CH,), 48.35 (C-3a’), 44.46 (C-
7a’), 39.53 (C-5'), 36.77 (C-6"), 33.97 (C-1", C-7’), 29.62 (C-2’), 28.09 (C-5"), 28.09
(C-2"), 25.86 (C-3'), 25.19 (Pry-C-3), 25.15 (Pyrrolidin-C5), 23.52 (C-3"), 22.56 (C-
6”), 22.48 (C-1"-CHj3),, 21.37 (C-7a’-CHs),, 19.65 (C-5”-CH3), 18.67 (C-4”)

MS (Cl): miz (%) = 494 (32, M*+1), 127 (100)
IR (CHCl, Film): v (cm™) = 2956, 1547, 1466, 1366, 1348, 1215, 1140, 1117, 757

Spezifische Drehung: [a]%’ = 38.3 (¢ = 0.016, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 493.3880
m/z (gefunden) 493.3903
Abweichungin % | 0.005
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6.3.30 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-nitro-
5-(3-pyridinyl)methylaminomethyl-spiro[1,3-dioxan-2,4’-
octahydroinden] (63)

CagHasN304
M = 487.69 g/mol

460 mg (1.16 mmol) der Verbindung 54 werden in 1.00 ml Ethanol p.a. gelést und
mit 1.00 ml (1.06 g, 9.82 mmol, 8.5 eq) 3-(Aminomethyl)-pyridin versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal bei 65 T 16 h gerihrt. Dann wird
die braune Ldsung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Ldsung gegeben und dreimal mit
jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel destillativ  entfernt.  Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat: NEt;
(6:4:0.1) als Eluent. Das Produkt ist ein braunes Ol.

Ausbeute: 292 mg (0.60 mmol, 51.7 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 8.47-8.46 (m, 2H, Pyridin-2-H, Pyridin-6-
H), 7.62 (d, 1H, J = 7.8 Hz, Pyridin-4-H), 7.24 (dd, 1H, J = 4.8 Hz, 7.8 Hz, Pyridin-5-
H), 4.41 (d, 1H, J = 12.7 Hz) und 4.33 (d, 1H, J = 12.8 Hz) (4-Heq, 6-Heg), 4.00 (d, 1H,
J = 12.7 Hz) und 3.9 (d, 1H, J = 12.8 Hz) (4-Hay, 6-Hax), 3.77 (s, 2H, Pyridin-CH,),
3.07 (s, 2 H, 1"-H), 2.08 (t, 1H, J = 8.7 Hz, 3a’-H), 1.77-1.72 (m, 2H, 5-H), 1.53-1.12
(m, 17 H, 1-H, 2-H, 3"-H, 6"-H, 7-H, 1”-H, 2-H, 3"-H, 4”-H, 5”-H), 1.00 (s, 3H, 7a"-
CHs), 0.87-0.84 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CHs)
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13C-NMR (100 MHz, in CD,Cl): & (ppm) = 150.17 (Pyridin-C-2), 149.29 (Pyridin-C-
6), 136.06 (Pyridin-C-5), 135.43 (Pyridin-C-3), 123.89 (Pyridin-C-4), 102.20 (spiro-C),
86.77 (C-5), 62.31 (C-6), 62.22 (C-4), 55.30 (C-1’), 51.82 (C-1"), 51.81 (Pyridin-
CH,), 49.65 (C-3a’), 44.88 (C-7a’), 39.99 (C-5'), 37.20 (C-6'), 34.62 (C-7’), 34.46 (C-
1), 29.56 (C-2’), 28.56 (C-5"), 26.20 (C-3'), 25.98 (C-2"), 25.65 (C-3"), 23.05 (C-6"),
22.94 (C-7a’-CHs), 22.08 (C-5"-CHs), 20.11 (C-1"-CH3), 19.08 (C-4”)

MS (Cl): miz (%) = 488 (66, M*+1), 121 (100)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) = 2954, 1546, 1466, 1366, 1339, 1118, 1026, 757

Spezifische Drehung: [a]%’ = 50.6 (c = 0.009, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 487.3410
m/z (gefunden) 487.3401
Abweichungin % | -0.002
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6.3.31 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-5-(N-Benzylpiperidin-4-yl)aminomethyl-
7a’-methyl-1'-(1,5-dimethylhexyl)-5-nitrospiro[1,3-dioxan-2,4’-
octahydroinden] (64)

C34H55N304
M = 569.84 g/mol

500 mg (1.26 mmol) der Verbindung 54 werden in 1 ml Ethanol p.a. gelést und mit
0.75 ml (0.70 g, 3.78 mmol, 3.0 eq) 4-Amino-1-benzylpiperidin versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal bei 65 € 16 h gerihrt. Dann wird
die braune Ldsung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Ldsung gegeben und dreimal mit
jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel destillativ  entfernt.  Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (7:3) als

Eluent. Das Produkt ist ein gelbes Ol.

Ausbeute: 190 mg (0.33 mmol, 26.2 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 7.31-7.29 (m, 4H, Phenyl-2-H, Phenyl-3-
H, Phenyl-5-H, Phenyl-6-H), 7.26-7.21 (m, 1H, Phenyl-4-H), 4.40 (d, 1H, J = 10.1 Hz)
und 4.32 (d, 1H, J = 10.0 Hz) (4-Heq, 6-Heq), 4.03 (d, 1H, J = 10.2 Hz) und 3.99 (d,
1H, J = 10.0 Hz) (4-Hax, 6-Hax), 3.46 (s, 2H, 1”’-H), 3.10 (s, 2 H, Phenyl-CH,), 2.79 (d,
2H, J = 9.3 Hz, Piperidin-2-H, Piperidin-6-H), 2.40-2.35 (m, 1H, Piperidin-4-H), 2.17
(t, 1H, J = 7.0 Hz, 3a-H), 1.99 (t, 2H, J = 8.7, Piperidin-2-H, Piperidin-6-H), 1.67-1.52
(m, 4H, Piperidin-3-H, Piperidin-5H), 1.64-1.12 (m, 17 H, 1-H, 2-H, 3"-H, 6"-H, 7"-H,
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17-H, 2"-H, 3”-H, 4”-H, 5”-H), 1.04 (s, 3H, 7a’-CHs), 0.91-0.87 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H,
5”"-CHj3)

13C-NMR (100 MHz, in CD,Cl): & (ppm) = 139.36 (Phenyl-C-1), 129.59 (Phenyl-C-
2, Phenyl-C-6), 128.64 (Phenyl-C-3, Phenyl-C-5), 127.41 (Phenyl-C-4), 102.06
(spiro-C), 87.11 (C-5), 63.43 (C-1""), 62.31 (C-6), 62.23 (C-4), 55.95 (Piperidin-C-4),
55.35 (C-1'), 52.77 (Piperidin-C-2, Piperidin-C-6), 49.99 (Phenyl-CH,), 49.25 (C-3a’),
45.01 (C-72’), 40.08 (C-5), 37.17 (C-6"), 34.49 (C-1"), 32.51 (Piperidin-C-5), 30.28
(C-7’), 29.94 (Piperidin-C-3), 29.56 (C-5"), 28.56 (C-2'), 26.24 (C-3'), 23.08 (C-2"),
22.89 (C-3”), 20.12 (C-72’-CH3), 19.16 (C-1"-CHs), 17.88 (C-6”), 17.86 (C-5"-CHj),
15.06 (C-4”")

MS (Cl): miz (%) = 570 (16, M*+1), 203 (100)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) =2952, 1546, 1467, 1366, 1340, 1113, 1026, 757, 698

Spezifische Drehung: [a]%’ = 36.0 (c = 0.012, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 569.4193
m/z (gefunden) 569.4200
Abweichungin % | 0.001
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6.3.32 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-5-(N-Benzylpiperidin-4-yl)-N-
methylaminomethyl-7a’-methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-
nitrospiro[1,3-dioxan-2,4’-octahydroinden] (65)

C35H57N304
M = 583.86 g/mol

1.00 g (2.52 mmol) der Verbindung 54 werden in 2 ml Ethanol p.a. gelést und mit
1.50 ml (1.50 g, 7.56 mmol, 3.0 eq) 1-Benzyl-(4-N-methylamino)piperidin versetzt.
Die Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal} bei 65 T 16 h gerihrt. Dann
wird die braune Lésung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Lésung gegeben und
dreimal mit jeweils 50 ml CHCl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber MgSOs getrocknet und das Ld&sungsmittel destillativ entfernt. Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat : NEt;
(8:2:0.1) als Eluent. Das Produkt ist ein gelbes Ol.

