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1 ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Diese Arbeit beschiftigt sich mit dem Pilzgift PR Toxin (1), welches aus Penicillium roqueforti
isoliert werden kann (Schema . Uber dessen Biosynthese gibt es bisher nur Hypothesen
und mithilfe heterologer Expression der entsprechenden Enzyme, sowie in der Totalsynthese

dargestellten Metaboliten konnen wichtige Information gewonnen werden.

Fiir die Totalsynthese wurden drei Synthesepline entwickelt, wobei jede versucht die Probleme

des vorhergehenden Syntheseplans zu umgehen.

Der erste Syntheseplan beginnt mit ($)-Carvon (2). Die in PR Toxin (1) enthaltene zweite
Methylgruppe wurde mithilfe einer Gilman-Cuprat-Reaktion eingefiihrt. Danach wurden vier
verschiedene Arten der Robinson-Anellierung getestet (Mukaiyama-Michael-Reaktion, sdure-

katalysierte, basenkatalysierte und aminkatalysierte Robinson-Anellierung).

Dabei stellte sich die basenkatalysierte Robinson-Anellierung als beste Herangehensweise
heraus und wurde zur Synthese des Grundgeriists verwendet. Dieses Grundgeriist wurde danach
mithilfe einer Ozonolyse, sowie mit Kupfer- und Eisensalzen zu dem Bizyklus 3 mit zwei
Doppelbindungen modifiziert. Dadurch konnte die Anzahl an Stufen von acht in dem ersten
Syntheseplan, auf vier in der Literatur bekannten Route gekiirzt werden.!!! Bei der Ozonolyse
entsteht Epoxid 4, welches durch eine Epoxidierung durch das Primérozonid erklart werden

kann.

Eine Erweiterung des Grundgeriist um einen exozyklische C;-Baustein, gelang mit Aceton und
mit Brenztraubensduremethylester. Nach der Eliminierung der exozyklischen Alkoholgruppe
des Bizklyus, an welchem Aceton angebaut wurde, konnte das dabei entstehende Trien §
mit m-CPBA an der exozyklischen Doppelbindung und mit einer Shi-Epoxidierung an der

endozyklischen Doppelbindung epoxidiert werden.

Aufgrund von Oxidationsproblemen an der e-Position wurde die Oxidation an den Anfang
der Totalsynthese gestellt, welche Grundlage des zweiten Syntheseplans der Totalsynthese ist.
Mithilfe einer heterogenen Oxidation konnte (§)-Carvon (2) oxidiert werden. Nach Einfiihrung

der Methoxymethyl-Schutzgruppe, erfolgte die Gilman-Reaktion mit guten Ausbeuten.

Die nachfolgende Robinson-Anellierung war sowohl mit der Methoxymethyl-, als auch mit
der Methylschutzgruppe nicht erfolgreich. Ahnliche Probleme wurden von Mor1 und TAMURA
bei einem vergleichbaren Molekiil beschrieben.!?! Demgegeniiber verindert die Zugabe von
Chlor(trimethyl)silan bei der Gilman-Reaktion, die Stereoinformation des 8-Stereozentrums

des Silylalkohols 6 und kann somit nicht fiir eine Mukaiyama-Michael-Reaktion in Betracht
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gezogen werden.

Tests mit vier verschiedenen Elektrophilen in der Gilman-Reaktion ergaben, dass Brompropi-

onsiureethylester (7) nahezu vollstiandig als Elektrophil abgefangen werden kann.

Davon ausgehend konnte die Fujimoto—Belleau Sequenz bis zum Bizyklus 8 mit einer Gesamt-
ausbeute von 0.8 % erfolgreich durchgefiihrt werden. Dabei war die Fujimoto—Belleau Sequenz
mit 3 % Ausbeute iiber vier Stufen trotz einiger Optimierungsversuche nicht zufriedenstellend.
Aus diesem Grund wurde das Nebenprodukt 9, welches je nach Variation der Aquivalente
von Brompropionsdureethylester (7) entsteht, als Grundlage fiir einen dritten Syntheseplan

genommen.

In dieser Arbeit wird ein Mechanismus zur Produktbildung vorgeschlagen und experimentell
untersucht. Ausgehend von diesem Trizyklus 9, wurden vier verschiedene mogliche Routen
vorgeschlagen und jeweils die erste Stufe wurde getestet. Um den zyklischen Ester im Trizyklus
9 entfernen zu konnen, wurde iiber eine Retro-Diels-Alder-Reaktion nachgedacht. Hierbei sollte
nach dem Einbau der dafiir notwendigen Doppelbindung im verbriickten Zyklus unter erhdhten
Temperaturen CO, freigesetzt und ein Bizyklus erhalten werden. Der Einbau dieser Doppel-
bindung und die in den Synthesepldanen zuvor etablierte Abspaltung der Isopropenylgruppe
durch Ozon zu den gewiinschten Produkten war nicht erfolgreich. Auch eine saurekatalysierte

Decarboxylierung gelang nicht.

Nur die selektive Methylierung durch Methyllithium konnte je nach Aquivalentmenge regio-
selektiv den verbriickten Ester methylieren. Ausgehend von diesen Ergebnissen, ist die Grund-

lage fiir eine weitergehende Totalsynthese gelegt.

fe) (o]
o ) ? ) ; : o M. ;: e ; : io
)J\O \” NS
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o ™S | 00
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Schema 1: Wichtige Intermediate und Synthesebausteine in der Totalsynthese von PR Toxin 1.

Daneben wurde mRNA aus Penicillium roqueforti isoliert und mithilfe der reversen Transkrip-
tase in cDNA umgewandelt. Die Exprimierung in E. coli gelang nur im Falle der Aristolo-

chensynthase. Die anderen Enzyme aus dem entsprechenden Gencluster (Tabelle [2)) waren
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trotz verschiedener Versuche nicht exprimierbar. Aus diesem Grund wurden erste Schritte zur
heterologen Expression in A. oryzae unternommen und die Klonierungsmethode SLiCE hierfiir
verwendet. Bei dem Inkubationsexperiment von bakteriell dargestelltem Aristolochen mit dem
Enzym CDM31314 in A. oryzae, konnte keine Produktbildung detektiert werden. Analog zu
den Versuchen in der Totalsynthese von PR Toxin, gelang es, die grundlegenden Methoden zur

biosynthetischen Analyse von PR Toxin aufzubauen.






2 Einleitung

Diese Arbeit beschiftigt sich mit dem Mykotoxin PR Toxin, welches unter anderem von Peni-
cilium roqueforti hergestellt wird. Dieser Pilz gehort zur Gruppe der Trichocomaceael®!, die
den Schlauchpilzen (Ascomycota)® zugeordnet wird. Interessanterweise besitzt er sowohl
schidliche als auch positive Eigenschaften. Er ist unter anderem fiir das Verschimmeln von
Lebensmitteln (beispielsweise Getreide) und auch fiir die Produktion von Methylketonen®!, die

als Geschmacksstoffe in Blauschimmelkise vorkommen, verantwortlich.

Penicilium roqueforti wird auch als mogliche Erkldrung fiir das sogenannte franzdsische Pa-
radox genannt.' Der Verzehr von Blauschimmelkiise soll erkliren, warum Franzdsinnen und
Franzosen, trotz des Verzehrs von Herz-Kreislauf schadlichen Lebensmitteln, im europdischen

Vergleich die geringste Herzinfarkt-Rate haben.

Durch die lange Tradition bei der Herstellung dieser Kédsesorte kam es zu einer Koevolution von
Penicilium roqueforti und Milchsdurebakterien. Aus diesem Grund entwickelte der Pilz Penicili-
um roqueforti Toleranzen zu Metaboliten dieser Bakterien wie Milch- und Essigsiure.!”) Diese
wie auch andere Facetten des Pilzes machen ihn sowohl wirtschaftlich als auch wissenschaftlich

zu einem sehr interessanten Studienobjekt.

2.1 Pilze

Pilze sind Organismen, welche weder dem Reich der Tiere, noch dem Reich der Pflanzen klar
zugeordnet werden konnen. Aus diesem Grund bilden sie eine eigenstindige Gruppierung —
das Reich der Pilze. Sie unterscheiden sich durch ihre Immobilitit von den Tieren und dadurch,
dass sie weder Chlorophyll, noch Blitter oder Wurzeln besitzen, ebenfalls von den Pflanzen.
Aus diesem Grund miissen sie sich osmotroph ernihren. Im Gegensatz zu der cellulosebasierten
Zellwand der Pflanzen, besteht die Zellwand der Pilze aus Chitin, welches auch das Exoskelett
der Insekten formt.!® Dadurch ist es den Pilzen moglich, einen hohen Innendruck aufzubauen,
ihre Zellwidnde zu vergroBern, sowie Hindernisse wegzudriicken beziehungsweise in festes
Material vorzudringen.®! Bei einigen Pilzarten, wie beispielsweise Magnaporthe grisea,'Y)
kann der Druck bis zu 8 MPa gro3 werden. Dieser sogenannte Turgordruck, tritt ebenfalls bei

Pflanzen, jedoch nicht bei Tieren auf.!!!)
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Die pilzliche Zellmembran enthilt Ergosterol!!?! anstelle des tierischen Cholesterols, und dessen
Biosynthese ist deswegen ein beliebtes Ziel fiir Fungizide."?! Beim Wachstumsprozess der Pilze
befinden sich Spitzenkorperchen an den Stellen, in welche Richtung sich der Pilz ausbreitet,
und werden Partitionen in die Richtung der Hyphen gebildet.!'¥ Diese Abschnitte enthalten
Zellkerne, welche, je nach Pilz, sowohl einzeln, als auch mehrfach auftreten konnen. Sind diese
durch geschlechtliche Fortpflanzung unterschiedlich, spricht man von Heterokaryonen, bezie-
hungsweise Dikaryonen. Demgegeniiber wird bei gleichen Zellkernen der Begriff Homokaryon,
beziehungsweise Monokaryon, verwendet.®'2l Im Gegensatz zu tierischen Zellen, liegt die
DNA haploid vor."®!

Das Pilzwachstum kann einerseits als filamentoses Hyphenwachstum, und anderseits als hefen-
artiges Wachstum auftreten.!'®! Die filamentosen Hyphenpilze, wie Penicillium vanoranjei,
bilden lange verkniipfte Zellverbande (Abbildung [I). Charakteristisch fiir das Wachstum der
Hefen ist hingegen die Bildung runder Knospen auf ihrer Zellwand. Aus diesen Knospen

entwickeln sich neue unabhingige Zellen.

Die bekannteste Hefe ist Saccharomyces cervisiae, welche bei Sauerstoffmangel Kohlenhydrate

fermentiert und zu Ethanol und Wasser umwandelt.!]

Dariiber hinaus werden Pilze auch in der Krebsforschung eingesetzt, da die molekulare Kommu-
nikation einiger pilzlicher Vertreter wie Schizosaccharomyces pombe derjenigen menschlicher

Krebszellen #dhnlich ist.82

Um eine bessere Einschitzung dariiber zu erhalten, inwiefern sich die verschiedenen zu untersu-
chenden Arten (Pilze, Tiere et cetera) voneinander unterscheiden, bietet die Internal transcribed
spacer-region eine gute Vergleichsmdglichkeit.?!! Diese Region wird zwar transkribiert, kommt
jedoch nicht im fertigen Ribosom vor. Daher sind Pilze aus phylogenetischer Sicht ndher mit
den Tieren als mit den Pflanzen verwandt.!?2! Aus diesem Grund werden diese beiden Reiche in

die Supergruppe Opisthokonta zusammengefasst.2%

Es gibt bisher insgesamt zwischen 80 000 und 120 000 verschiedene bekannte Pilzspezies,
welche sich wiederum in sieben Hauptphyla unterteilen.*2! Etwa 98 % dieser bekannten Spezies
lassen sich entweder der Gruppe der Basidomyceten (Stianderpilze) oder der Ascomyceten
(Schlauchpilze) zuordnen.®2* Unterschieden werden diese beiden Spezien anhand ihrer Frucht-

korper und der Art der Verbreitung ihrer Sporen.

Bei den Sténderpilzen werden die Sporen an den Basidien gebildet, um sie vor Regen zu
schiitzen. Von dort aus konnen sie vom Wind fortgetragen werden. Demgegeniiber, werden

die Sporen bei den Schlauchpilzen in ihren Asci wie eine Kanonenkugel mit bis zu 100 kmh™!
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Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme” von Penicillium vanoranjei, auf dem
die namensgebenden Pinsel sichtbar sind. Die Konidien sind die Sporen der Penicillien.

hinausgeschossen.2%! Zu der letztgenannten Gruppe gehoren wichtige Innenraumpilze, sowie

Phytopathogene, welche zu Lebensmittelverderben fiihren und menschliche Allergien auslosen
konnen, 26281

Weitere Unterarten von Fruchtkorpern sind in Abbildung [2] zu sehen. Chlorociboria® und
Triiffel2? besitzen sogenannte Apothecien. Dabei handelt es sich um offene Fruchtkdrper. Die
Perithecien, welche flaschenformige, geschlossene Fruchtkorper sind, kommen beispielsweise
bei Neurospora crassa®? vor. Als letzte Gruppe existiert das Cleistothecium, welches bei

Aspergillus gebildet wird und eine runde Form besitzt. 2!

Abbildung 2: Schematische Darstellung von den Apothecien (A), den Perithecien (B) und den
Cleistothecien (C).Bl

Bei Pilzen gibt es sowohl sexuelle Sporenbildung, in Form von sogenannten Ascosporen (durch

den Kontakt von sexuell kompatiblen Mycelen entwickelt), als auch asexuelle Sporen wie
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die Konidien.? Verschiedene Umweltfaktoren (beispielsweise Nahrungsverfiigbarkeit) und
die Nihe zum passenden Partner bestimmen, ob ein Pilz die sexuelle (Telemorph) oder die
asexuelle Reproduktion (Anamorph) nutzt. Die Moglichkeit zwischen beiden zu wechseln nennt
sich Pleomorphie.® Aus diesem Grund kam es in der Vergangenheit zu Mehrfachbenen-
nung von Pilzen wie im Falle von Fusarium fujikuroi (Anamorph) und Gibberella fujikuroi
(Telemorph).B4

Pilze konnen in Symbiose mit anderen Organismen sowohl mutualistisch (arbuskuldre My-
korrhizapilze mit Landpflanzen)®>, als auch parasitir (Fusarium fujikuroi®*und Getreide)
existieren. Aber auch erdgeschichtlich spielen Pilze eine wichtige Rolle und sind ein Erkldrungs-
versuch fiir das Ende des Karbonzeitalters. Dieses Zeitalter ist der Grund fiir unsere weltweiten
Kohlevorrite. Diese Kohle besteht aus ehemaligen Pflanzen, welche heutzutage von Weififiule-
und Braunfiule-Pilzarten zersetzt werden konnen. Die Erlangung dieser Fihigkeit wurde mittels
genetischer Methoden untersucht und eine mogliche zeitliche Korrelation zwischen dem Ende

des Karbonzeitalters und der Veriinderung der Pilze aufgestellt.!>%!

Auch besitzen Pilze ebenso Eigenschaften, die auch unseren Alltag beeinflussen, und somit
kontrolliert werden miissen. So kann beispielsweise Erdol von Horomoconis resinae zersetzt
werden, was fiir die Luftfahrt ein groBes Problem darstellte.2”8 Eine wirksame Bekidmpfung

dieses Pilzes wurde mit Gefrierschutzmittel als Treibstoffzusatz erreicht.>?!

Die Bekdmpfung von Pilzen spielt auch in der Landwirtschaft eine wichtige Rolle. Hierbei
wird zwischen zwei Arten von Fungiziden unterschieden. Auf der einen Seite existieren die
Kontaktfungizide, wie die beispielsweise 1880 entwickelte Bordeaux Mischung. Diese besteht
aus Kupfersulfat und Calciumhydroxid, wodurch die Sporenbildung verhindert werden kann.#V!
Heutzutage wird Mancozeb (11) verwendet, welches unter anderem die Fettsdurebiosynthese
inhibiert.*'#2l Demgegeniiber existieren die Systemischen Fungizide, wie Carboxin (12), welche

die Succinat-Coenzym-Q-Reduktase inhibiert.!*’!

Werden Fungizide medizinisch eingesetzt spricht man von Antimykotika. Wichtige Vertreter
sind Fluconazol (13)®%, Terbinafin (14)¥2) und Amphotericin B (15).1%! Das letztgenannte
kann aber auch Cholsterol binden und somit zu Nierenschiden fiihren (Schema 2).

SchlieBlich sind die saprotrophen Eigenschaften der Lignocellulose abbauenden Pilze wichtige

Produzenten des klimaschidlichen CO, Gases. Hierbei korreliert eine hohere fungale Diversitét

mit einer geringeren Menge an pilzlich produzierten CO, Gas.!#748]
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Schema 2: Das Kontaktfungizid Mancozeb (11), das systemische Fungizid Carboxin (12) spie-
len wie auch die Antimykotika, wie das Fluconazol (13), Terbinafin (14)¥! und Amphotericin
B (15), in unserer Welt eine wichtige Rolle.

2.2 Sekundarmetaboliten von Penicilium roqueforti

Der Pilz Penicilium roqueforti gehort zu der Gattung der Pinselschimmel und damit zu dem
Phylum Ascomycota. Wie auch der Name schon andeutet, wird er in der Produktion des Blau-
schimmelkises eingesetzt. Er wurde 1906 von THom™! beschrieben und 1996 von Boysen2Y
et al. mithilfe der Internal transcribed spacers in drei neue Spezies geteilt: P. roqueforti var

roqueforti , P. roqueforti var carneum und P. roqueforti var paneum.

Die dazu wichtigsten Sekundirmetabolite von Penicilium roqueforti sind in Schema[3dargestellt. 5752

Im Folgenden soll auf deren Biosynthese und die bisher erzielten Totalsynthesen eingegangen

werden.

Die Roquefortine gehoren zu den bekanntesten Metaboliten von P. roqueforti und besitzen
einen Hexahydro[3,3-b]indol Kern, welcher bis auf Roquefortin A und B (16) an der benzy-
lischen Position eine 1,1-Dimethylallyl-gruppe trigt (Schema [3). Strukturdhnliche Alkaloide
sind die Amauromine®¥ oder die Flustramine.* Zusétzlich wurden Roquefortin C (17) und D
(18) in Sedimenten der Antaktis und der Arktis aus einem P. aurantiogriseum Dierckx 1901
Stamm isoliert.”2! Roquefortin C (17) hat bakteriostatische Eigenschaften gegen Gram-positiv
Bakterien, ist neurotoxisch® und kann die Enzyme des Gastrointestinaltraktes inhibieren.’!
Die Biosynthese lésst sich auf die Bausteine Tryptophan (32), Histidin (33) und Dimethylal-
lylpyrophosphat (DMAPP) zuriickfiihren und ist in Schema 4| abgebildet.P®>?! Hierbei wird
eine nicht-ribosomale-Peptidsynthase (NRPS, rogA) genutzt, um die beiden Aminosiuren
zu verkniipfen und die fiir die Klasse der Diketopiperazine namensgebende Verbindung 34

herzustellen. AnschlieBend kann die Dimethylallyltryptophansynthase (rogD) das Histidyl-
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Schema 3: Die wichtigsten bisher gefunden Sekunddrmetaboliten aus Penicilium roqueforti sind
die Andrastatine, die Eremofortine, die Marcfortine, Mycophenolsidure und die Roquefortine.

tryptophanyldiketopiperazin (HTD, 34) mit Dimethylallydiphosphat prenylieren, welches im
Mevalonatweg aus Acetyl-CoA hergestellt wird. Durch die Prenylierung wird gleichzeitig ein
Flinfring 18 gebildet. Ausgehend von diesem Roquefortin D (18) kann rogR, als p450 Oxidore-
ductase eine Doppelbindung einbauen. Als Alternative kann rogR ausgehend von HTD (34) das
Dehydrohistidyltryptophanyldiketopiperazin (DHTD, 35) herstellen, welches dann mit rogD
zu Roquefortin C (17) umgewandelt wird. Ausgehend von Roquefortin C (17) konnen weitere
Modifikationen durch die MAK-1-dhnliche Monooxygenase zu Glandicoline A (36), sowie die
Oxidation mittels rogO am Indol-Stickstoff zu Glandicolin B (37) und einer Methylierung mit
rogN zu Meleagrin (38) erfolgen.

Das Roquefortin C (17) und das Isoroquefortin C wurden 2008 von JouLLIE®Y ef al. (Sche-
ma synthetisiert. Daneben wurden 1998 Roquefortin D!l (18), 2009 Isoroquefortin E und
Phenylahistin!®? dargestellt. Zusitzlich konnte bisher noch Meleagrin (38) von der Gruppe
SunAzuUKkaA et al. dargestellt werden. Der dabei unternommene Versuch, die verbliebenen Glan-
dicoline (36 und 37) darzustellen, misslang.!®¥! In der Totalsynthese des biologisch interessanten
Roquefortin C werden zwei Fragmente eingesetzt. Dies sind ein als Methylester geschiitztes
Tryptophan (39) als Westfragment und ein als Methylester und Boc-geschiitztes Imidazol (40) als
Ostfragment. Hierbei wird N-(Phenylseleno)phthalimid (NPSP) genutzt, um das Amin mit dem

10
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Schema 4: Biosynthese von Roquefortin C (17) und D (18), Glandicolin A (36) und B (37) und
Meleagrin (38).

Indol zu einem weiteren Fiinfring zu schlieen. Das dabei entstandene Selenderivat wird dann
mittels eines (3-Methylbut-2-en-1-yl)tripropylstannan-Reagenzes umgesetzt und die Esterschutz-
gruppe wird zum Westfragment 41 hydrolisiert. Das Ostfragment 42 wird durch sequentielle
nucleophile Reaktionen dargestellt. Nachdem mittels [O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N "N -
tetramethyluronium-hexafluorphosphat] (HATU)-Kupplung der beiden Fragmente eine Pep-
tidbindung aufgebaut wird, wird mittels 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid und
Kupferchlorid, eine Eliminierung des tertidren Alkohols durchgefiihrt. Dabei erhélt man ein E/Z
Doppelbindungs Gemisch in einem Verhiltnis von 1:1. Dieses Gemisch kann sdulenchromato-
graphisch getrennt werden. Mittels Entschiitzung der Boc-Gruppe durch Trimethylsilyliodid

und Reaktion mit Ammoniak kann Roquefortin C (17) aufgebaut werden.