Ausbeute: 248 mg (0.65 mmol, 25.9 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 7.31 - 7.28 (m, 4H, Phenyl-2-H, Phenyl-3-
H, Phenyl-5-H, Phenyl-6-H), 7.25-7.21 (m, 1H, Phenyl-4-H), 4.41 (d, 2H, J = 12.8 Hz,
4-Heq, 6-Heq), 4.01 (d, 1H, J = 13.1 Hz) und 3.97 (d, 1H, J = 12.9 Hz) (4-Hay, 6-Hay),
3.44 (s, 2H, 1”-H), 2.89 (d, 2H, J = 11.5 Hz, Piperidin-2-H, Piperidin-6-H), 2.85 (s,
2H, 2 H, Phenyl-CHy), 2.21 (s, 3H, N-CHz), 2.19 (t, 1H, J = 7.0 Hz, 3a’-H), 2.03-1.96
(m, 1H, Piperidin-4-H), 1.89 (t, 2H, J = 10.8 Hz, Piperidin-2-H, Piperidin-6-H), 1.79-
1.78 (m, 2H, 3*-H), 1.62-1.12 (m, 23H, Piperidin-3-H, Piperidin-5H, 1-H, 2’-H, 6"-H,
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7-H, 1”-H, 2”-H, 3"-H, 4”-H, 5”-H), 0.96 (s, 3H, 7a’-CHs), 0.88-0.86 (m, 9H, 1”-CHg,
6”-H, 5”-CH3)

3C-NMR (100 MHz, in CD.Cl,): & (ppm) = 139.43 (Phenyl-C-1), 129.55 (Phenyl-C-
2, Phenyl-C-6), 128.66 (Phenyl-C-3, Phenyl-C-5), 127.43 (Phenyl-C-4), 101.80
(spiro-C), 87.41 (C-5), 63.81 (C-1""), 63.37 (N-CH3), 62.62 (C-6), 62.30 (C-4), 58.25
(Piperidin-C-4), 53.79 (C-1’), 52.90 (Piperidin-C-2, Piperidin-C-6), 45.08 (Phenyl-
CH,), 40.30 (C-3a’), 39.91 (C-7a’), 36.79 (C-5'), 35.30 (C-6’), 34.96 (C-1”), 28.58
(Piperidin-C-5), 28.44 (C-7’), 28.40 (Piperidin-C-3), 28.39 (C-57), 27.35 (C-2'), 27.22
(C-3'), 25.46 (C-2"), 24.71 (C-3"), 23.22 (C-7a’-CH3), 23.10 (C-1"-CHj), 22.91 (C-6"),
20.06 (C-5"-CHs), 19.10 (C-4”)

MS (Cl): miz (%) = 584 (42, M*+1), 217 (100)
IR (CHCl, Film): v (cm™) = 2952, 1548, 1455, 1366, 1338, 1117, 1050, 757

Spezifische Drehung: [a]3’ = 32.0 (c = 0.015, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 583.4349
m/z (gefunden) 583.4344
Abweichungin % | -0.001
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6.3.33 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-5-[N-(4-Chlorbenzyl)-N-
methylaminomethyl]-7a’-methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-
nitrospiro[1,3-dioxan-2,4’-octahydroinden] (66)

C30H47CIN204
M = 535.17 g/mol

500 mg (1.26 mmol) der Verbindung 54 werden in 1 ml Ethanol p.a. gelést und mit
1.00 ml (6.89 mmol, 5.5 eq) 4-Chlor-N-methylbenzylamin versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal bei 70 € 10 h gerihrt. Dann wird
die braune Ldsung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Ldsung gegeben und dreimal mit
jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
MgSO, getrocknet und das Ld&sungsmittel destillativ  entfernt.  Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (9:1) als

Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.
Ausbeute: 218 mg (0.41 mmol, 32.3 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 7.30 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Phenyl-3-H,
Phenyl-5-H), 7.22 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Phenyl-2-H, Phenyl-6-H), 4.38 (d, 1H, J = 12.5
Hz) und 4.32 (d, 1H, J = 12.6 Hz) (4-Heq, 6-Heq), 4.04 (d, 1H, J = 12.8 Hz) und 4.01
(d, 1H, J = 12.7 Hz) (4-Hax, 6-Hay), 3.50 (s, 2H, Phenyl-CHy), 3.02 (d, 2H, J = 4.4 Hz,
1”-H), 2.17 (s, 3H, N-CH3), 2.06 (t, 1H, J = 8.5 Hz, 3a-H), 1.86-1.76 (m, 2H, 5-H),
1.60-1.10 (m, 17H, 1-H, 2"-H, 3"-H, 6"-H, 7>-H, 1”-H, 2"-H, 3"-H, 4”-H, 5”-H), 1.00 (s,
3H, 7a’-CHs), 0.87-0.85 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CHs)
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3C-NMR (100 MHz, in CD.Cl,): & (ppm) = 137.44 (Phenyl-C-4), 132.89 (Phenyl-C-
1), 130.31 (Phenyl-C-3, Phenyl-C-5), 128.46 (Phenyl-C-2, Phenyl-C-6), 101.45
(spiro-C), 85.79 (C-5), 63.15 (Phenyl-CH,), 61.82 (C-6), 61.53 (C-4), 60.23 (C-1"),
54.40 (C-1'), 49.28 (C-3a’), 44.40 (C-7a’), 43.88 (N-CHs), 39.59 (C-5), 36.62 (C-6'),
34.30 (C-7'), 34.11 (C-17), 29.19 (C-2’), 28.05 (C-5”), 25.70 (C-3'), 25.54 (C-2"),
25.06 (C-3"), 22.52 (C-7a’-CH3), 22.55 (C-1"-CHs), 21.66 (C-6”), 19.60 (C-5"-CHj),
18.56 (C-4”)

MS (Cl): miz (%) = 535 (14, M*+1), 168 (100)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) = 2954, 1540, 1490, 1458, 1366, 1338, 1117, 1089,
1015, 758

Spezifische Drehung: [a]4° = 39.0 (c = 0.017, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 534.3224
m/z (gefunden) 534.3222
Abweichungin % | -0.0004
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6.3.34 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-nitro-
5-[4-(3-trifluormethylphenyl)piperazin-1-ylmethyl]-spiro[1,3-dioxan-
2,4’-octahydroinden] (67)

Ca3Hs0F3N304
M = 609.78 g/mol

696 mg (2.61 mmol, 3 eq) 1-(3-Trifluormethylphenyl)piperazin-Hydrochlorid werden
10 min in 50 ml 10% NaHCOs-Lésung geruhrt und das Gemisch dreimal mit je 30 ml
CH.Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden uber MgSO4
getrocknet und das L&sungsmittel destillativ entfernt. 260 mg (0.87 mmol) der
Verbindung 54 werden in 1 ml Ethanol p.a. gelést und mit dem oben erhaltenen 1-(3-
Trifluormethylphenyl)-piperazin  versetzt. Die Reaktionsmischung wird im
geschlossenen Gefald bei 70 T 16 h gerthrt. Dann wird die braune Lésung in 50 ml
10 % wassrige Na,COgs-Lésung gegeben und dreimal mit jeweils 50 ml CH.ClI,
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tUber MgSO,4 getrocknet und
das L&sungsmittel destillativ entfernt. Die sdulenchromatographische Aufreinigung

erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (9:1) als Eluent. Das Produkt ist ein gelbes Ol
Ausbeute: 112 mg (0.18 mmol, 21.2 %)

'H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 7.34 (t, 1H, J = 7.8 Hz, Phenyl-5-H),
7.07-7.03 (m, 3 H, Phenyl-2-H, Phenyl-4-H, Phenyl-6-H), 4.43 (d, 2H, J = 12.9 Hz, 4-
Heq, 6-Heq), 4.04 (d, 1H, J = 13.0 Hz) und 4.01 (d, 1H, J = 12.8 Hz) (4-Hax, 6-Hax),
3.17-3.14 (m, 4 H, Piperazin-2-H, Piperazin-6-H) ,3.05 (s, 2H, 1"’-H), 2.34-2.32 (m, 4
H, Piperazin-2-H, Piperazin-3-H, Piperazin-6-H), 1.97 (t, 1H, J = 7.2 Hz, 3a’-H), 1.56-
1.13 (m, 19 H, 1’-H, 2’-H, 3’-H, 5-H, 6’-H, 7’-H, 1”-H, 2”-H, 3”-H, 4”-H, 5”-H,), 0.97
(s, 3H, 7a’-CH3), 0.88-0.85 (m, 9H, 1”-CHj3, 6”-H, 5”-CH3)
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3C-NMR (100 MHz, in CD.Cl): 3 (ppm) = 151.40 (CFs), 129.63 (Phenyl-C-2),
125.86 (Phenyl-C-3), 123.15 (Phenyl-C-1), 118.85 (Phenyl-C-4), 115.61 (Phenyl-C-
5), 112.03 (Phenyl-C-6), 101.53 (spiro-C), 86.15 (C-5), 62.08 (C-6), 61.74 (C-4),
60.27 (C-1""), 54.62 (Piperazin-C-3, Piperazin-C-5), 53.33 (C-1'), 53.23 (C-3a’), 48.83
(Piperazin-C-2, Piperazin-C-6), 44.57 (C-7a’), 39.39 (C-5'), 36.33 (C-6'), 34.64 (C-7"),
34.36 (C-17), 28.07 (C-5"), 26.53 (C-2’), 24.99 (C-3'), 24.93 (C-2"), 24.45 (C-3"),
22.55 (C-7a’-CHs), 22.44 (C-1"-CHj3), 22.38 (C-6"), 19.54 (C-5"-CHs), 18.62 (C-4”)

MS (Cl): miz (%) = 610 (52, M*+1), 247 (100)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) = 2954, 1708, 1610, 1548, 1450, 1319, 1237, 1164,
1124, 949, 757

Spezifische Drehung: [a]4° = 34.5 (c = 0.012, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 609.3753
m/z (gefunden) 609.3765
Abweichungin % | 0.002
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6.3.35 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-nitro-
5-[N-methyl-N-((E)-phenylprop-1-en-3-yl)aminomethyl]spiro[1,3-
dioxan-2,4’-octahydroinden] (68)

Cs32Hs50N204
M = 526.77 g/mol

770 mg (1.94 mmol) der Verbindung 54 werden in 1 ml Ethanol p.a. gelést und mit
1.25 g (8.49 mmol, 4.4 eq) (E)-N-Methyl-(phenylprop-1-en-3-yl)amin versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal bei 70 € 10 h gertuhrt. Dann wird
die braune Ldsung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Ldsung gegeben und dreimal mit
jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
MgSO, getrocknet und das Ldésungsmittel destillativ  entfernt.  Die
sédulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (9:1) als

Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.
Ausbeute: 295 mg (0.56 mmol, 28.9 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 7.38 (d, 2H, J = 7.2 Hz, Phenyl-2-H,
Phenyl-6-H), 7.31 (t, 2H, J = 7.5 Hz, Phenyl-3-H, Phenyl-5-H), 7.23 (t, 1H, J = 7.2 Hz,
Phenyl-4-H), 6.48 (d, 1H, J = 15.9 Hz, Phenyl-CH), 6.16 (dt, 1H, J = 15.8 Hz, 6.7 Hz,
Phenyl-CH=CH), 4.38 (d, 1H, J = 12.7 Hz) und 4.32 (d, 1H, J = 13.6 Hz) (4-Heq, 6-
Heq), 4.04 (d, 1H, J = 12.5 Hz) und 4.01 (d, 1H, J = 12.4 Hz) (4-Hax, 6-Hay), 3.18 (d,
2H, J = 6.7 Hz, =CH-CHy,), 2.98 (d, 2H, J = 4.2 Hz, 1”’-H), 2.30 (s, 3H, N-CHs), 2.12
(t, 1H, J = 8.5 Hz, 3a-H), 1.84-1.75 (m, 2H, 5-H), 1.60-1.15 (m, 17H, 1"-H, 2-H, 3"-H,
6'-H, 7-H, 17-H, 2”-H, 3"-H, 4”-H, 5”-H), 1.00 (s, 3H, 7a’-CHs), 0.87-0.85 (m, 9H, 1"-
CHs, 6”-H, 5”-CH3)
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3C-NMR (100 MHz, in CD.Cl,): & (ppm) = 137.37 (Phenyl-C-1), 133.57 (Phenyl-
CH), 129.10 (Phenyl-C-3, Phenyl-C-5), 128.12 (Phenyl-C-4), 127.04 (Phenyl-
CH=CH), 126.88 (Phenyl-C-2, Phenyl-C-6), 101.86 (spiro-C), 86.37 (C-5), 62.33 (C-
6), 62.25 (C-4), 62.10 (=CH-CHy), 60.18 (C-1""), 54.84 (C-1°), 49.63 (C-3a’), 44.95
(N-CH3), 44.79 (C-72’), 40.09 (C-5), 37.09 (C-6), 34.76 (C-7’), 34.62 (C-1"), 29.84
(C-2’), 28.56 (C-5"), 26.19 (C-3"), 26.00 (C-2"), 25.55 (C-3"), 23.04 (C-1"-CH3), 22.98
(C-6"), 22.16 (C-7a’-CHj3), 20.09 (C-5"-CHs), 19.07(C-4")

MS (Cl): miz (%) = 527 (10, M*+1), 160 (100)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) = 2954, 1681, 1548, 1538, 1455, 1337, 1117, 1026, 968,
757

Spezifische Drehung: [a]° = 44.3 (c = 0.007, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 526.3771
m/z (gefunden) 526.3780
Abweichungin % | 0.002
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6.3.36 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-5-Benzoyloxymethyl-7a’-methyl-1’-(1,5-
dimethylhexyl)-5-nitrospiro[1,3-dioxan-2,4’-octahydroinden] (69)

C29H43NOsg
M = 501.67 g/mol

453 mg (1.14 mmol) der Verbindung 54 werden in 8 ml Pyridin gelést und im Eisbad
auf 0 C abgekunhlt. 0.15 ml (1.3 mmol, 1.1 eq) Benz oylchlorid werden langsam hinzu
gegeben. Die Reaktionsmischung wird 30 min bei 0 T gerthrt und anschlielend auf
RT erwdrmt. Nach einer Stunde wird die Lésung mit 50 ml 10% Na;COs-Lésung
versetzt und dreimal mit jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber MgSO,4 getrocknet und das Ldsungsmittel destillativ entfernt.
Die saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (9:1)

als Eluent. Das Produkt ist ein farbloses Ol.
Ausbeute: 200 mg (0.40 mmol, 35.1%)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 7.97 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Phenyl-2-H,
Phenyl-6-H), 7.61 (t, 1H, J = 7.6 Hz, Phenyl-4-H), 7.47 (t, 2H, J = 7.7 Hz, Phenyl-3-H,
Phenyl-5-H), 4.65 (s, 2H, 1""-H), 4.55 (d, 1H, J = 13.1 Hz) und 4.54 (d, 1H, J = 12.7
Hz) (4-Heq, 6-Heq), 4.16 (d, 1H, J = 13.0 Hz) und 4.11 (d, 1H, J = 13.0 Hz) (4-Hax, 6-
Hax), 1.97 (t, 2H, J = 8.0 Hz, 5-H), 1.87-1.78 (m, 1H, 3a>-H), 1.63-1.15 (m, 17H, 1"-H,
2'-H, 3-H, 6"-H, 7"-H, 17-H, 2"-H, 3"-H, 4”-H, 5”-H), 1.00 (s, 3H, 7a’-CHs), 0.89-0.87
(m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CH3)

3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl;): 3 (ppm) = 165.84 (C=0), 134.25 (Phenyl-C-1),
131.01 (Phenyl-C-6), 130.20 (Phenyl-C-2), 129.47 (Phenyl-C-4), 129.31 (Phenyl-C-
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3), 129.16 (Phenyl-C-5), 102.61 (spiro-C), 85.17 (C-5), 64.61 (C-1""), 61.51 (C-6),
61.25 (C-4), 53.79 (C-1’), 52.70 (C-3a’), 45.09 (C-7a’), 39.90 (C-5), 36.85 (C-6'),
35.03 (C-7’), 34.79 (C-1”), 28.58 (C-5"), 27.88 (C-2), 26.84 (C-3)), 25.53 (C-2"),
25.23 (C-3"), 23.07 (C-7a’-CH3), 22.91 (C-1"-CHj), 22.80 (C-6”), 20.08 (C-5"-CHj),

19.12 (C-4”)

MS (CI):

miz (%) = 502 (44, M*+1), 105 (100)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) = 2954, 1731, 1602, 1556, 1452, 1347, 1266, 1109, 758,

709

Spezifische Drehung: [a]%’ = 42.0 (c = 0.016, CHCl,)

HRMS (EI):

m/z (berechnet) 501.3090
m/z (gefunden) 501.3088
Abweichungin % | 0.0004
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6.3.37 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-nitro-
5-(pyridin-3-yl-carbonyloxymethyl)spiro[1,3-dioxan-2,4’-
octahydroinden] (70)

O CasH42N206
M = 502.66 g/mol

400 mg (1.01 mmol) der Verbindung 54 und 540 mg (3.03 mmol, 3 eq)
Nicotinoylchlorid Hydrochlorid werden in 2 ml Pyridin und 1 ml EtOH p.a. gelést und
zwei Tage bei RT geruhrt. Die Lésung wird mit 50 ml 10% Na,COs-Lésung versetzt
und dreimal mit jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber MgSO, getrocknet und das L&sungsmittel destillativ entfernt. Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat : NEt;
(6:4:0.1) als Eluent. Das Produkt ist ein hellgelbes Ol.

Ausbeute: 205 mg (0.41 mmol, 40.6%)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 9.12 (s, 1H, Pyridin-2-H), 8.79 (d, 1H, J =
6.8 Hz, Pyridin-6-H), 8.21 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Pyridin-4-H), 7.41 (dd, 1H, J = 8.0 Hz,
7.0 Hz, Pyridin-5-H), 4.70 (s, 2H, 1”-H), 4.54 (d, 1H, J = 13.0 Hz) und 4.51 (d, 1H, J
= 12.8 Hz) (4-Heq, 6-Heq), 4.15 (d, 1H, J = 13.1 Hz) und 4.10 (d, 1H, J = 12.9 Hz) (4-
Hax, 6-Hax), 2.00 (t, 1H, J = 7.9 Hz, 3a™-H), 1.95-1.76 (m, 2H, 5-H), 1.65-1.11 (m,
17H, 1-H, 2-H, 3-H, 6"-H, 7"-H, 17-H, 2”-H, 3"-H, 4”-H, 57-H), 1.25 (s, 3H, 7a’-CHs),
0.90-0.86 (m, 9H, 1”-CHs, 6”-H, 5”-CHs)
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3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl;): & (ppm) = 164.25 (C=0), 154.22 (Pyridin-C-6),
150.92 (Pyridin-C-2), 137.05 (Pyridin-C-5), 124.78 (Pyridin-C-3), 123.52 (Pyridin-C-
4), 102.20 (spiro-C), 84.41 (C-5), 64.33 (C-1""), 60.97 (C-6), 60.70 (C-4), 53.56 (C-
1%), 51.58 (C-3a’), 44.57 (C-72’), 39.39 (C-5'), 36.38 (C-6'), 34.42 (C-7’), 34.22 (C-1"),
30.07 (C-5”), 28.07 (C-2’), 27.68 (C-3'), 26.12 (C-2”), 25.04 (C-3"), 24.87 (C-7a*-
CHs3), 22.53 (C-1"-CHs), 22.37 (C-6"), 22.12 (C-5"-CH3), 19.55 (C-4")

MS (Cl): miz (%) = 503 (100, M*+1), 307 (26), 247 (26)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) = 3319, 2954, 1737, 1591, 1555, 1468, 1367, 1347,
1276, 1110, 1025, 738

Spezifische Drehung: [a]2° = 35.3 (c = 0.012, CH,Cl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 502.3043
m/z (gefunden) 502.3045
Abweichungin % | 0.0004
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6.3.38 (1’R,3a’R,7a’R,1”’R)-7a’-Methyl-1’-(1,5-dimethylhexyl)-5-
(morpholin-4-yl-carbonyloxymethyl)-5-nitrospiro[1,3-dioxan-2,4’-
octahydroinden] (72)

0" 1\ ongo
\\/N\( 2
O C27H46N706

M = 510.68 g/mol

470 mg (1.18 mmol) der Verbindung 54 und 0.16 ml (1.3 mmol, 1.1 eq) 4-
Morpholinocarbonylchlorid werden in 8 ml Pyridin gelést und 16 h bei RT gerthrt. Die
Lésung wird mit 25 ml 10% Na,COs-Lésung versetzt und dreimal mit jeweils 30 ml
CH)Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden uber MgSO4
getrocknet und das Lésungsmittel destillativ entfernt. Die sdulenchromatographische
Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat : NEt; (6:4:0.1) als Eluent. Das
Produkt ist ein gelbes Ol.