11
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Schema 5: Totalsynthese von Roquefortin CI®Y mit den synthetischen Stufen:

Ia) BocyO, NaOH, BuyNHSO4, DCM, 91 %; Ib) NPSP, PPTS, DCM, 78 %; Ila) MeOTf, Dimethyl-allyl-SnBus, 2,6-Di-z-Butyl-4-
methylpyridin, —10°C, 69 %; IIb) LiOH, THF, H,0, 99 %; IIla) OsO4, NMO, Zitronensiure, t-BuOH, H,0, 68 %; IIIb) NaN3, DMF,
55°C, 63 %; IV) Pd/C, Hy, EtOAc 82 %; V) HATU, DIPEA, 79 %; VIa) EDC,CuCl,, Toluol, 45 °C, 10 min, 80 %; VIb) TMS-I, MeCN; VIc)
NHj3 - H,O, MeOH, 85 % iiber 3 Stufen.
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Schema 6: Biosynthese der Andrastatine.

Andrastatin A bis D (28, 51, 52 und 53) wurden 1996 von der Gruppe OMURA et al. aus Penici-
lium sp FO-3929 isoliert (Schemal6). Beim Wachsen von Penicilium roqueforti auf Agarplatten
wurde eine im Vergleich zu Ergosterol zehnmal hohere Menge an Andrastatin detektiert. Da sie
keine antimikriobielle Aktivititit gegen verschiedene Mikroorganismen wie Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa und Aspergillus niger und eine verhiltnismifig apolare Struktur
besitzen, wird vermutet, dass diese Molekiile eine Rolle in der Zellmembran spielen.!”! Der
hydrophobe Charakter wird auch in einigen Arbeiten genutzt, um die Rolle der Andrastatine als
Inhibitoren der Farnesyltransferase zu erklidren. Dabei wird die Membranverankerung durch
Farnesylierung von Ras-Proteinen verhindert.!®2l Da Ras-Proteine eine wichtige Funktion bei

der Zellteilung haben, sind die Andrastatine potentielle Krebsmedikamente. ]

Die Biosynthese von den Andrastatinen wurde in Analogie zum Citreohybridonol postuliert und
mit Inkorporation von [1,2-'3C,]Acetat untersucht (Schemal6)).©5 Hierbei wird ein Tetraketid
46 durch das Enzym AdrD an den Positionen C, und Cy mithilfe von S-Adenosylmethionin
(SAM) methyliert. Die ortho-Position des Phenols erlaubt eine nucleophile Substitution an einem
Farnesylpyrophosphat-Baustein mithilfe des AdrG-Enzyms. Eine Methylierung der Carbonsiure
mit dem Enzym AdrK liefert das Produkt 48.

Die Gruppe Matsupa und Awakawal®!

postulierte die Epoxidierung der terminalen Doppelbin-
dung mit AdrH. AdrlI protoniert dieses Epoxid, worauf eine Typ-II-Terpenzyklisierung folgt. Das
dabei entstandene tertidire Carbokation wird durch eine Wagner-Meerwein Umlagerung verlagert
und durch eine Abspaltung eines Protons zur Doppelbindung stabilisiert (50). Zu den Andrasta-
tinen folgen im Anschluss noch verschiedene Oxidationsschritte mit den Oxidationsenzymen

AdrF, AdrE, AdrJ und AdrA.
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n
3 Stufen (IV)
-

4 Stufen (V)
-~

TBSO"

Schema 7: Der bisher publizierte Ansatz zur Totalsynthese®” von Andrastatin mit den synthe-
tischen Stufen:

Ia) MMPP, 98 %; Ib) NaOMe, 98 %; Ic) POCI3, Pyridin 97 %; Id) DiBAIH, —78 °C, 91 %; Ie) (EtO);P(O)CHMeCOMe), NaH, 80 % nach
Trennung; If) TBOTT, NEt3, DCM, =78 °C, 98 %; II) 230 °C, Toluol im Autoklaven, 94 %; Illa) CH,I,, Et,Zn, 83 %; I1Ib) AcOH-THF-H, O,
76 %; 1llc) LDA, HMPA, dann Mel, —78 °C, 97 Y%; 111d) LDA, HMPA, dann TMS-CI; Ille) Pd(OAc),, DMSO, O, (1 atm), 60 °C, 82 % iiber
zwei Stufen; TVa) BnOCH;SnBus, BuLi,—78 °C, 96 %; IVb) PCC, NaOAc, 80 °C, 41 %; IVc) TsOH, 61 °C, 62 %; Va) LAH; Vb) MnO,,
72 % iiber zwei Stufen; Vc) BnOC=0ONH)Cl3, TfOH; Vd) NaBH,, CeCls, MeOH, 57 % iiber zwei Stufen; VIa) Me;NCON=NCONMe,,
p—MeOCgH4CO,H, BuzP, 60 °C; VIb) K, CO3, MeOH, 40 °C, 68 % iiber zwei Stufen; VIc) MeC((OMe)3, 180 °C, p—MeOCsH4CO, H; VId)
LAH, 48% iiber zwei Stufen; VIIa) BH3 - SMe3, 80 °C dann 30 % H,0,, NaOH, 58 %; VIIb) TBS-CI, Imidazol, 99 %; VIIc) PryN - RuOy4
(cat), NMO (1.1 eq), 86 %; VIId) MeLi, 0°C, 33 %; VIle) PH,S(OC(CF3)2Ph),, 0°C, 93 %; VIIf) TBAF, 98 %; VIIg) Pr4yN - RuOy4 (cat),
NMO (1.1 eq), 93 %; VIIh) Bu3SbCH(CH,, BuLi, —78 °C, 94 %; VIIi) MOM-CLiPr,NEt, 84 %; VIIj) OsO4 (cat), NMO (1.8 eq), 91 %;
VIIk) Pb(OAc)s, KoCO3, 77 %; VIII) 190 °C im Autoklaven; IXa) PryN - RuOy4 (cat), NMO (1.1 eq), 71 %; IXb) Smls, 99 %.

Der einzige Versuch einer Totalsynthese von Andrastatinen wurde von der Gruppe OkamoTto!®!
etal.2013 zu Andrastatin C veroffentlicht (Schema(7)). Hierbei wurde ein potentielles Intermediat
in 38 Stufen dargestellt. Als Ausgangsmaterial wurde das Keton 54 gewihlt, das von der Gruppe
SmrtH und MEwsHAaw!®”l 1984 publiziert wurde. Das Keton 54 ist ein Derivat des Wieland-

Miescher Ketons, welches auch in dieser Arbeit wichtig ist.
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Die beiden Ringe des Bizyklus 54 sind im Endprodukt 28 die Ringe B und C. Ausgehend von
einer Ringoffnung durch eine Bayer-Villiger Oxidation mit Magnesiummonoperoxyphthalat,
gefolgt von einer Umesterung mit NaOMe, wurden die beiden Ketten in den darauffolgen-
den Schritten zu einem Diels-Alder Vorldufer (Verbindung 55). Die Schritte dazu waren eine
Eliminierung des tertidren Alhohols mit Phosphoroxychlorid, einer Diisobutylaluminiumhydrid-
Reduktion des Esters, einer Wittig-Reaktion und der Darstellung eines Silylenolethers. Die
Diels-Alder-Reaktion erfolgte mit 94 % Ausbeute zum Tetrazyklus 56. Die bei der Diels-Alder-
Reaktion entstandene Doppelbindung wurde in den néchsten beiden Schritten cyclopropaniert
und die 1,3-Dioxolan Schutzgruppe mit Essigsidure entfernt. Die orthostindige Methylgruppe
und die Doppelbindung wurden in den nédchsten Stufen mit einer Ausbeute von 97 % beziehungs-
weise 82 Yo erzielt. Die Carbonylfunktion wurde anschlieend mit einem Zinkreagenz umgesetzt
und mittels Oxidation wurde die dabei entstandene Alhoholfunktion entfernt und gleichzeitig an
der Betaposition eine Carbonylfunktion eingebaut. Die Silylschutzgruppe wurde schlieflich mit
p-Toluolsulfonsiure entschiitzt, was zu einer Offnung des Cylcopropanrings und damit zu dem
Keton 56 fiihrte. Ausgehend von Molekiil 56 wurden die Ketofunktionen reduziert, der dabei
entstehende allylische Alkohol wurde oxidiert. Nach der Benzylschiitzung des freien Alkohols
an dem A-Ring, wurde die Ketofunktion am C- Ring wieder reduziert, was zu Produkt 58 fiihrte.
Ausgehend davon wurde das Stereozentrum des Alkohols mittels Mitsunobu-Reaktion gefolgt
von einer Verseifung invertiert. Eine Johnson-Claisen-Umwandlung mit anschlieBender Reduk-
tion fiihrte zum Produkt 59. Die Doppelbindung wurde durch eine Sequenz aus Hydroborierung,
Oxidation, Methylierung und Eliminierung mit den Ausbeuten 58 %, 86 %o, 33 % und 93 %
dargestellt.

Fiir die Modifikation der Doppelbindung wurde der primire Alkohol im Molekiil 59 mit einer
Silylgruppe geschiitzt um es nach weiteren synthetischen Schritten wieder zu entschiitzen. Nach
der Umsetzung des Aldehyds mit einem Vinyl-Zinn-Reagenz und der Schiitzung des Alkohols
mit einer Methoxymethyl-Gruppe (MOM) wurde eine Dihydroxylierung mit anschlieBender
oxidativen Spaltung zum Molekiil 60 durchgefiihrt. Eine Carbonyl-En-Reaktion schliefit den
vierten Ring zum Molekiil 61. Die beiden letzten publizierten Schritte waren eine Oxidation zur
Ketogruppe und eine reduktive Eliminierung der orthostédndigen Alkoholgruppe zum Molekiil
62.

Zur Darstellung des Zielmolekiils (28) miissen noch weitere Reaktionsschritte durchgefiihrt
werden. Hierzu muss eine Inversion und Schiitzung der Alkoholgruppe am A-Ring, eine Ent-
schiitzung der Alkoholgruppe am Briickenkopf zwischen Ring C und D stattfinden. Danach

muss diese Alkoholfunktion zur Sdure oxidiert werden und anschlieBend verestert werden.
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SchlieBlich muss eine Oxidation und Methylierung am D-Ring erfolgen.
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A
[1-13C]-L-Lysin
[Indol-2-13C]-L-Tryptophan - .
[*3C]Acetat => Isopren Einheit
[Methyl-13C]-L-Methionin
30
B ™S
™S _ Il s
\ OCO,Me
O:(\/Q 2stufen (i) 2 Stufen (1)
N N
N o Noe Y0
63 SN 64 (ONG

Schema 8: Markierungsstudien zu der Biosynthese® von Marcfortin B (29) (A) und die
Totalsynthese!® von Marcfortin A (30) (B) mit den synthetischen Stufen:

Ia) Aceton, HCI, Raumtemperatur, 70 °C; Ib) Boc; O, DMAP, NEt3, DCM, 85 %; I1a) 5 % Pd(OAc), 35 % P(Oi—Pr)3, Toluol, 65; IIb) Me;SO4,
K,CO3, Aceton, reflux, 93 % iiber 2 Stufen; Illa) mCPBA, DCM, 0 °C, 89 %; IlIb) 100 bar H,, Rh/Al,O3 (cat.), HBr(aq), pH 3, 65 °C, quan-
titativ; IlIc) MsCl, NEt3, DCM, 0 °C; 111d) (2R,3S5)-3-Hydroxypiperidine-2-carboxamide hydrobromide, NEt3, DMSO, RT; Ile) MsCl, NEt3,
DCM, 0°C dann DBU, 84 % iiber 3 Stufen; IVa) SnCly, EtOAc, Raumtemperatur, 89 %; IVb) KHMDS, THF, 0 °C dann Raumtemperatur,
quantitativ; IVc) PMBCI, K,CO3, Acetone, Reflux, 95 %; IVd) DIBAL, DCM, 0°C, 86 %; IVe) KHMDS, THF, CS,, —78 °C dann Raum-
temperatur, Mel, 75 %; Va) 50 bar H, 15 % Crabtree Katalyst, DCM, 89 %; Vb) TFA, Anisol, Reflux, 91 %; Vc) BBr3z, DCM, 0°C; Vd)
Prenylbromid, KI, CsCO3, Aceton/Wasser 10:1, 62 % iiber zwei Stufen; Va) 170 % AIBN, 20 % Bu3SnH, Benzol, Reflux, 61 %; VIa) mCPBA,
CHCl3, 0 °C dann Raumtemperatur, NaHSO3(aq); VIb) SnCly, Dioxane, RT; VIc) MeP(OPh)3;1, DMPU, RT, 42 % iiber drei Stufen.