Ausbeute: 238 mg (0.47 mmol, 39.8%)

'H-NMR (400 MHz, in CD,Cly): & (ppm) = 4.44 (m, 2H, 4-Heq, 6-Heq), 4.40 (s, 2H,
1""-H), 4.09-3.93 (m, 2H, 4-Hay, 6-Hax), 3.61 (d, 4H, J = 16.2 Hz, Morpholin-2-H,
Morpholin-6-H), 3.38 (d, 4H, J = 23.9 Hz, Morpholin-3-H, Morpholin-5-H), 1.99-1.85
(m, 2H, 5’-H), 1.80 (m, 1H, 3a’-H), 1.37-1.09 (m, 17 H, 1’-H, 2’-H, 3’-H, 6’-H, 7’-H, 1"-
H, 2”-H, 3”-H, 4”-H, 5”-H), 0.97 (s, 3H, 7a’-CH3;), 0.88-0.86 (m, 9H, 1”-CHjs;, 6”-H,
5”-CHs)

3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 152.87 (C=0), 101.19 (spiro-C), 84.23
(C-5), 65.66 (Morpholin-C2), 65.46 (Morpholin-C-6), 63.85 (C-1""), 60.10 (C-6), 59.83
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(C-4), 52.18 (C-1’), 51.99 (C-3a’), 43.76 (C-7a)), 43.50 (Morpholin-C-5), 43.27
(Morpholin-C-3), 38.57 (C-6'), 35.45 (C-5'), 33.77 (C-7’), 33.50 (C-1"), 27.26 (C-5"),
26.16 (C-3'), 25.63 (C-2’), 24.17 (C-27), 23.72 (C-3"), 21.72 (C-1"-CHg), 21.58 (C-6"),
21.55 (C-5"-CHs), 18.71 (C-7a’-CH3), 17.75, (C-4”)

MS (Cl): miz (%) = 510 (42, M*+1), 354 (100)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) = 3450, 2955, 1717, 1553, 1437, 1365, 1347, 1240,
1118, 1025, 763

Spezifische Drehung: [a]3’ = 44.4 (c = 0.011, CHCl,)

HRMS (El): m/z (berechnet) 510.3305
m/z (gefunden) 510.3307
Abweichungin % | 0.0004

6.3.39 1°,2’,3’,4’-Tetrahydro-5-hydroxymethyl-5-nitrospiro[1,3-
dioxan-2,1’-naphthalin] (76)

C14H17NOs
M = 279.30 g/mol

1.00 ml (6.23 mmol) o-Tetralon (75), 3.76 g (24.9 mmol, 4 eq) Tris(hydroxymethyl)-
nitromethan und 30 mg (0.06 mmol, 1 mol%) Tetrabutylammonium-tribromid
(NBuyBr3) werden mit 1.10 ml (6.85 mmol, 1.1 eq) Triethylorthoformiat (CH(OEt)3)

versetzt. Die Reaktionsmischung wird 36 h bei RT gerthrt. Das Gemisch wird mit 100
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ml 10 % iger Na,COs-L6sung versetzt. Es féllt ein hellbrauner Feststoff aus, der aus
EtOH umkristallisiert wird.

Ausbeute: 1.61 g (5.75 mmol, 92.3%)

'H-NMR (400 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 7.56 (d, 1H, J = 7.0 Hz, 8-H), 7.25-7.18
(m, 2H, 5-H, 6'-H), 7.08 (d, 1H, J = 7.0 Hz, 5'-H), 4.71 (d, 2H, J = 13.4 Hz, 4-Hcq, 6-
Heq), 4.19 (d, 2H, J = 13.3 Hz, 4-Hay, 6-Hax), 3.92 (s, 2H, 17-H), 2.81 (t, 2H, J = 6.4
Hz, 4-H), 2.27-2.21 (m, 2H, 2’-H), 1.99-1.83 (m, 2H, 3’-H)

3C-NMR (100 MHz, in CDCls): 5 (ppm) = 136.49 (C-6’), 135.65 (C-4a’), 128.15 (C-
8a’), 127.72 (C-7’), 125.80 (C-8’), 125.70 (C-5’), 97.47 (spiro-C), 86.93 (C-5), 63.26
(C-4, C-6), 61.37 (C-1"), 28.36 (C-4’), 26.26 (C-2’), 18.81 (C-3’)

MS (Cl): m/z (%) = 280 (100, M*+1), 103 (26)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) =2936, 1549, 1458, 1327, 1130, 1058, 906, 763

Schmelzpunkt: 133.1C

HRMS (El): m/z (berechnet) 279.1107
m/z (gefunden) 279.1112
Abweichung in % | 0.0002
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6.3.40 1°,2’,3’,4’-Tetrahydro-5-(N-benzylpiperidin-4-yl)Jaminomethyl-
5-nitrospiro[1,3-dioxan-2,1’-naphthalin] (77)

Co6H33N304
M = 451.57 g/mol

960 mg (3.44 mmol) des Tetralinacetals 76 werden in 1 ml Ethanol p.a. gelést und
mit 1.0 ml (4.90 mmol, 1.4 eq) 4-Amino-1-benzylpiperidin versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal bei 70 € 16 h gerihrt. Dann wird
die braune Ldsung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Ldsung gegeben und dreimal mit
jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
MgSO,s getrocknet und das Ldsungsmittel destillativ  entfernt.  Die
sédulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (7:3) als

Eluent. Das Produkt ist ein weilRer Feststoff.
Ausbeute: 99 mg (0.22 mmol, 6.4 %)

'H-NMR (400 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 7.29 (m, 3H, 5-H, 6-H, Phenyl-6-H),
7.25-7.07 (m, 6H, 7'-H, 8°-H, Phenyl-2-H, Phenyl-3-H, Phenyl-4-H, Phenyl-5-H), 4.72-
4.68 (M, 2H, 4-Heq, 6-Heq), 4.45-4.32 (M, 2H, 4-Hay, 6-Hax), 3.54 (s, 2H, Phenyl-CH>),
3.46 (s, 2H, 1“-H), 2.84- 2.73 (m, 6H, 2-H, 4‘-H, Piperidin-6-H), 2.50 (s, 1H,
Piperidin-4-H), 2.28 (m, 4H, Piperidin-5-H, Piperidin-2-H), 1.89- 1.84 (m, 4H,
Piperidin-3-H, 3‘-H).

3C-NMR (100 MHz, in CDCl3): & (ppm) = 138.37 (C-8a’), 137.75 (Phenyl-C-1),
137.74 (C-4a’), 137.16 (C-6"), 129.49 (Phenyl-C-2), 129.12 (Phenyl-C-6), 128.70
(Phenyl-C-4), 128.62 (Phenyl-C-3), 127.46 (Phenyl-C-5), 127.34 (C-7’), 126.63 (C-
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5'), 126.51 (C-8'), 98.67 (spiro-C), 85.42 (C-5), 63.40 (C-1"), 62.55 (C-4), 60.54 (C-
6), 52.82 (Piperidin-C-4), 52.81 (Piperidin-C-2, Piperidin-C-6), 49.72 (Phenyl-CHy),
29.71 (Piperidin-C-3), 29.52 (Piperidin-C-6), 27.34 (C-4'), 26.75 (C-2), 20.18 (C-3’)
MS (Cl): miz (%) = 482 (70, M*+1), 103 (100)

IR (CH,Cl,, Film): v (cm™) = 2937, 1540, 1454, 1351, 1337, 1030, 1110, 924, 760

Schmelzpunkt: 100.6 T

HRMS (ESI): m/z (M+H)" (berechnet) | 452.2549
m/z (M+H)" (gefunden) | 452.2544
Abweichung in % 0.001
6.3.41 1°,2’,3’,4’-Tetrahydro-5-hydroxymethyl-6’-methoxy-5-

nitrospiro[1,3-dioxan-2,1’-naphthalin] (79)

O O

2 C15H19NOs
M = 309.32 g/mol

1.23 ml (7 mmol) 6-Methoxy-1-tetralon (78), 4.32 g (28.0 mmol, 4 eq)
Tris(hydroxymethyl)nitromethan und 30 mg (0.06 mmol, 1 mol%)
Tetrabutylammonium-tribromid (NBu4Brsz) werden mit 1.3 ml (7.7 mmol, 1.1 eq)
Triethylorthoformiat (CH(OEt);) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 36 h bei RT
geruhrt. Das Gemisch wird mit 100 ml 10%iger Na,COs-Lésung versetz. Es fallt ein
rosa Feststoff aus, der aus EtOH umkristallisiert wird. Das Produkt ist ein rosa
Feststoff.
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Ausbeute: 1.92 g (6.21 mmol, 88.7%)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 7.38 (d, 1H, J = 8.7 Hz, 7-H), 6.72 (d,
1H, J = 8.7 Hz, 8"-H), 6.58 (s, 1H, 5-H), 4.65 (d, 2H, J = 13.4 Hz, 4-Heq, 6-Heg), 4.17
(d, 2H, J = 13.4 Hz, 4-Hay, 6-Hay), 3.88 (s, 2H, 17-H), 3.75 (s, 3H, 6'-OCHj), 2.76 (t,
2H J = 6.4 Hz, 4-H), 2.23-2.18 (m, 2H, 2'-H), 1.89—1.83 (m, 2H, 3"-H).

3C-NMR (100 MHz, in CD.Cl,): & (ppm) = 160.18 (C-6), 139.61 (C-8a’), 129.92 (C-
7), 128.71 (C-4a’), 112.91 (C-5), 112.83 (C-8'), 98.64 (spiro-C), 88.06 (C-5), 64.49
(C-1"), 62.64 (C-4, C-6), 55.68 (OCH3), 29.95 (C-4’), 27.32 (C-2’), 20.27 (C-3)

MS (Cl): miz (%) = 310 (100, M*+1), 280 (50)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) = 2939, 1656, 1596, 1549, 1466, 1348, 1250, 1125,
1032

Schmelzpunkt: 139.0 C

HRMS (El): m/z (berechnet) 309.1212
m/z (gefunden) 309.1215
Abweichungin % | 0.001
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6.3.42 1°,2’,3’,4’-Tetrahydro-5-(N-benzylpiperidin-4-yl)Jaminomethyl-
6’-methoxy-5-nitrospiro[1,3-dioxan-2,1’-naphthalin] (80)

C27H35N305
M = 481.60 g/mol

1.0 mg (3.23 mmol) des Tetralinacetals 79 werden in 2 ml Ethanol p.a. suspendiert
und mit 1.0 ml (4.90 mmol, 1.5 eq) 4-Amino-1-benzylpiperidin versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal bei 70 T 16 h gerthrt. Dann wird
die braune Ldsung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Ldsung gegeben und dreimal mit
jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel destillativ entfernt. Der Rickstand wird in
so wenig CH,Cl, wie mdglich gelést und mit Isohexan wird das Produkt als weil3er

Feststoff ausgefallt.
Ausbeute: 768 mg (1.59 mmol, 48.0%)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 7.35 (d, 1H, J = 8.7 Hz, 7-H), 7.31-7.28
(m, 4H, Phenyl-2-H, Phenyl-3-H, Phenyl-5-H, Phenyl-6-H), 7.25-7.23 (m, 1H, Phenyl-
4-H), 6.71 (dd, 1H, J = 8.7 Hz, 2.7 Hz, 8-H), 6.57 (s, 1H, 5’-H), 4.64 (d, 2H, J = 13.3
Hz, 4-Heq, 6-Heq), 4.15 (d, 2H, J = 13.3 Hz, 4-Hay, 6-Hay), 3.75 (s, 3H, OCH3), 3.45 (s,
2H, 17-H), 2.96 (s, 2H, Phenyl-CHy), 2.80-2.73 (m, 4H, 4’-H, Piperidin-6-H), 2.35-2.32
(m, 1H, Piperidin-4-H), 2.27-2.19 (m, 2H, 2'-H), 1.97 (t, 2H, J = 10.8 Hz, Piperidin-2-
H), 1.87-1.81 (m, 2H, 3’-H), 1.78-1.75 (m, 2H, Piperidin-3-H), 1.34-1.17 (m, 2H,
Piperidin-5-H)

- 169 -



Experimenteller Teil

3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl,): 5 (ppm) = 160.08 (C-6’), 139.56 (C-8a’), 139.47
(Phenyl-C-1), 130.20 (C-4a’), 129.46 (Phenyl-C-2, Phenyl-C-6), 128.80 (Phenyl-C-4),
128.61 Phenyl-C-3, Phenyl-C-5), 127.34 (C-7°), 112.92 (C-5’), 112.69 (C-8’), 98.41
(spiro-C), 87.95 (C-5), 63.78 (C-4, C-6), 63.38 (C-1"), 56.04 (Piperidin-C-4), 55.66
(OCHs3), 52.75 (Piperidin-C-2, Piperidin-C-6), 50.06 (Phenyl-CHy), 33.32 (Piperidin-C-
3, Piperidin-C-6), 30.01 (C-4’), 27.12 (C-2’), 20.35 (C-3’)

MS (Cl): miz (%) = 482 (30, M*+1), 203 (100)

IR (CH,Cl,, Film): v (cm™) = 2937, 1610, 1546, 1504, 1466, 1346, 1248, 1129,
1035, 755

Schmelzpunkt: 126.3 C

HRMS (El): m/z (berechnet) 483.2733
m/z (gefunden) 483.2960
Abweichungin % | 0.005

6.3.43 6-Hydroxy-o-tetralon (81)

OH

O C10H1002
M =162.19 g/mol

1.5 g (8.51 mmol) 6-Methoxy-o-tetralon (78) werden in 10 ml Ethylacetat gelést und
mit 10 ml 54%iger wassriger HBr-L&sung versetzt. Die Lésung wird eine Stunde zum
Ruckfluss erhitzt, auf 50 ml Wasser gegeben, mit gesattigter NaOH-L&sung alkalisiert
(pH= 8-9) und dreimal mit je 50 ml Diethylether gewaschen. Nach Ansduern der
Lédsung mit verdinnter H,SO4 wird dreimal mit je 50 ml Diethylether extrahiert. Die

vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das
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Lésungsmittel destillativ entfernt. Das Produkt ist ein metallisch brauner Feststoff, der

ohne weitere Aufreinigung weiter verwendet wird.

Ausbeute: 690 mg (4.25 mmol, 49.9%)

'H-NMR (400 MHz, in DMSO-ds): o (ppm) = 10.31 (s, 1H, OH), 7.74 (d, 1H, J =
8.6 Hz, 7-H), 6.70 (d, 1H, J = 6.1 Hz, 8-H), 6.64 (s, 1H, 5-H), 2.83 (t, 2H, J = 6.0 Hz,
4-H), 2.47 (t, 2H, J = 6.9 Hz, 2-H), 2.01-1.93 (m, 2H, 3-H)

3C-NMR (100 MHz, in DMSO-dg): O (ppm) = 195.88 (C-1), 162.04 (C-6), 147.24
(C-8a), 129.03 (C-7), 124.59 (C-4a), 114.29 (C-5), 114.23 (C-8), 38.40 (C-4), 29.23
(C-2), 23.00 (C-3)

MS (Cl): miz (%) = 163 (100, M*+1), 134 (8)

IR (CH.Cly, Film): v (cm™) = 3311, 2944, 1661, 1578, 1349, 1285, 1256, 1211,
1111, 834

Schmelzpunkt: 1539 C

HRMS (El): m/z (berechnet) 162.0681
m/z (gefunden) 162.0679
Abweichungin % | -0.001
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6.3.44 6-(4-Methylpentyloxy)-o-tetralon (82)

5!

4 5 2 '
4a OM
2 3 7

a3

O C16H220-

M = 246.35 g/mol

690 mg (4.25 mmol) 6-Hydroxy-o-tetralon (81) werden in 4.3 ml DMF gel6dst und 0.93
ml (6.38 mmol, 1.5 eq) 1-Brom-4-methylpentan und 1.17 g (8.50 mmol) K,CO3
hinzugegeben. Die Lésung wird 16 h bei RT gerihrt. Das Reaktionsgemisch wird in
50 ml Wasser gegeben und dreimal mit ja 50 ml EtOAc extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden zweimal mit je 50 ml 1N HCI und einmal mit Wasser
gewaschen. Die organische Phase wird Uber MgSO, getrocknet und das
Lésungsmittel destillativ entfernt. Das Produkt wird ohne weitere Aufreinigung oder

Charakterisierung weiter verwendet.

Rohausbeute: 936 mg (3.80 mmol, 89.4%)
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6.3.45 1°,2’,3’,4’-Tetrahydro-5-hydroxymethyl-5-nitro-6’-(4-
methylpentyloxy)-spiro[1,3-dioxan-2,1’-naphthalin] (83)

C20H29NOg
M = 379.46 g/mol

936 mg (3.80 mmol) des Ketons 82, 229 g (152 mmol, 4 eq)
Tris(hydroxymethyl)nitromethan und 20 mg (0.04 mmol, 1 mol%) NBu4Br; werden mit
0.5 ml (418 mmol, 1.1 eq) Triethylorthoformiat (CH(OEt)s) versetzt. Die
Reaktionsmischung wird 36 h bei RT gerihrt. Das Gemisch wird mit 50 ml 10%iger
Na,CO3-Lésung versetzt und dreimal mit je 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Ld&sungsmittel
destillativ entfernt. Der Ruckstand wird in so wenig CH2Cl, wie méglich gelést und mit

Isohexan wird das Produkt als beiger Feststoff ausgefallt.
Ausbeute: 810 g (2.13 mmol, 56.1%)

'H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 7.35 (d, 1H, J = 8.7 Hz, 7>-H), 6.70 (d,
1H, J = 8.7 Hz, 8-H), 6.56 (s, 1H, 5-H), 4.69-4.59 (m, 2H, 4-Heq, 6-Heq), 4.17 (2d,
2H, J = 13.4 Hz, 13.5 Hz, 4-Hay, 6-Hay), 3.90 (t, 2H, J = 6.7 Hz, 1"-H), 3.85 (s, 2H,
1”-H), 2.74 (t, 2H, J = 6.3 Hz, 4-H), 2.25-2.16 (m, 2H, 2"-H), 1.90-1.80 (m, 2H, 3'-
H), 1.79-1.69 (m, 2H, 2"-H), 1.64—1.53 (m, 1H, 4”-H), 1.34—1.25 (m, 2H, 3”-H), 0.91
(d, 3H, J = 7.3 Hz, 4”-CHs), 0.90 (d, 3H, J = 6.6, 5"-H).