Marcfortinen (29, 30 und 31) werden anthelmintische Eigenschaften zugeschrieben (Schema §]
und [3).7%71 Deren Biosynthese wurde bisher nur mit Fiitterungsexperimenten untersucht. 8!
Dabei wurde festgestellt, dass die Aminosduren Tryptophan und Lysin, zwei Isopreneinheiten
und eine Methylgruppe miteinander verkniipft werden. Zum Nachweis der Isopreneinheiten
wurde ['*C,]-markiertes Acetat genutzt. Die stukturihnlichen Paraherquamide A"/ und B2
wurden 1996 und 2003 von den Gruppen WiLLiaMms ef al. und CUSHING et al. totalsynthetisch

dargestellt.

Die von TrosT!®) et al. entwickelte Totalsynthese von Marcfortin A geht von Indol aus und

beinhaltet unter anderem eine Trimethylenmethan (TMM) [3+2]-Cylcoaddition, sowie eine
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radikalinitierte Cyclisierung mit Azobis(isobutyronitril) (AIBN).

Bei der Bildung des 5- Ringes mit TMM findet eine palladiumvermittelte Abspaltung der an
der Doppelbindung befindlichen Trimethylsilylgruppe und Methylcarbonat statt (Schema [9)).

Durch die Abspaltung der beiden Gruppen entsteht ein durch die zweite Trimethylsilylgruppe
stabilisiertes Anion, welches an Palladium koordiniert. Das Anion kann das Methylcarbonat
angreifen und die im Produkt enthaltene Saurefunktionalitit an der richtigen Stelle platzieren.
Analog zu dem Mechanismus von der Gruppe TrosT et al. findet nach der Abspaltung der
zweiten TMS-Gruppe die Reaktion mit der Doppelbindung des Indolrings statt. Dabei ordnet
sich wie im postulierten Mechanismus die Carbonsdurefunktionalitét in Transstellung zu der

elektronenziehenden Gruppe des Amids an.

TMS.__CO,Me

™S ™S.© o
| L — XL
N ’| 7o

TMS OCO,Me rLsz PdL,

65 71 72

66 O \ 75 -

Schema 9: Vorgeschlagener Mechanismus analog zu den Mechanismusvorschlidgen von
TrosT ™) ¢f al.

Die Migration dieser neuen Doppelbindung wurde durch die sofortige Veresterung der Carb-
onsiure verhindert. Die nichsten Stufen waren Epoxidierung (89 % Ausbeute), Offnung des
Epoxids mit Diazabicycloundecen (DBU) und die Uberfiihrung des dabei entstandenen Allylal-
kohols in eine Mesylat-Abgangsgruppe. Eine nucleophile Substitution von 2-Hydroxypipecolin-
sdure und die Eliminierung des sekundédren Alkohols von 2-Hydroxypipecolinsdure, fiihrte zum
Produkt 67.

Um im nichsten Schritt den Angrift an die als Michaelsystem fungierende Doppelbindung im 5-
Ring ohne Nebenreaktion durchfiihren zu konnen, musste die Boc-Gruppe am Indolring entfernt
werden. Fiir die zweite Zyklisierung musste eine para-Methoxybenzyl (PMB) Schutzgruppe
(95 % Ausbeute) zur Verbesserung der Loslichkeit eingefiihrt werden. Die Esterfunktionalitét
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wird dann zum Alkohol reduziert und mit Kohlenstoftfdisulfid zum Dithian umfunktionalisiert.
Mit Azobis(isobutyronitril) und Tributylzinnhydrid erfolgte die radikalische Zyklisierung mit
dem Kohlenstoff, an welchem der als Dithian geschiitzte Alkohol vorliegt. Das dabei entstehende
Radikal konnte an die Doppelbindung des benachbarten Ringes angreifen und das resultierende
sekundire Radikal konnte mit AIBN abgefangen werden. Die danach folgende Eliminierung
fiihrte zum Produkt 68.

Die verbliebenen Schritte waren eine Hydrierung der zuletzt entstandenen Doppelbindung (89 %
Ausbeute), die Entfernung der PMB-Schutzgruppe, die Entfernung der beiden Methoxygruppen
am Indolring und die Prenylierung der orthostiandigen Alkoholfunktionalitit. Um das gewlinschte
Marcfortin B herzustellen, wurde die Doppelbindung der Prenyleinheit epoxidiert. Das Epoxid
wurde von dem phenolischen Alkohol angegriffen und der dabei entstandene sekundire Alkohol

wurde eliminiert.

SAT KS AT PT ACP MT TE

A
OH o
MpaC MpaD MpaA
OH—> o —_—
FPP
1) MpaH
)\/\ —P HO2C
2) MpaG ~
HO SAM OH
Mycophenolic acid 27
mpaA mpaB mpaC mpabD mpaE mpaF mpaG mpaH
5kb
B
MeO MeO 1) BCl3 DCM o o/ﬁ
CO,Me AT MeO CHs  Me0,C 2) Zn, HCl, AcCOH \
|‘| — | MeO,.C |y — TV
+ 3) Allyl-Br, K,CO3
OMe OMe MeO,C OMe OMe
COMe MeO,C
82 83 84 85 36
o) OH l) 031 Zn, H30+ O OH
AT 2) PhzPC(Me)(CHO) P OH
o | . © o)
OMe 3) Triethylphosphonoacetat OMe
87 27

Schema 10: Biosynthese (A) und Totalsynthese (B) von Mycophenolsdure.

Ein weiterer Metabolit ist die antibakteriell und immunosuprresivl’ wirkende Mycophenol-
siure, welche aus diesem Grund als Esterderivat bei der Organtransplation genutzt wird.!”]

Weiterhin wurde es 1893 von Gosio als Antibiotikum gegen Bacillus anthracis isoliert. 82
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36 Jahre vor der Entdeckung des Penicilins durch FLEMING!®Y handelt es sich demnach um das

erste isolierte Antibiotikum.

Dessen iterative modulare Polyketidsynthese (PKS, MpaC)®2! besteht aus einer Acyl-Carrier-
Protein Transacylase (SAT), einer S-Ketoacylsynthase (KS), einer Acyltransferase (A7), einem
Produkt Templat Modul (PT), einem Acyl-Carrier-Protein (ACP), einer Methyltransferase (MT)

und einer Thioesterase (TE).

Neben den klassischen Polyketiddoménen wie den AT-, KS-, ACP- und TE-Dominen, die fiir
den Aufbau der Polyketidkette verantwortlich sind, spielen auch andere Doménen hier eine
wichtige Rolle. So ermdglicht die Methyltransferase den Einbau der Methylgruppe an Position
6, wihrend die Produkt-Templat-Doméne die Vorfaltung der Kette dirigiert. Damit kann erklart
werden, wie es bei der iterativen PKS, trotz iterativer Produktion, zur selektiven Methylierung

kommt.

Von dem gerade beschriebenen Enzym MpaC, wird mithilfe der Knoevenagel-Kondensation
das Produkt 79 abgespalten. Danach folgt eine benzylische Oxidation zum Lacton 80. Die
phenolischen Alkohole ermdglichen, dass der Aromat ein Farnesylpyrophosphat im Enzym
MpaA angreifen kann und nach Keto-Enol-Tautomerie das Produkt 81 erhalten wird. Fiir
die beiden letzten Schritte muss eine oxidative Spaltung der mittleren Doppelbindung des
Terpenvorldufers erfolgen und einer der beiden Alkohole methyliert werden. Ob die Enzyme

MpaH, beziehungsweise MpaG, hierfiir verantwortlich sind, ist noch nicht geklrt.

Durch seine biologisch bemerkenswerten Eigenschaften gibt es mehrere Totalsynthesen, wie
1969 von BircH und WriGHT!®, 1972 Canonical® et al., 1986 DaNHEISER® e al., 1991
PatTErRsoN und Huanc®® 1997 PLERY ¢f al., 1998 CovarruBias-ZuNical®® er al., 2013 von
BrookEes® er al. und auch mehrere getestete biologische Derivate, die unter anderem gegen

Prostatakrebs aktiv sind.?!

Im Folgenden soll auf die erste von BircH und WriGHT etablierte Totalsynthese eingegangen
werden (Schema[I0). Diese Synthese beginnt mit einer Diels-Alder-Reaktion, deren Addukt bei

der gewihlten Temperatur von 120 °C sofort zu dem gewiinschten Produkt 85 zerfillt.

Nach selektiver Entschiitzung der Methoxygruppe, Reduktion des Esters und Umesterung und
dem Anbau an die phenolischen Alkoholgruppe des Synthesebausteins Allylbromid, wurde 86
erzielt. Die Claisenumlagerung lieferte 87. Die finalen Schritte enthalten eine Ozonolyse und

eine zweifache Wittigreaktion. Ausbeuten wurden dabei nicht angegeben.
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2.3 Terpene

Neben den Naturstoffklassen der Polyketide und der Nichtribosomalen-Peptide, sind die Terpene
die groBte Klasse und werden sowohl von Bakterien, Pflanzen, Pilzen, aber auch anderen
Eukaryoten, wie sozialen Amoben produziert.®!™ Ein Terpen besteht aus mindestens einer
Isopreneinheit und kann durch nachtrigliche Modifikationen, wie den Einbau von Heteroatomen,

in ein Terpenoid umgewandelt werden. %!

Nach der Isoprenregel von WaLLacu/!, wird diese Naturstoffklasse anhand der Anzahl von
Isopreneinheiten unterteilt. So zédhlt Isopren zu den Hemiterpenen, das Isoprendimer zu den
Monoterpenen, das Trimer zu den Sesquiterpenen. Weiterhin werden vier Isopreneinheiten zu
den Diterpenen, fiinf Einheiten zu den Sesterterpenen, sechs Einheiten zu den Triterpenen und

schlieBlich acht Einheiten zu den Tetraterpenen gezihlt.”®!

Als Verkniipfung zwischen den Monomeren gibt es die Kopf-Kopf- (Verbindung 88), Schwanz-
Schwanz- (Verbindung 89), und Schwanz-Kopf-Moglichkeiten (Verbindung 90), wobei die
Schwanz-Kopf Verkniipfung bedingt durch die Biosynthese der Terpenvorldaufer am hiufigsten
vertreten ist (Schema/[TT).

Dabei wird der linke C3; Korper im DMAPP (98) und IPP (97), mit den beiden Methylgruppen
als Kopf definiert. Demgegeniiber werden die verbliebenen C,-Atome als Schwanz beschrieben.

A A A

88 89 90

Schema 11: Mogliche Verkniipfungsmoglichkeiten von Isopreneinheiten. 88 ist Kopf-Kopf-
Verkniipfung, 89 ist Schwanz-Schwanz-Verkniipfung und 90 ist Schwanz-Kopf-Verkniipfung.