3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl,): 5 (ppm) = 159.72 (C-6’), 139.56 (C-8a’), 129.75 (C-
7'), 128.66 (C-4a’), 113.46 (C-5'), 113.39 (C-8'), 98.64 (spiro-C), 88.09 (C-5), 68.76
(C-1"), 64.37 (C-1"), 62.66 (C-4, C-6), 35.57 (C-3”), 29.96 , (C-4’) 28.38 (C-4"),
27.65 (C-2"), 27.28 (C-2’), 22.83 (C-4"-CHs, C-5”), 20.30 (C-3")
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MS (Cl): miz (%) = 380 (100, M*+1), 350 (74)

IR (CHCl,, Film): v (cm™) = 3416, 2955, 1609, 1551, 1537, 1504, 1470, 1437,
1347, 1247, 1170, 1133, 1053, 845

Schmelzpunkt: 112.6 T

HRMS (El): m/z (berechnet) 379.1995
m/z (gefunden) 379.1995
Abweichungin% |0

6.3.46 1°,2’,3’,4’-Tetrahydro-5-(N-benzylpiperidin-4-yl)Jaminomethyl-
5-nitro-6’-(4-methylpentyloxy)-spiro[1,3-dioxan-2,1’-naphthalin] (84)

C32H45N305
M = 551.73 g/mol

810 mg (2.13 mmol) des Tetralinacetals 83 werden in 2 ml Ethanol p.a. gelést und
mit 1.0 ml (490 mmol, 1.5 eq) 4-Amino-1-benzylpiperidin versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im geschlossenen Gefal bei 70 € 16 h gerthrt. Dann wird
die braune Ldsung in 50 ml 10 % wassrige Na,COs-Ldsung gegeben und dreimal mit
jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber

MgSO, getrocknet und das L&sungsmittel destillativ entfernt. Der Riickstand wird in
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so wenig CH,Cl, wie méglich gelést und mit Isohexan wird das Produkt als brauner

Feststoff ausgefallt.
Ausbeute: 410 mg (0.73 mmol, 34.3%)

'H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 7.31-7.23 (m, 6H, 7-H, Phenyl-2-H,
Phenyl-3-H, Phenyl-4-H, Phenyl-5-H, Phenyl-6-H), 6.69 (d, 1H, J = 7.0 Hz, 8-H),
6.56 (s, 1H, 5-H), 4.64 (d, 2H, J = 10.7 Hz, 4-Heq, 6-Heq), 4.17 (d, 2H, J = 10.6 Hz, 4-
Hax, 6-Hax), 3.89 (t, 2H, J = 5.3 Hz, 1”-H), 3.45 (s, 4H, 1"-H, Phenyl-CH,), 2.77 (m,
4H, Piperidin-4-H, Piperidin-6-H), 2.74 (t, 2H, J = 5.2 Hz, 4-H), 2.35-2.34 (m, 1H,
Piperidin-4H), 2.22-2.20 (m, 2H, 2’-H), 1.97-1.95 (m, 4H, Piperidin-3-H, Piperidin-5-
H), 1.85-1.82 (m, 2H, 3-H), 1.76-1.72 (m, 2H, 2"-H), 1.60-1.57 (m, 1H, 4”-H), 1.33—
1.26 (m, 2H, 3"-H), 0.91 (d, 6H, J = 5.3 Hz, 4’-CHs, 5”-H)

3C-NMR (100 MHz, in MeOH-d,): 5 (ppm) = 157.22 (C-6’), 139.69 (C-8a’),
138.62 (Phenyl-C-1), 130.86 (C-4a’), 129.45 (Phenyl-C-2, Phenyl-C-6), 128.80
(Phenyl-C-4), 128.62 Phenyl-C-3, Phenyl-C-5), 128.16 (C-7’), 113.44 (C-5’), 110.16
(C-8’), 101.47 (spiro-C), 85.15 (C-5), 63.92 (C-1*), 563.11 (C-4, C-6), 48.46 (C-17),
45.67 (Piperazin-C-4), 44.23 (C-6’-OCHjs), 40.95 (Piperazin-C-2, Piperazin-C-6),
38.79 (Phenyl-CH,), 33.80 (C-3”), 31.45 (Piperazin-C-3, Piperazin-C-6), 28.48 (C-4’),
25.30 (C-4”), 23.11 (C-2"), 20.99 (C-4"-CHj3), 20.86 (C-5"), 17.52 (C-2’), 14.10 (C-3’)

MS (CI): m/z (%) = 582 (80, M*+1), 280 (100)
IR (CH,Cl,, Film): v (cm™) = 2939, 1608, 1545, 1453, 1345, 1246, 1123, 741, 699

Schmelzpunkt: 88.7 C

HRMS (ESI): m/z (M+H)" (berechnet) | 552.3437
m/z (M+H)" (gefunden) | 552.3435
Abweichung in % 0.0004
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6.3.47 4-0Ox0-4,5,6,7-tetrahydro-benzofuran-3-carbonsaure (86)

HO CoHgOs4
M = 180.16 g/mol

11.2 g (0.10 mol) Dihydroresorcin und 5.6 g (0.10 mol, 1 eq) KOH werden in 50 ml
MeOH suspendiert und mit 14.1 mi (0.10 mol, 1 eq)
Brombrenztraubensaureethylester versetzt. Die Suspension wird 12 h bei RT gerihrt,
100 ml Wasser hinzugegeben und das Lésungsmittel destillativ entfernt. Das Produkt

fallt als beiger Feststoff aus.
Ausbeute: 4.84 g (26.8 mmol, 26.8 %)

"H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 13.22 (s, 1H, OH), 8.06 (s, 1H, 2-H), 2.97
(t, 2H, J = 6.3 Hz, 5-H), 2.67 (t, 2H, J = 4.9 Hz, 7-H), 2.29-2.23 (m, 2H, 6-H)

3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 199.93 (C-4), 171.14 (COOH), 161.19 (C-
3), 150.08 (C-2), 118.01 (C-3a), 117.20 (C-7a), 36.61 (C-7), 23.27 (C-5), 22.47 (C-6)
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6.3.48 1-(1,5-Dimethylhexyl)-1,5,6,7-tetrahydroindol-4-on (87)

O C16H25NO
M = 247.38 g/mol

500 mg (2.78 mmol) des Tetrahydrobenzofuranons 86 werden in 5 ml eines Wasser :
EtOH Gemisches (5:1) geldst und mit 2.05 ml (12.1 mmol, 4.4 eq) 2-Amino-6-
methylheptan versetzt. Die Ldsung wird im geschlossenen System unter
Mikrowellenbedingungen umgesetzt.
Mikrowellenparameter. P =250W

T=110<T

t =15 min

p =6 bar
Das Ethanol wird destillativ entfernt, der Riickstand mit 1 N HCI angesauert (pH 3-4)
und dreimal mit je 50 ml EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber MgSO, getrocknet und das Ld&sungsmittel destillativ entfernt. Die
saulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit Isohexan : Ethylacetat (7:3) als

Eluent. Das Produkt ist ein gelbes Ol.

Ausbeute: 560 mg (2.26 mmol, 81.3 %)

'H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) = 6.64 (d, 1H, J = 3.2 Hz, 2-H)), 6.47 (d,
1H, J = 3.2 Hz, 3-H), 4.1-4.03 (m, 1H, 1"-H), 2.73 (t, 2H, J = 6.2 Hz, 5-H), 2.41-2.37
(m, 2H, 7-H), 2.16-2.09 (m, 2H, 6-H), 1.76—1.63 (m, 2H, 2-H), 1.53—1.42 (m, 1H, 5"
H), 1.40 (d, 3H, J = 6.8 Hz, 1-CH3), 1.22—-1.07 (m, 4H, 3-H, 4-H), 0.84 (d, 3H, J =
5.3 Hz, 5-CH3), 0.82 (d, 3H J = 5.2 Hz, 6-H)

3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl): & (ppm) = 194.15 (C-4), 143.53 (C-7a), 120.59 (C-
3a), 118.49 (C-2), 105.85 (C-3), 52.82 (C-1’), 39.00 (C-3"), 38.47 (C-7), 38.12 (C-2),
28.31 (C-5'), 24.56 (C-4’), 24.35 (C-6), 22.84 (C-5'-CH3), 22.72 (C-6"), 22.50 (C-5),
22.10 (C-1"-CHa)
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MS (Cl): miz (%) = 248 (100, M*+1), 495 (24)

IR (CH,Cl,, Film): v (cm™) = 2951, 1659, 1537, 1498, 1466, 1415, 1384, 1230,
1187, 1112, 960, 897, 711

HRMS (El): m/z (berechnet) 247.1936
m/z (gefunden) 247.1929
Abweichungin % | -0.003

6.3.49 6,7-Dihydro-5H-benzofuran-4-on (89)

7 1
6 7a O
2
5 | /
3a 3
O CgHgO2

M =136.15 g/mol

750 mg (4.16 mol) 4-Oxo0-4,5,6,7-tetrahydro-benzofuran-3-carbonsaure (86) werden
in 5 ml Ethanol gelést und mit 10 ml 2N HCI versetzt. Die Lésung wir iber Nacht bei
RT gerihrt. Das Ethanol wird destillativ entfernt und der Rest dreimal mit jeweils 20
ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tUber MgSO,
getrocknet und das Ld&sungsmittel destillativ entfernt. Das Produkt ist der beige
Ruckstand.

Ausbeute: 566 g (4.16 mmol, quantitative Ausbeute)

'H-NMR (400 MHz, in CD,Cl,): & (ppm) =8.01 (d, 1H, J = 8.3 Hz, 2-H), 7.34 (s, 1H,
J =8.3 Hz, 3-H), 2.92 (t, 2H, J = 6.3 Hz, 5-H), 2.73 (t, 2H, J = 4.88 Hz, 7-H), 2.28—
2.23 (m, 2H, 6-H)

3C-NMR (100 MHz, in CD,Cl,): 5 (ppm) = 200.12 (C-4), 158.19 (C-3), 149.77 (C-2),

117.82 (C-3a), 116.29 (C-7a), 37.20 (C-7), 23.17 (C-5), 22.21 (C-6)
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6.4 Testmethoden der biologischen Priifung

Die Agar-Diffusionstests und MTT-Tests wurden von Frau Martina Stadler
durchgefiihrt. Die beschriebenen Methoden der Sterolanalytik wurden von Dr. J6rg
Muller™  (Ergosterolbiosynthese-Assay)  und Dr. Martin  Giera™®

(Cholesterolbiosynthese-Assay) entwickelt und von Christoph Muller durchgefiihrt.