Die Biosynthese der Monomereinheit ist je nach Organismus unterschiedlich. Bei Pilzen, Tieren,
Pflanzen (im Cytosol), in manchen Bakterien und in Archaeen wird der Mevalonatweg!®>1%!
verwendet. Dariiber hinaus existiert der Desoxyxylulosephosphatweg, der von Pflanzen (in den

Plastiden) und in den meisten Bakterien genutzt wird.!!%21%

Wie in Schema[I2]dargestellt, wird beim Mevalonatweg durch die Verkniipfung von zwei Acetyl-
CoA Bausteinen, Acetoacyl-CoA (92) hergestellt. Die dabei entstandene Ketofunktion wird
durch eine weitere Einheit Acetyl-CoA angegriffen, was zu S-Hydroxy-S8-methylglutaryl-CoA
(HMG-CoA, 93) fiihrt. Die nachfolgende Reduktion des Thioesters zum Alkohol, fiihrt zu dem

namensgebenden Mevalonat (95).
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Nach der Phosphorylierung des primiren Alkohols, gibt es zwei Folgewege. Der eine tritt
in Archaeen auf, wo der tertiire Alkohol mittels Phosphorylierung zur Abgangsgruppe um-
gewandelt wird und der verbliebene primére Alkohol nach der Decarboxylierung zum Di-
phosphat erweitert wird. Demgegeniiber wird bei dem zweiten Weg der primire Alkohol
zunichst sequentiell zum Diphosphat umgesetzt und erst dann erfolgt die oben beschriebe-
ne Decarboxylierung, mittels Aktivierung des tertidaren Alkohols zum IPP. Dabei liegen bei
beiden Wegen Isopentenylpyrophosphat (IPP) und Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP), ver-
mittelt durch die Isopentenyldiphosphatisomerase (IDI), in einem Gleichgewicht von 6 zu 1
vor.!% Die an der Biosynthese beteiligten Enzyme sind Acetyl-Transferase(I), HMG-CoA-
Synthase(Il), HMG-CoA-Reduktase(IIl), Mevalonat-Kinase (IV), Phosphomevalonat-Kinase
(V), Diphosphomevalonat-Decarboxylase (VI), Mevalonat-5-phosphate-Decarboxylase (VII)
und Isopentyldiphosphate-Kinase (VIII).

Demgegeniiber startet der Desoxyxylulolsephosphatweg (DOX) von Pyruvat (101) aus, wel-
ches mit Glycerinaldehyd-3-phosphat (102) zu dem namensgebenden 1-Desoxy-D-xylulose-
S-phosphat (103) umgebaut wird. Als Kofaktor der dabei benutzten 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat-Synthase dient Thiamindiphosphat, das die Ketofunktion aktiviert. Nach der De-
carboxylierung des dabei umgepolten Kohlenstoff kann dieser den Aldehyd als Nukleophil
angreifen. Dieses Grundgeriist wird durch eine Retro-Aldol-Aldol-Reaktion®! zum Aldehyd
104 umgelagert. Diese Reaktion kann auch durch eine o-Ketolumlagerung erklirt werden. 1%
Dabei findet eine Insertion des C2-Atoms zwischen C3 und C4 statt. Die hierbei genutz-
te Desoxyxylulose-5-phosphat-Redukt-Isomerase (DxR) reduziert mit Nicotinamidadenindi-
nukleotidphosphat (NADPH) das Intermediat 104 sofort zum priméren Alkohol 105. Die
Methyl-Erythritol-Cyclo-Diphosphat-Synthase wandelt den phosphorylierten Alkohol 105 mit-
tels Cytidintriphosphat zum Diphosphat 106 um. Nach der Phosphorylierung des tertidren
Alkohols 107 kommt es zur Bildung eines cyclischen Diphosphates 108. Die Hydroxy-Methyl-
Butenyl-Diphosphat-Synthase dehydratisiert das cyclische Diphosphat 108 zum Alkohol 109.
Der verbliebene primére Alkohol wird von der IPP/DMAPP-Synthase mit NAD(P)H/H* zu IPP
und DMAPP umgebaut.

Die beiden Bausteine IPP und DMAPP konnen mithilfe der Isopentenyldiphosphat-Isomerase
(IDI) ineinander umgewandelt werden (Schema[[3). Dabei gibt es zwei verschiedene Versionen
dieses Enzyms. Die Typ-I IDI katalysiert mittels Zink und Magnesium die Gleichgewichtsreakti-
on im Verhiltnis 1:3 (IPP:DMAPP). Wie auch im Schema [I3]ersichtlich, erfolgt eine reversible
1,3-antarafaciale Addition und Eliminierung eines Protons. Hierbei wird das 2-pro-R-Proton

entfernt. Als Nebenreaktion kann es zur Eliminierung des Protons an der Z-Methylgruppe von
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Schema 12: Der Mevalonatweg (A) und der Desoxyxylulolsephosphatweg (B) sind die beiden
Biosynthesewege von IPP und DMAPP.

DMAPP, beziehungsweise des 2-pro-S-Protons an IPP kommen.!'%) Demgegeniiber nutzt die
Typ-1II IDI als Kofaktoren Magnesium, Flavinmononucleotid (FMN) und Nicotinamidaden-
indinukleotidphosphat (NADPH). Im Gegensatz zur Typ-I IDI handelt es sich hier um eine
1,3-suprafaciale Addition und Elimation eines Protons, welche eine strikte stereochemische

Kontrolle zur Folge hat. Die bei Typ-I auftretenden Nebenreaktionen werden dadurch nicht
beobachtet. 1081109

Fiir die Darstellung der linearen Vorldufer konnen vier verschiedene Polyisoprenoidsynthasen ge-
nutzt werden (Schema.[ 10 Dabei kann Typ-I bis zu drei Monomere mit E-Doppelbindungen
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Schema 13: IDI verschiebt das von dem Mevalonatweg beziehungsweise dem Desoxyxylulol-
sephosphatweg hergestellte Gleichgewicht zwischen DM APP und IPP. Hierbei gibt es Typ-I
(A) und Typ-II (B).

verkniipfen. Je nach Enzym werden Geranylpyrophosphat (GPP), Farnesylpyrophosphat (FPP)
und Geranyl-Geranylpyrophosphat (GGPP) aus zwei bis vier Isoprenbausteine gebildet.

Die Pyrophosphatgruppe wird dabei durch Magnesium komplexiert, welches durch ein DDXXD/E
und NSE koordiniert wird. Die Enzymstruktur steuert den Si-Angriff mit einer Inversion in der
DMAPP-Einheit und einer Abstraktion des pro-R-Protons an der IPP Einheit.8!

Die Typ-II Polyisoprenoid Klasse nutzt das zuvor hergestellte FPP, um daraus Tri-, bezie-
hungsweise Sesquiterterpene herzustellen. Demgegentiber kann die Typ-III-Synthase (Squalen-
Synthase) Tetraterpene und Polyterpene bis zehn Monomere herstellen. Der Mechanismus der
Verkniipfung verlduft bei beiden analog zu der Typ-I-Klasse. Die Mechanismen sind in Schema
[14] dargestellt.

Die letzte Klasse ist fiir die Z-Konfiguration der Polyisoprenoide zustiandig. Hierbei wird auch
das pro-S H-Atom abstrahiert, wobei das Pyrophosphat des IPPs anders angeordnet ist. Aus
diesem Grund wird eine Z-Doppelbindung gebildet.!'!%

Nachdem die linearen Vorldufer hergestellt wurden, konnen diese primér auf zwei Arten zykli-
siert werden.!"'!] Typ-I-Terpenzyklase initieren die katalytische Kaskade durch Abstraktion des
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Schema 14: Die vier verschiedenen Polyisoprenoidbiosynthasen agieren entweder wie im Fall
Typ-I bis III wie in (A) oder wie Typ-1V in (B) dargestellt wird.

Pyrophosphats, wihrend die Typ-II-Zyklase durch Protonierung eines Epoxids, beziehungsweise
einer Doppelbindung, ein Carbokation produziert. Daneben gibt es Zyklisierungsmoglichkeiten
durch Reduktasen, Haloperoxidasen und Cytochrom-P450-Monooxigenasen, welche aber eher

die Ausnahme sind.!112l

Ein evolutionédrer Zusammenhang zwischen den mikrobiell unterschiedlichen Typ-I und Typ-II-
Zyklasen zu den pflanzlichen bifunktionalen Diterpenzyklasen wird vermutet.!'!3) Dabei konnen
die pflanzlichen bifunktionalen Diterpenzyklasen, sowohl nach Typ-I, als auch nach Typ-II
Mechanismus zyklisieren. Aus dieser bifunktionalen Zyklase sollen die pflanzlichen Typ-I und

Typ-1I Diterpenenzyklasen entstanden sein.

Die Typ-I-Zyklase ist ein Mg?* abhiingiges Enzym und hat drei hochkonservierte Motive. Das
erste ist ein aspartatreiches Motiv mit der Sequenz DDxx(D/E). Das zweite Motiv ist ein
Arginin, welches als Pyrophosphatsensor fungiert.!1% SchlieBlich gibt es eine Asparagin-Serin-
Glutamat-Triade (NSE) mit der Sequenz (L/V)(V,L,A)-(N,D)D(L,I;V)x(S,T)xxx(D/E), welche
auch als DTE Motiv in Pflanzen bekannt ist.!!1]

Im Gegensatz zu den Polyketidsynthasen, anhand deren Gensequenz Riickschliisse auf die
Struktur des Produktes moglich sind, ist dies bei den Terpenzyklasen nicht moglich, da nur
geringe Homologien der Aminosduresequenz auftreten. Trotzdem haben die Terpenzyklase
eine hohe strukturelle Ubereinstimmung. Dabei gibt es drei verschiedene riumliche Anord-
nungen der Typ-I Enzyme (sichtbar in Abbildung[3). Auch das aktive Zentrum der in dieser
Arbeit verwendeteten Aristolochensynthase, zeigt die vorher beschriebenen raumlichen An-
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Typ-I'"9 FPP-Synthase (A1), 5-epi-Aristolochen-
Synthase (A2) und Pentalenen-Synthase (A3), wo die raumliche Richtung der a-Helixes farblich
dargestellt wurde (Griin: nach oben, Blau: nach unten und braun; horizontal). Das aktive
Zentrum A ist umgeben von den charakteristischen DDXXD Motiven. Weiterhin sind die
Kristallstrukturen der Selinadien Synthase@ (B1) und der Aristolochen Synthasem (B2)
dargestellt, wo die offene (grau) und die geschlossene Form (griin) der Zyklase dargestellt wurde
(B1). In (B2) ist die Koordination des Diphosphats an die Magnesiumatome beziehungsweise
an die im Text beschriebene Aminoséduren dargestellt.

ordnungen der konservierten Aminosiuren (Abbildung[3). Auch das fiir die Konformationsin-
derung (Helix-Bruch-Motiv) verantwortliche Arginin ist in Abbildung [3|sichtbar und wurde

bei der Kristallstrukturuntersuchung von der Hedycaryol-Synthase und der Selinadiensynthase
untersucht. 4118)

Als Alternative zu der Typ-I-Zyklase gibt es die Typ-II Variante, die das Substrat durch eine
Protonierung aktiviert. Hierbei liegt ein hochkonserviertes DXDD-Motiv vor, wobei das zweite

Aspartat als Protonenlieferant fungiert.

Im Gegensatz zu den Mono-, Sesqui- und Sesterterpenen kann bei den Diterpenen sowohl
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Typ-I und Typ-II aktiv sein. Gleiches ldsst sich bei der Biosynthese von Pleuromutilin (122) aus
Clitopilus pseudo pinsitus beobachten.!'"?) Anhand der Zyklisierung dieses Molekiils kénnen
die typischen Terpenzyklisierungsmoglichkeiten gezeigt werden (Schema [13)).

Das Enzym CpPS verwendet als Ausgangsmaterial Geranylgeranyldiphosphat (120). Durch
die Typ-II typische Protonierung der terminalen Doppelbindung wird ein Bizyklus aufgebaut.
Anschlieend folgen die typischen Stabilisierungsvorginge bei Terpenzyklasen. So befindet
sich das Carbokation nach der Zyklisierung an einem tertidren Kohlenstoff und wird durch einen
1,2-Hydridshift auf den benachbarten tertidren Kohlenstoff umgelagert. Durch die Wagner-
Meerwein-Umlagerung der benachbarten Methylgruppe und den 1,2-Hydridshift, erfolgt somit
die Verlagerung des Carbokations um vier Kohlenstoffatome zu dem Intermediat C (Schema
[15)). Ausgehend von diesem wird durch eine Wagner-Meerwein Umlagerung der linke 6-Ring
zum 5-Ring und die Eliminierung eines Protons fiihrt zu dem neutralen Intermediat 121. Nun
folgt die Typ-I typische Zyklisierung durch Eliminierung von Diphosphat. Hierbei wird wieder
ein tertidres Carbokation produziert, welches durch einen 1,5-Hydridshift stabilisiert wird. Das
instabilere sekundére Carbokation wird sofort von Wasser abgefangen, was die Stereochemie

der Alkoholgruppe und der Methylgruppe erklart.

HO!

122

Schema 15: Biosynthese von Pleuromutilin (122), welches von GGPP (120) mit einer
Typ-1I-zyklisierung zum Bizyklus 121 umgewandelt wurde. Anschlie3end findet eine Typ-I-
Zyklisierung mit Abfangen des Carbokations durch Wasser statt.
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3 Kenntnisstand

Ao

Ox

1

Schema 16: Struktur von PR Toxin (1).

Diese Arbeit beschiiftigt sich mit PR Toxin (1), einem 1973"2% aus Penicillium roqueforti isolier-
ten Sekundirmetabolit. Es ist der giftigste Metabolit aus P. roqueforti"! und wird bei gelagerten
verschimmelten Lebensmitteln aber nur in wenigen Fillen in der Kdseproduktion detektiert
(Cabrales, Valdeon, Bejes, Tresviso).!'22 In allen anderen Fillen, beispielsweise bei Roquefort
Kise, wurden nur die ungefihrlicheren Abbauprodukte von PR Toxin nachgewiesen.!!27122l Der
Giftstoff konnte aber nach Isolation des Pilzes aus dem Kése mit nachfolgender Kultivierung
nachgewiesen werden.!!2%! Die bei der Kiiseproduktion entstehenden Mikrokanile sind wichtig
bei der Ausbreitung, da sie eine geringe Sauerstoffkonzentration ermoglichen. Neben dem
NaCl-Gehalt spielen die proteolytischen und lipolytischen Enzyme des Pilzes eine sehr wichtige

Rolle bei der Bildung des Kisegeschmackes.

Die PR Toxin Biosynthese wird von der Temperatur, der Wassermenge, der Nahrstoffmenge
und der Sauerstoffkonzentration beeinflusst. Licht hat auf diesen Prozess keinen Einfluss.!2’)
Obwohl P. roqueforti zu den psychrophilen Lebewesen!!'2®! gehért und somit bei Temperaturen
bis =5 °C wachsen kann, ist die Temperaturspannweite fiir die Produktionsbedingungen von
PR Toxin deutlich schmaler. Die Zeit, bis das Maximum der PR Toxin Produktion erreicht
wird, verldngert sich bei Grad-Zahlen unter Raumtemperatur. Ab 32 °C nimmt die Menge des

Metaboliten drastisch ab.

Das Mycelium des Pilzes wichst bei einem pH Wert zwischen 2.5 und 10.5. Die Produktion
von PR Toxin findet zwar zwischen 4.0 und 9.0 statt, das Optimum liegt allerdings bei 5.5. Bei

pH Werten groBer 7 wird PR Toxin sehr schnell zum PR Imin abgebaut.!!2%)

Bei der Produktion von Sekundédrmetaboliten spielt auch das Medium eine sehr wichtige Rolle.
Der Pilz hat eine grol3e Toleranz beziiglich der Nahrmedien, wobei die Produktion von PR Toxin
am effizientesten auf Kornern, Getreide und Grisern erfolgt.!3% Der Pilz kann die Fihigkeit
zur Bildung des Giftes durch wiederholtes Wachsen auf Kulturmedium beziehungsweise durch
lange Lagerung im gefrorenen Zustand verlieren und nur durch den Kontakt zu Getreide oder
dhnlichem wiedererlangen.!’3% Das Wachsen auf Gemiise!’*” erhoht die Menge von PR Toxin

im Gegensatz zu den Cerealien nicht. Eine Erhohung der Wassermenge auf 40 %, so wie
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eine sauerstoffarme Umgebung, erhohen die Quantitit von PR Toxin. Der Pilz kann zwar in
einer anaeroben Umgebung wachsen, bildet dann jedoch kein PR Toxin mehr. Weiterhin sind
schiittelnde Bedingungen bei dem Wachstum des Pilzes zwar gut fiir die Modifikation von

Eremofortin C zu PR Toxin, die Gesamtmenge des Giftes sinkt dabei jedoch drastisch.

Die toxischen Eigenschaften von PR Toxin haben sowohl kurzfristige als auch langfristige
Wirkungen und kénnen auf molekularer Ebene und als phinotypische Ausprigungen beobachtet
werden. Auf der Ebene der Zelle konnen die RNA-!3! und die Protein-Synthese!!?2!, die Aktivi-
tit der - , 8- und y-DNA Polymerase, die Aminoacyl-tRNA-Synthetase!'*?, die mitochondriale
Atmung!™®3l die mitochondriale HCOs-ATPase und auch die oxidative Phosphorylierung!!33!
inhibiert werden. Es besitzt dabei die Fihigkeit, die genetische Aktivitit, beispielsweise durch Re-
kombination wihrend der Mitose, in bisher drei untersuchten Organismen zu veridndern (Saccha-
romyces cerevisiae, Neurospora crassa, Salmonella typhimurium).'>*! Neben der Immunotoxizitit!!33
und der Kanzerogenitit!'3!) konnen Odeme in der Lunge gebildet werden und die Blutkapilla-

ren zerstort werden.!**! Dies wurde hauptsichlich an Miusen untersucht. PR Toxin hat aber
auch bei menschlichen Zellen, wie Caco-2- und THP-Zellen, geringe IC Werte von kleiner als

12.5 um beziehungsweise 0.83 um. Auch der Tumornekrosefaktor (TNF) war nach Zugabe von

PR Toxin erhoht.!!?>! Bisher gibt es keine Daten iiber menschliche Vergiftungen durch PR Toxin.
Lediglich ein Mitarbeiter einer Kisefabrik!'>® entwickelte eine Hypersensibilisierung gegen-
tiber Penicilium roqueforti. SchlieBlich zeigt es toxische Eigenschaften bei trichtigen Kiihen.
Nach dem diese von verschimmelten Getreide gegessen hatten, kam es zu Fehlgeburten.!!37)
Diese Beobachtung resultierte in der Analyse von verschimmeltem Mais, wo PR Toxin nicht
isoliert werden konnte.!'*8! Demgegeniiber wurde es in Kérnern und gemischtem Futter mit
einer Hiufigkeit von 77 % detektiert.!!3%

Bei anschliefenden Untersuchungen wurde festgestellt, dass PR Toxin lediglich unter sehr
geringem Sauerstoffanteil stabil ist und mit Aminen von Aminosduren das stabiler PR Amid
bilden kann. Auch das Abbauprodukt PR Siure, welches von dem Enzym PR Oxidase gebildet

wird, wurde nachgewiesen. Diese ist mit einem Zuckeranteil von 24 % ein Glycoprotein.! 49

Neben P. roqueforti wurde dieses Gift auch aus P. chrysogenium isoliert, welcher mit Penicilium
merneffei und Penicilium stipitatum die einzigen komplett sequenzierten Peniciliumstdimme
darstellt. ' P. chrysogenium ist dabei niher mit den vollstindig sequenzierten Aspergillus
oryzae und Aspergillus clavatus Stimmen, als mit den beiden vollstindig sequenzierten Penici-

liumstdmmen, verwandt.

Wie bereits oben beschrieben, gibt es verschiedene Faktoren, welche die PR Toxin Produktion

beeinflussen konnen. Diese dufleren Bedingungen sind durch den Velvetkomplex mit der Re-
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gulation der verschiedenen Sekundirmetaboliten verkniipft (Abbildung ). [42143] M ArTin{T4
postulierte 2017, dass dieser Kommunikationskomplex die bisher bekannten Metaboliten, wie
Mycophenolsdure und Penicillin miteinander regelt. Deren Biosynthese ist unabhingig und
eine Verkniipfung ist auf den ersten Blick nicht sichtbar, aber bei einer Abnahme von PR
Toxin wurde eine Zunahme von Mycophenolsédure bei P. roqueforti und bei P. chrysogenium
festgestellt. Auch der Metabolit Patulin und PR Toxin bedingen sich gegenseitig. In einem P.
roqueforti Stamm wird nur jeweils eins der beiden Gifte produziert. Ist in einem P. roqueforti
Stamm also PR Toxin vorhanden, wird kein Patulin gebildet und umgekehrt.""2”) Weiterhin
zeigen die oben beschriebenen Parameter Sauerstoff und Nahrung (welche einen Einfluss auf

den Velevetkomplex haben), ebenfalls einen Effekt auf die Produktionsmenge von PR Toxin.

Licht, pH, CG, O, Nahrung

o — i TS
i 0 8

Asexuelle Sexuelle Fruchtkorper-  Koordination fiir
Entwicklung bildung Entwicklung und
Sekundéarmetabolismys

Zellkern

Abbildung 4: Der Velvetkomplex!"#? kann je nach Umweltbedingungen wie Licht, pH-Wert,
Nahrung oder der Gaszusammensetzung sich anpassen. Hierbei konnen verschiedene Proteine
wie VelB unter anderem die Regulation des Sekundidrmetabolismus steuern.

PR Toxin wurde als Erstes von WEI et al. 1975 beschrieben.!'*! In den Jahren danach wurden
PR Siure (25), PR Imin (26) und PR Amid (24), welches auch als Eremofortin E bekannt ist,
isoliert (Schema([I7). PR Sdure (25) wird von einem extrazelluldren Oxidationsenzym aus PR
Toxin oxidiert. PR Imin (26), sowie PR Amid (24) werden durch Reaktionen mit Aminen aus
den Aminosiuren transformiert.'*®! Diese Produkte (PR Siure, PR Amid und PR Amin) zeigen

nicht mehr die Toxizitdt von PR Toxin, da nur der Aldehyd fiir diese verantwortlich ist.

Anschliefend wurden die Eremofortine A, B, C und D isoliert. Dabei wurde festgestellt, dass
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Schema 17: Der bisher bekannte Abbauweg von PR Toxin (1) erfolgt entweder durch Reaktion
mit Aminen zu PR Imin (26) oder {iber Oxidation mit einem extrazelluldren Oxidationsenzym
zu PR Séaure (25). Dies kann dann analog zu der Umwandlung von PR Toxin zu PR Imin zum
PR Amid (24) transformiert werden.