6.4.1 Agar-Diffusionstest

Von den zu testenden Substanzen werden 1 %ige (m/v) Lésungen in CH,CI, oder bei
schwerl6slichen Verbindungen in DMSO hergestellt. Jeweils 5 pyl der Stammlésungen
der Testsubstanzen werden auf Rundfilter (Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland) aufgetragen. Als Referenzsubstanzen werden Clotrimazol und
Tetracyclin verwendet. Jeweils 2.5 ul von 1 %igen Lésungen dieser Substanzen
werden ebenfalls auf Rundfilter aufgetragen. Das L&sungsmittel wird nach dem
Auftragen tber Nacht verdampft. Bei der Verwendung von DMSO als Lésungsmittel
werden auch Rundfilter mit 5 yl DMSO als Blindwert prépariert. Bei der Testung wird
mit diesem Blindwert bestatigt, dass eventuelle DMSO-Rickstdnde keine
Auswirkungen auf das Wachstum der Bakterien oder Pilze haben. Die Pilze,
Bakterien und HL 60-Zellen (MTT-Test) wurden von der DSMZ (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) bezogen
und zunachst nach der mitgelieferten Vorschrift in einer Flissigkultur geziichtet. Die
sterilen Arbeiten werden unter der Laminar-Tariflos-Arbeitsbank vom Typ Heraeus
(Heraeus, Hanau, Deutschland) durchgefuhrt. Fir Candida glabrata, Hyphopichia
burtonii, Yarrowia lipolytica, Escherichia coli, Pseudomonas antimicrobia,
Streptococcus entericus und Staphylococcus equorum dient ein AC-Agar (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) als Nahrmedium. 35.2 g AC-Agar und 2 g Agar, der zur
Verfestigung dient, werden in einem Liter Wasser suspendiert und anschlie3end
autoklaviert. Unter sterilen Bedingungen werden je 15 ml des noch warmen, flissigen
Agars in Petrischalen gefillt und ca. 30 Minuten stehen gelassen. Fur Aspergillus
niger wird ein Kartoffel-Agar verwendet. Dazu werden 39 g Kartoffel Dextrose Agar
und 1 g Agar, der zur Verfestigung dient, in einem Liter Wasser suspendiert und
autoklaviert. Unter sterilen Bedingungen werden je 15 ml des noch warmen und
flissigen Agars in Petrischalen gefillt und ca. 30 Minuten stehen gelassen. Unter
sterilen Arbeitsbedingungen wird der entsprechende Keim mit einer Metallése auf

das jeweilige Nahrmedium aufgetragen und die Platte mit je vier Substanzplattchen
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belegt. Als Kontrolle werden zudem die genannten Referenzsubstanzen und die nur
mit dem Ld&sungsmittel praparierten Plattchen aufgetragen. Danach erfolgt die
Inkubation in einem Trockenschrank bei einer Bruttemperatur von 32.1 T fir
Bakterien und 28.0 T fur die Pilze. Nach 36 h erfolgt die Auswertung der

Testergebnisse durch manuelles Ausmessen der Durchmesser der Hemmbhdofe.

6.4.2 MTT-Test

Der MTT-Test erfolgt an Zellen der humanen Leukdmie-Zelllinie HL 60. Von den zu
untersuchenden Substanzen wird jeweils eine Stammlésung mit einer Konzentration
von 10 mM in Ethanol hergestellt. Daraus wird durch 1:1 Verdinnungen mit Ethanol
eine Verdinnungsreihe (10 uM, 5 uM, 2.5 uM, 1.25 pM und 0.625 puM) erstellt. Als
Blindprobe dient eine Mischung aus 99 pyl Ndhrmedium und 190 pl DMSO.
Kontrollzellen werden mit reinem N&hrmedium, ohne Ethanol und Substanz, versetzt.
Als Positivkontrolle wird eine Triton® X-100 Lésung in einer Endkonzentration von 1
Mg/ml verwendet. Von jeder Verdinnung wird 1 uyl in ein Well, welches 99 pl einer HL
60-Zellsuspension (ca. 9 x 10° Zellen/ml) enthélt, pipettiert und 24 h bei 37 C, 5 %
CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Jedes Well wird mit 10 yl einer MTT-L&sung
(5 mg/ml in PBS) versetzt und weitere 2 h inkubiert (Bedingungen s.o.). Es werden
dann 190 pl DMSO zugesetzt und nach weiteren 60 min Wartezeit und
gelegentlichem Schutteln wird die Platte bei einer Messwellenldnge von A = 570 nm
(Referenzwellenlange A = 630 nm) photometrisch in einem ELISA Reader (SLT
Spectra, Crailsheim, Deutschland) vermessen und die Ergebnisse statistisch

ausgewertet.

6.4.3 Ergosterolbiosynthese-Assay auf Enzyminhibitoren der

Ergosterolbiosynthese

6.4.3.1 Inkubation mit Testsubstanzen

Die Testsubstanzen werden in Ethanol (gegebenenfalls kann auch eine
Ethanol/Wasser-Mischung oder DMSO verwendet werden) zu 0.8 mg/ml gelést (=
Stammlésung). Die Stammldsung entspricht nach Zugabe (10 ul) zur Pilzsuspension
einer Testkonzentration von 4 ug/ml. Die hier verwendeten Keime sind Candida
glabrata, Yarrowia  lipolytica und Saccharomyces cerevisiae. Die
Stammkonzentration der einzelnen Testreihnen wird mit dem entsprechenden

Lésungsmittel  schrittweise jeweils 1:1  verdinnt, um insgesamt folgende
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Endkonzentrationen nach Zugabe (10 ul) zur Pilzsuspension zu erreichen: 8, 4, 2, 1,
0.5, 0.25 pg/ml. Die jeweilige Pilz-Stammkultur wird in der Sterilbank 1:10 mit Wasser
dest. verdinnt und photometrisch bei 570 nm gegen einen 0.5 M McFarland
Standard vermessen. Die Anzahl der KBE pro ml der Stammkultur wird Gber einen
Dreisatz aus den gemessenen Absorptionen unter der Voraussetzung, dass der
McFarland Standard 5 x 10° KBE/ml entspricht, berechnet:

KBE
ml

_5710° * Ay, *10

Stamm AMcFar/and

Formel 6-1: Formel zur Berechnung der KBE/ml der Stammkultur, KBE/mlsmm Koloniebildende
Einheiten pro ml Stammkultur, Az sy Absorption der Pilzzelllésung, Awcrarana Absorption des 0.5 M
McFarland Standards

Mit der so erhaltenen Anzahl an KBE pro ml der Stammkultur wird nun das benétigte
Volumen [ul] einer 1:100 Verdinnung eben dieser Stammkultur berechnet, welches
100.000 KBE entspricht (= Inokulum):

100000 *1000 * 100
- [ua]

V= KBE
ml

Stamm

Formel 6-2: Berechnung des 100.000 KBE entsprechenden Volumens, V=Volumen in pl einer
1:100 Verdlinnung der Stammkultur, welches 100.000 KBE entspricht, KBE/mlsi.mm Koloniebildende

Einheiten pro ml Stammkultur

Die nachfolgenden Arbeitsschritte werden in einer Sterilbank durchgefiihrt. Die
Stammkultur wird mit Medium 1:100 verdiinnt. In jedes Well einer 24 Well Testplatte
wird das Inokulum pipettiert (Endkonzentration: 50.000 KBE/ml) und mit Medium auf
1990 ul aufgefullt. 10 pl der jeweiligen Substanzlésung werden hinzu pipettiert und
die Platte wird vorsichtig 30 s geschwenkt. Die Testplatte wird 48 + 2 h bei 28 T
(Luftzufuhr Stufe 6) inkubiert und anschlieRend kann die Bestimmung der MHK,
sowie die Aufarbeitung ausgesuchter Konzentrationen zur Ermittlung der

Enzyminhibition nach der jeweiligen Vorschrift erfolgen.
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6.4.3.2 Bestimmung der MHK

Die MHK (Minimale Hemmkonzentration) ist als die Konzentration einer Substanz
definiert, bei der kein Pilzwachstum mehr erkennbar ist. Die Ablesung der MHK

erfolgt visuell nach einer Inkubationszeit von 48 + 2 h.

6.4.3.3 Aufschluss der Zellen und Extraktion der Sterole

Fur die weitere Aufarbeitung werden die Inkubationsdtze mit Substanz-
Konzentrationen, die einem Viertel bzw. einem Achtel der MHK entsprechen,
ausgewabhlt. Der Inhalt der Wells wird in ein 2 ml Plastiktube tGberfihrt und bei 15.000
x g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und verworfen.
Das Well wird mit 1000 pl PBS (phosphatgepufferte Kochsalzlésung)
nachgewaschen und nochmals unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert
Wiederum wird der Uberstand abgenommen und verworfen. Es wird 1 ml 1 M NaOH
zum Pellet gegeben, das Reaktionsgefald wird mit Stickstoff geflutet, verschlossen, 5
min im Ultraschallbad behandelt und anschlieBend auf 70 T erwarmt. Nach Ablauf
einer Stunde werden 650 ul TBME (tert.-Buthylmethylether) und 100 pl I.S.-Lésung
(Interner Standard: Cholastan, 50 pg/ml) zugegeben, 1 min kraftig geschuttelt und
abschlieBend 3 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen
und in ein 2 ml Plastiktube Uberfihrt, das 40 mg einer 7:1 Verreibung von Na;SO,4
und PSA (Adsorbens: Primares sekundares Amin) enthélt. Die Extraktion wird mit
750 ul TBME wiederholt. Die vereinigten organischen Phasen werden mit der PSA-
Verreibung geschuttelt und anschlieffend bei 10.000 x g 3 min zentrifugiert. 1.0 ml
des Uberstandes werden in ein Braunglasvial uberfiihrt und bei ca. 50 T unter
einem Stickstoffstrom zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wird in 950 yul TBME
aufgenommen und 50 pl TSIM (Trimethylsilylimidazol) zugesetzt. Die Silylierung ist
nach 30 min bei RT abgeschlossen. 0.5 - 2 ul dieser Lésung (je nach erhaltener

Biomasse - empirischer Wert) werden in das spezifizierte GC/MS System injiziert.