Eremofortin C zu PR Toxin umgelagert wird.!!*”) Dies geschah unter anderem durch ein im

Medium gefundenes Oxidationsenzym.

Ein mit der Grundstruktur verwandter Terpenvorldufer ist das Aristolochen. Es kann beispiels-
weise mittels Gen-silenced Mutanten als Vorldufer nachgewiesen werden.X**!%°l Dieses Terpen
stammt wiederum aus Farnesyldiphosphat und wird in der Aristolochensynthase zum Aris-

tolochen. Die Aristolochensynthase war die erste kristallisierte fungale Terpenzyklase.!>!

~ 2
R

EPP Germacren A Eudesman Kation
117 124 A
H

B C

Avristolochen
19

Schema 18: Biosynthese von Aristolochen.

Ausgehend von Farnesyldiphosphat kann eine Typ-I-Zyklisierung mithilfe von Magnesiumionen
zu Germacren A stattfinden (Schema(I8)). Der stereochemische Verlauf der 1-10 Zyklisierung
wurde von CANE et al. mit Isotopenmarkierungsexperimenten untersucht.!>! In der gleichen

Publikation wird auch die Abstraktion des Protons in der Verbindung C beschrieben.
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Das nach der Zyklisierung entstehende Germacren A (124) ist ein flexibles Molekiil und hat wie
auch Germacren B (131) und C (129) mehrere Konformere, die mittels Isotopenexperimenten

untersucht wurden. 152

Ausgehend von Germacren A (124) konnen durch eine zweite Zyklisierung die Eudesmane
und die damit verkniipften Eremofortine gebildet werden (Schemal[19).53 Die Reprotonierung
von Germacren A zu Eudesman wurde mit Semiempirischen Methoden und Dichtefunktional
Berechnungen untersucht.!'>¥ Neben der Stabilisierung zu den Eudesmanen koénnen auch
Cyclopropane (128) gebildet werden. Eine Offnung des Dreiringes fiihrt zu Germacren C (129).
Von den gerade beschriebenen Moglichkeiten sind zehn Terpenklassen bekannt (beispielsweise
die Malaiane), welche nachtriglich modifiziert werden konnen. Germacren A (124) kann
auch die [sopropengruppe abspalten (130), was zu den Geijeranen und Pregeijeranen fiihren
kann. Neben der Zyklisierung von Farnesylpyrophosphat zu Germacren A (124), sind auch
Zyklisierung von Nerolidyldiphosphat (126) zu Germacren C (131) moglich.

Die in der Literatur auch als Germacren D, beziehungsweise E bekannte Kohlenstoffgeriiste,
unterscheiden sich durch eine isomerisierte Doppelbindung von Germacren C, beziehungsweise
A. Somit konnen ausgehend von zwei linearen Vorlaufern, 25 Terpenklassen beschrieben
werden. Die Germacrene sind sehr reaktiv, wodurch sowohl Cope-umgelagerte Produkte als

auch sdureinduzierte Zyklisierungen bekannnt sind.!123]

Neben den Eudesmanen ist auch die Eremofortin-Biosynthese quantenmechanisch von TAN-
tiLLo 22! ef al. untersucht worden. Hierbei findet, wie auch in Schema deutlich wird, ein
1,2-Hydridshift und eine Wagner-Meerwein-Umlagerung statt. Dabei sind alle Carbokation

tertidr und somit stabilisiert.

Um von Aristolochen zu PR Toxin zu gelangen, miissen drei Kohlenstoffatome zu Alkoholen
beziehungsweise zu Carbonylen oxidiert werden. Weiterhin miissen zwei Doppelbindungen

epoxidiert und der verbliebene Alkohol mit einer Acetylgruppe versehen werden.

Um die Biosynthese genauer verstehen zu konnen, hilft ein Blick auf den betreffenden Gencluster
(Abbildung[T4). Da 2014 im Bereich der Aristolochensynthase insgesamt erst vier Gene von P.
roqueforti bekannt waren, wurde sich zu Beginn dieser Arbeit auf P. chrysogenium bezogen.
Von P. chrysogenium waren bereits elf Gene bekannt. (Abbildung [14).15% Die hohe Homologie
(97-100 %) der vier Gene aus P. roqueforti mit den entsprechenden Genen aus P. chrysogenium,
ermoglichte einige Vorhersagen. 2017 publizierte HipALGO ef al. dann sieben weitere Gene aus
P. roqueforti (Abbildung [14)).057

Dabei konnen die Enzyme zu verschiedenen Enzymklassen zusammengefasst werden: Dehy-
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Schema 19: Biosynthese von den Germacrenen A, B und C und mit diesen verkniipften
Terpenklassen. >3

drogenasen (Tabelle 2} Eintrige 2, 3, 4, 7, 14, 17, 18 und 21), Aristolochensynthasen (Tabelle [2;
Eintrdge 5, 15 und 19), Chinonoxidasen (Tabelle @ Eintrdge 6, 16 und 20), Cytochrome p450
Oxidasen (Tabelle 2} Eintrige 8, 9, 22, 23 und 24), Transferasen (Tabelle 2} Eintrdge 11 und 25),
ein Regulator Protein (Tabelle 2} Eintrag 27) und ein unbekanntes Protein (Tabelle [2} Eintrige
10 und 24), welches der Klasse der DUF3237 Superfamilie zugeordnet wurde.

o9 o g1 und DickscHAT mit den jeweiligen Mitarbeitern Brock 28!

Die Gruppen HipALG
und RicLea” ordneten die bisher bekannten Eremofortine nach ihren Oxidationsstufen in eine

Biosyntheseniibersicht ein (Schema 21].

Die hierbei postulierten Biosynthesen beginnen mit Aristolochen (19), welche mithilfe von
zwei Enzymen zum Alkohol 133 umgesetzt werden sollen. Diese sind eine Chinon-Oxidase
und eine Dehydrogenase. Nach Epoxidation zum Metaboliten 134, postuliert HipaLco!™>% et al.
die Biosynthese von diesem zum deacetylierten Eremofortin A (135), welcher anschlieBend
acetyliert wird. Nach Oxidation der terminalen Methylgruppe zum Eremofortin C (22), soll
eine Oxidation zum Aldehyd des PR Toxins erfolgen.

Mithilfe von Fiitterungsexperimenten mit ['*C]Mevalonolakton (132) wurden weitere Hinweise
auf die Biosynthese erzielt.!!! Hierbei wurden die jeweiligen exozyklischen Methylgruppen 12
und 13 mit zwei unterschiedlich markierten ['*C]Mevalonolaktonen (132) markiert (Schema

[20)). Dabei wurde beobachtet, dass nur die Position 12 oxidiert wurde, was auf eine Isomeri-
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117 19

Schema 20: Die Fiitterungsexperimente mit [!*C]Mevalonolakton (132) lieferten weitere Hin-
weise auf die Biosynthese. Dabei ist [2-'*C]Mevalonolacton mit einem schwarzen Punkt und
das [6-'*C]Mevalonolacton mit einem blauen Punkt in diesem Schema dargestellt.!!)

sierung der exozyklischen Doppelbindung deutet.!!! Bei der dabei stattfindenden Drehung der
beiden Methylgruppen wurde somit das Molekiil 136 in Schema[21]als Intermediat postuliert.
Der Einbau der Acetatschutzgruppe kann vor, beziechungsweise nach der Isomerisierung der

Doppelbindung von dem Naturstoff Eremofortin B (21) stattfinden.

Ausgehend von 136 entzweit sich der Weg. Aus chemischen Griinden wurde eine allylische
Oxidation vor der Epoxidierung zu Eremofortin C postuliert. Erfolgt allerdings die Epoxidierung

zuerst wird Eremofortin A als Zwischenprodukt gebildet.
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Schema 21: Die erste vorgeschlagene Biosynthese von PR Toxin wurde von HipaLGo et al.
2014 iiber Weg (A) postuliert. 2015 postulierte RicLEa und DickscHAT den Weg (B) und dieser
wurde 2017 von HipaLGo et al. zu Weg (C) modifiziert.

Die hierbei vermuteten Enzyme sind: I) Chinone-oxidase und Short-Chain-Alkohol-Dehydrogenase; II) Cytochrome P450 Monooxy-
genase; III) Cytochrome P450 Monooxygenase; 1V) Acetyl Transferase; V) Short-Chain-Dehydrogenase; VI) Short-Chain-Alkohol-

Dehydrogenasel 112011581
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Tabelle 2: Gensequenzen, welche von der Gruppe Hidalgo 2014 und 2017 publiziert wurden.

Eintrag Organismus Gene Accession Nummer | Proteinfunktion
1 | P. chrysogenum prx5 Pc12g06260 Trichothecene exporter (AF359360.16)
2 | Wisconsin 54-1255 | prx6 Pc12g06270 NAD-dependent dehydrogenase (XP_002557470.1)
3 prx7 Pc12g06280 NAD-dependent dehydrogenase (XP_002557471.1)
4 prx1 Pc12g06300 Short-chain dehydrogenase (XP_002557472.1)
5 prx2 Pc12g06310 Aristolochene synthase (XP_002557473.1)
6 prx3 Pc12g06320 Quinone oxidase (XP_002557474.1)
7 prx4 Pc12g06330 Short-chain alcohol dehydrogenase (XP_002557475.1)
8 prx8 Pc12g06340 P450 monooxigenase (XP_002557476.1)
9 prx9 Pc12g06350 P450 monooxigenase (XP_002557477.1)
10 prx10 Pc12g06360 Hypotetical protein
11 prx11 Pc12g06370 Eremophilane O-acetyl transferase (XP_002557479.1)
14 | P. roqueforti prx1 KCO013361.1 Oxidoreductase of the short-chain oxidoreductase/dehydrogenase
family (Pc12g6300 )
15 | CECT 2905 aril L05193 Aristolochene synthase. Cyclization of farnesyl-diphosphate mo-
lecules (P. roqueforti aristolochene synthase)
16 prx3 KC013362.1 Quinone oxidase domain (Pc12g6320)
17 prx4 KC013363.1 Short chain-alcohol dehydrogenases (Pc12g6330.1)
18 | P. roqueforti ORF1 CDM31314 Short-chain dehydrogenase/reductase SDR (XP_002557572)
19 | FM164 ORF2 CDM31315 Aristolochene synthase (Q03471)
20 ORF3 CDM31316 Quinone oxidase domain (XP_002557474)
21 ORF4 CDM31317 Short-chain alcohol dehydrogenase (XP_002557475)
22 ORF5 CDM31318 Oxidation of non-activated hydrocarbons (XP_002557476)
23 ORF6 CDM31319 Oxidation of non-activated hydrocarbons (XP_002557477)
24 ORF7 CDM31320 Outer membrane protein, beta-barrel (CDM31320)
25 ORF8 CDM31322 Transferase (CDM31320)
26 ORF9 CDM31323 Oxidation of non-activated hydrocarbons(XP_002557480)
27 ORF10 CDM31324 Fungal transcriptional regulatory protein, N-terminal
(CRL18795)
28 ORF11 CDM31325 Oxidation of non-activated hydrocarbons (XP_0022557482)

ANVLSSININNAA ¢



3  KENNTNISSTAND

Von den oben beschriebenen Eremofortinen gibt es bisher nur eine Totalsynthese von der
Gruppe Yamakawa™? ¢t al. aus dem Jahr 1981 (Schema[22). Deren Synthese™ startet von
2,3-Dimethyl-Phenol (138). Uber zwei Stufen wurde eine Hydroxygruppe in para-Stellung
eingebaut. Hierbei wurde erst mit dem Fremys Salz das Phenol zum Chinon oxidiert und dann mit
Na,S,0, reduziert. AnschlieBend erfolgte eine Hydrierung zum Diketon, wobei das gewiinschte
Produkt auskristallisierte. Eine wiederholte Oxidation mittels Jones Oxidation fiihrte zum
Diketon, welches wieder als Kristall aufgereinigt werden konnte. Die Robinson-Anellierung von
140 lieferte ein Produktgemisch, wo drei Produkte im Verhiltnis 1:1:0.05 identifiziert werden
konnten, wovon die letzten beiden im Gemisch bei der Zugabe von para-Toluolsulfonsidure zum

Produkt 141 transformiert werden konnten.