6.4.3.4 Identifizierung des inhibierten Enzyms

Um das inhibierte Enzym zu identifizieren, wird das erhaltene Chromatogramm auf
das Vorhandensein der fur die jeweilige Enzyminhibition charakteristischen
Markersterole untersucht. Diese kdnnen anhand ihrer relativen Retentionszeit, der
spezifizierten Qualifier-lonen und Vergleich mit einer im AK Bracher aufgebauten

MS-Datenbank identifiziert werden. Aus dem Auftreten eines oder mehrerer
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charakteristischer Markersterole kann somit das inhibierte Enzym(e) abgeleitet

werden.

6.4.4 Cholesterolbiosynthese-Assay auf Enzyminhibitoren der

Cholesterolbiosynthese

6.4.4.1 Herstellung der Substanzlésungen

Fur ein qualitatives Screening werden die Substanzen zuerst in Konzentrationen von
1 yM und 50 pM getestet. Die Solleinwaage der Substanzen in 1 ml Ethanol wird
dabei so berechnet, dass sich eine Endkonzentration von 50 uM ergibt, wenn 10 pl
dieser Lésung in 990 yl Medium (Endvolumen 1 ml) pipettiert werden. Anschlieend
wird diese Lésung 1:50 verdinnt, so dass sich eine Endkonzentration von 1 uyM
ergibt, wenn 10 pM dieser Lésung in 990 uyl Medium (Endvolumen 1 ml) pipettiert

werden.

6.4.4.2 Inkubation

Zur Testung der Substanzen werden 1 Million Zellen der humanen Leuk&mie-Zelllinie
HL 60 in eine 24 Well-Platte Uberfihrt und mit lipid- und cholesterolfreiem RPMI 1640
Medium (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland), das 10 % fetales
Rinderserum (FBS) enthalt, auf ein Volumen von 990 pl aufgefullt. Anschlieend
werden 10 ul der entsprechenden Substanzlésung und fur die Negativkontrolle 10 pl
Ethanol zupipettiert. Es werden fir jede Substanz zwei Endkonzentrationen getestet;
1 uM und 50 uM. Die Stammlésungen missen so hergestellt werden, dass sie nach
einer 1:10 Verdinnung im Medium eine der zuvor genannten Endkonzentrationen
aufweisen. Die Testplatte wird 30 Sekunden geschwenkt und dann 24 h bei 37 C, 5
% CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert.

6.4.4.3 Aufschluss der Zellen und Extraktion der Sterole

Zur Sterolextraktion wird der Inhalt der Wells der Testplatte in jeweils ein 2 ml
Plastiktube Uberfuhrt. Jedes Well wird mit 750 pl PBS nachgewaschen. Durch 5-
minitiges Zentrifugieren bei 540 x g werden die Zellen vom Uberstand abgetrennt
und erneut mit 1 ml PBS gewaschen. Es wird 1.0 ml 1N NaOH zugesetzt, die Proben
kurz geschittelt, aus dem Plastik- in ein 5 ml Glasvial Gberfiihrt und eine Stunde bei
70 T im Trockenschrank lysiert. Nach Abkihlen der Proben auf Raumtemperatur

werden 50 pl interne Standardlésung (10 ug Cholestan in 1 ml TBME) und 700 pl
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TBME zugesetzt, 1 Minute kraftig geschuttelt und anschlie®end 5 Minuten bei 9200 x
g zentrifugiert. Nach Abnehmen der organischen Phase wird dieser Vorgang
wiederholt. Die vereinten organischen Phasen werden in ein 40 mg einer 7:1
Mischung aus Natriumsulfat und PSA enthaltendes 2 ml Plastikvial Gberfihrt. Das
Vial wird 30 Sekunden geschiittelt, dann bei 9200 x g 5 Minuten zentrifugiert. 1.0 ml
des Uberstandes wird in ein Braunglasvial tiberfiihrt und bis zur Trockene eingeengt.
Der Ruckstand wird mit 950 yl TBME und 50 pyl MSTFA (2,2,2-Trifluor-N-methyl-N-
(trimethylsilyl)-acetamid), das 10 % TSIM enthéalt, versetzt und 30 Minuten bei RT

inkubiert. Die Probe kann nun in die GC-MS-Anlage injiziert zu werden.

6.4.4.4 Identifizierung des inhibierten Enzyms

Um das inhibierte Enzym zu identifizieren, wird das erhaltene Chromatogramm auf
das Vorhandensein der fur die jeweilige Enzyminhibition charakteristischen
Markersterole untersucht. Diese kénnen anhand ihrer relativen Retentionszeit und
der spezifizierten Qualifier-lonen identifiziert werden. Aus dem Auftreten eines
charakteristischen Markersterols kann somit das inhibierte Enzym abgeleitet werden.
Die Auswertung der erhaltenen Chromatogramme erfolgt durch den Vergleich der

AUCs (Area under Curve/Integralflachen) fir das jeweilige Sterol.

6.4.5 Aktivitaitsbestimmung der synthetisierten Inhibitoren auf die

Gesamtcholesterolbiosynthese

Die Aktivitatstestung von Substanzen auf die Gesamtcholesterolbiosynthese kann
prinzipiell auf zwei Arten erfolgen, zum einen kann fur orientierende Versuche die
Aktivitat (% Inhibition) einer Substanz im Triplikat bei einer fixen Konzentration (meist
1 uM) gemessen werden, zum anderen kann der ICsp—Wert durch die Erstellung
einer sigmoidalen  Konzentrations-Wirkungskurve  ermittelt werden. Die
Substanzldsungen werden wie in Arbeitsvorschrift 6.3.4.3. hergestellt. Dann werden
ausgehend von der héchsten getesteten Konzentration in 1:1 Verdinnungsschritten
sechs Substanziésungen hergestellt. Alle Konzentrationen sind im Triplikat zu testen.
Es kann bei der quantitativen Bestimmung auf eine Positivkontrolle verzichtet
werden, wenn zuvor qualitativ bestimmt wurde welche Zwischenstufe der
Sterolbiosynthese akkumuliert und so das inhibierte Enzym bestimmt wird. Die
Quantifizierung der Inhibition erfolgt mittels des Einbaus von 2-'°C-Acetat in das
Cholesterol. Hierzu werden HL-60 Zellen mit *C-Acetat-Losung inkubiert (siehe

Vorschrift 6.3.4.2.). Das neu gebildete Cholesterol kann anhand der héheren Masse
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von dem bereits in der Zelle vorhandenen Matrixcholesterol unterschieden werden.
Zur Berechnung der prozentualen Inhibition wird die nachfolgende Formel

verwendet:

o inhibition =| 1—| 2 Aise.“PCe | x40
AC * A/.S.S. * PCS

Formel 6-3: Formel zur Berechnung der prozentualen Inhibition: As: Flache Probe, Ajsc: |.S.
Kontrolle, PC¢: Proteingehalt Kontrolle, Ag: Flache Kontrolle, A;ss. Flache |.S. Probe, PCs:
Proteingehalt Probe

Der zur Berechnung der prozentualen Inhibition benétigte Proteingehalt wird nach

der Methode von Bradford bestimmt.
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7 Abkirzungsverzeichnis

T Grad Celsius

2d zwei Dubletts (ineinander verschoben)

Abb. Abbildung

AC-Agar All culture-Agar (Nahrmedium)

AcOH Essigsaure

ax axial

Bu Butyl

BuLi N-Butyllithium

Bz Benzyl

bzw. beziehungsweise

ca. circa

Cl chemische lonisation

cm Zentimeter

COSsYy correlated spectroscopy (H-H oder C-H)

d Duplett

DB Doppelbindung

DC Dunnschichtchromatographie

DCC Dicyclhexylcarbodiimid

dd Dublett von Dublett

ddd Dublett von Dublett von Dublett

DEPT distortionless enhancement by polarisation transfer

dest. destilliert

DMAP 4-(N,N-Dimetylamino)-pyridin

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

dq Dublett vom Quartett

DSMz Deutsche = Sammlung von  Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH

dt Dublett von Triplett

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

eq &quatorial oder Aquivalent

et al. et alia (und andere)
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EtOAC
EtOH
eV
FAD
FBS

GC/MS

HEI
HL-60
HMBC
HR-MS
Hz

I.S.
ICs0

KBE
Lsg

m/z
MeOH
mg
MHK
MHz
min

mi

mm
mmol
MS
MSTFA
MTT

Ethylacetat

Ethanol

Elektronenvolt

Flavin-Adenin-Dinukleotid

fetales Rinderserum

Gramm

Gaschromatographie/ Massenspektrometrie
Stunde(n)

High Energy Intermediate

Human promyelocytic leukemia cells
heteronuclear multiple bond coherence

high resolution mass spectrometry

Hertz

interner Standard

mittlere inhibitorische Konzentration
Infrarot(spektroskopie)

Kopplungskonstante

Kolonie bildende Einheiten

Lésung

molar, mol/l

Multiplett

Verhéltnis Masse zu Ladung (Massenspektrometrie)
Methanol

Milligramm

minimale Hemmkonzentration

Megahertz

Minute(n)

Milliliter

Millimeter

Millimol

Massenspektrometrie
2,2,2-Trifluor-N-methyl-N-(trimethylsilyl)-acetamid
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid

Normalitat
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NAD
NADPH
nm
NMR
NOE
0SC
p.a.
PBS
ppm
PSA

RSD
RT

Sl

TBME
THF
TMS-CI
TSIM
uv

z.B.

Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Nanometer
Kernspinresonanzspektroskopie
nuclear Overhauser effect
Oxidosqualencyclase

pro analysi

phosphatgepufferte Salzlésung

parts per million

Adsorbens: Priméres sekundares Amin
Quartett

relative Standardabweichung
Raumtemperatur

Singulett (Aufspaltung im NMR-Spektrum),
(Zeiteinheit)

Sterol-*¥"-Isomerase

Triplett

tert-Butylmethylether

Tetrahydrofuran

Trimethylsilylchlorid
Trimethylsilylimidazol

Ultraviollett

zum Beispiel

chemische Verschiebung [ppm]
Mikroliter
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