Ausgehend von diesem Baustein entwickelte die gleiche Gruppe 19811>°! die Synthese zu
Eremofortin B (21) weiter. In dieser wird der Bizyklus selektiv reduziert und die dabei entstan-
dene Alkoholgruppe temporar mit der gleichen Schutzgrupppe wie bei PR Toxin geschiitzt. Die
Einfiihrung einer Doppelbindung wird durch eine radikalische allylische Bromierung, gefolgt
von einer Eliminierung erzielt. Das Diastereomerengemisch bei der Bromierung konnte getrennt
werden. Hierbei konnten das (1R,2S,4R,80R)-4-Bromo-1,8a-dimethyl-6-oxo-1,2,3,4,6,7,8,80-
octahydronaphthalen-2-ylacetat (4R-Brom) mit 28.5 % und das (1R,25,4S,8uR)-4-bromo-1,8a-
dimethyl-6-oxo-1,2,3,4,6,7,8,80-octahydronaphthalen-2-yl acetat (4S-Brom) mit 44.5 % isoliert

werden.

Wenn die Reaktionszeit unter 30 Minuten blieb, wurde demgegeniiber fiir die 4R-Brom-
Verbindung hohere Ausbeuten (44 %) und fiir die 4S-Brom-Verbindung geringere Ausbeuten
(21 %) erzielt. Beide Verbindungen wurden anschlieend dehydrobromiert. Dabei wurden fiir
die 4R-Brom Verbindung 81 % Ausbeute und fiir die 45-Brom Verbindung 67 % Ausbeute
erzielt. Nach der Abspaltung der Acetatgruppe wurde Aceton mithilfe eines Zinkenolats ein-
gebaut. Bei der danach folgenden Sharpless Epoxidierung gelang es das gewiinschte Produkt
147 lediglich mit 20 % Ausbeute zu erzielen. Das Hauptprodukt hingegen war Diketon 148 mit
54 % Ausbeute. Ahnliche Ausbeuten waren auch bei der Epoxidierung von Alkohol 145 zu
beobachten.

Durch die Zugabe von THF konnte die Bildung des Diketons 148 auf 9 % minimiert werden.
Dabei wurde das Epoxid 147 mit 24 % isoliert und das Ausgangsmaterial 146 mit 28 % reisoliert.
Die Epoxidierung mit m-CPBA und H,0, war dabei nicht erfolgreich. Mithilfe des Burgess-

Reagenz konnte Eremofortin B (21) mit einer Ausbeute von 20 % dargestellt werden.

Inspiriert von der Totalsynthese von Eremofortin B (Schema [22) wurde eine Totalsynthese von

PR Toxin (1) in der Gruppe DickscHAT et al. in Angriff genommen. Dabei konnte die Synthese

37



3  KENNTNISSTAND
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Schema 22: Totalsynthese von Eremofortin B von der Gruppe Yamakawall®l12l Die Reakti-
onsstufen sind:

Ia) (K4[ON(SO3)2]»); Ib) NayS>04 (aq) 46 % Ausbeute iiber zwei Stufen; ITa) Raney Ni, Hp, 130 atm, 160 °C; IIb) Jones Oxidation 58 %
Ausbeute iiber zwei Stufen; IITa) Methylvinylketon, NaOEt —20 °C, 48 h; I1Ib) p-Toluolsulfonsdure, Benzol reflux, 24 h 53 % Ausbeute iiber
zwei Stufen; IVa) NaBH4, MeOH, 0 °C, 30 min 90 %; IVb) Ac, O, Pyridine, DMAP; V) NBS, CCly reflux, 1.5 h, 70-80 % Ausbeute; VI) LiBr,
Li»CO3- DMF 67-81%; VII) K,CO3, MeOH, 50 % Ausbeute; VIII) LDA, Acetone, ZnCl,, 66 % Ausbeute; IX) tBuOOH, VO(acac),, DCM;
X) Methylcarboxysulfamoyl)triethylammoniumhydroxid, THF, Benzol, 50 °C, 3 h, 20 % Ausbeute; XI) tBuOOH, VO(acac),;, DCM

von Diketon 151 zu Enon 158, welche von der Gruppe CarNEIRO!®! ¢f al. publiziert wurde,
von Ramona Riclea weiterentwickelt werden (Schema .“] Ihr gelang die Darstellung von
Dienon 160, aus welchem das Zielmolekiil 1 in neun Stufen dargestellt werden sollte. Einer
der fehlenden Schritte war die Einfiihrung einer Doppelbindung zum Dienon 5. Weiterhin
musste die Ketogruppe als Acetal 161 geschiitzt werden. Danach folgt eine allylische Oxidation
mit anschlieBender Reduktion zum Alkohol 163. Die Gruppe Yamakawal'>! er al. berichtet
von einer geringen Ausbeute bei der Epoxidierung in der Totalsynthese von Eremofortin B.
Aufgrund dessen sollte das Einfiihren einer Alkoholschutzgruppe als Acetat die Bildung des
Diketons verhindern.

Ausgehend von Epoxid 165 sollte nach Abspaltung der Acetalschutzgruppe eine regioselektive
allylische Oxidation der Seitengruppe zum Aldehyd erfolgen 167. Nach der Epoxidierung sollte
das PR Toxin (1) erhalten werden.

Im Folgenden soll auf die erfolgreiche Synthese kurz eingegangen werden. Die Synthese startet
von 2-Methylcyclohexan-1,3-dione (151) und eine Hajos-Wiechert-Reaktion lieferte das Diketon
152. Prolin fungiert dabei als Katalysator, der mit der Bildung eines Enamins und mithilfe der

Carbonsiure, den Angriff an Methylvinylketon (168) stereoselektiv kontrolliert.
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3  KENNTNISSTAND

Um das im linken Ring befindliche Keton zu der Methylgruppe umwandeln zu konnen, wurde
die im rechten Ring befindliche Ketogruppe mit Ethan-1,2-dithiol, welches iiber einen Zeitraum

von 16 Stunden zugegeben wurde, geschiitzt.

Die ungeschiitzte Ketofunktionalitidt im Dithian 153 wurde im nichsten Schritt mittels Wittig-
reaktion zum methylgeschiitzten Enol umfunktionalisiert. Dabei spielen die normalerweise
wichtigen Uberlegungen iiber Z und E Selektivitit keine Rolle, da die Stereoinformation des
dabei entstehenden Enols im néchsten Schritt verloren geht. Durch die Abspaltung der Methyl-
schutzgruppe mit Salzsidure, konnte das Enol in sein Tautomer, den Aldehyd 154, iiberfiihrt
werden. Zwischen der Wittig-Reaktion mit einer Reaktionszeit von 24 Stunden und der Entschiit-
zung mit Salzsdure liber einen Zeitraum von 36 Stunden, fand keine sdulenchromatographische
Reinigung statt. Dabei wurde beobachtet, dass AnsatzgroBen iiber 1.5 g bei der Wittig-Reaktion
die Ausbeuten drastisch verringern. Bei der Keto-Enol-Tautomerie erfolgte die Protonierung von
der Unterseite der konkaven Struktur. Dies ldsst sich durch die hohere Stabilitit der dquatorialen

Position im Sechsring erkléren.

Die daneben befindliche Methylgruppe zeigt zwar in die axiale Richtung, wobei hier der groB3ere
Substituent der benachbarte Ring ist. Der Aldehyd konnte dann im néchsten Schritt mit NaBH,4
fast quantitativ reduziert werden. Nach der Reaktion des Alkohols mit Methansulfonylchlorid
fand keine sdulenchromatographische Reinigung statt. Mithilfe von LiAlH, konnte das Hydrid
eine nucleophile Substitution innerhalb von zwei Stunden durchfiihren. Die Entschiitzung der
Thiolgruppe mit [Bis(trifluoracetoxy)iod]benzol erlaubte die Darstellung des Bizyklus 158. Die
Darstellung von Bizyklus 158 hatte eine Gesamtreaktionszeit von sieben Tagen. Die Wittig-
Reaktion war dabei durch die Ansatzgroenbegrenzung das Nadelohr, welches bei grofleren

Ansitzen die Laborzeiten deutlich verlangern kann.

RicLEA und DickscHAT gelang es 2015, dieses Molekiil 158 mit Aceton zu funktionalisieren und
den auch in der Biosynthese enthaltenen Naturstoff 160 darzustellen.!!! Neben der Fiitterung von
13C markiertem Mevalonat konnten, durch die Identifikation dieser Zwischenstufe in Headspace

Extrakten, weitere Hinweise auf die Biosynthese gewonnen werden.
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3  KENNTNISSTAND
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Schema 23: Syntheseiibersicht des Syntheseplans von Ramona Riclea. Die Synthesen mit den
durchgehenden Pfeilen waren erfolgreich, wohingegen die Synthesen mit den gestrichelten
Pfeilen geplant waren. Reaktionsbedingungen:

I) L-Prolin, Butenon, 67 %; II) Ethane-1,2-dithiol, pTsOH, 89 %; Illa) PPh3 CH,OMe.Cl, KHMDS b) HCl, 85 %; IV) NaBHy, 99 %; V) MsCl,
NEt3; VI) LiAlHy, 62 % (iiber zwei Stufen); VII) PIFA, 46 %; VIII) LIHMDS, ZnCl,, Me,CO, 73 %l; 1Xa) Tf,O, NEt3 b) iPr,NEt 21%;
X) DDQ, pTsOH; XI) pTsOH, Benzol, Ethan-1,2-diol; XII) CrO3, Pyridin; XIIT) NaBH4; XIV) Ac,0, Pyridin, DMAP; XV) mCPBA; XVI)
CH3COOH; XVII) SeO,; XVIII) mCPBA.
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3  KENNTNISSTAND

Wie die beiden vorherigen Synthesenrouten gezeigt haben, gibt es eine Vielzahl an Ringschluss-
moglichkeiten. So wiren unter anderem auch Diels-Alder-Reaktionen!’*2, Claisen-Umlagerung

inklusiver Oxidation der entstehenden Alkingruppe zum Keton!'%3! oder Metathesen''®* moglich

(Schema [24)).

Schema 24: Weitere Anellierungsreaktionen sind die Diels-Alder A, die Claisen-Umlagerung
B und Metathesen C mit den folgenden Reaktionsbedingungen:

I) MeCN, 15 kbar, RT auf 50 °C, 16 h; dann Yb(OTf)3, MeOTMS, Toluol, 0 °C, 6 h, 81 %; II) C3N,Ho, KH, 83 %; III) BF3 - Et, 0, Hg, O,
MeOH; IV) MeOH, NaOH, 63 % iiber zwei Stufen; V) Ru-Katalysator, 0 °C, 30 min, 85 %.
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4 AUFGABENSTELLUNG

4 Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist die Entschliisselung der Biosynthese von PR Toxin. Um dies zu erreichen,
soll dies durch zwei Herangehensweisen genauer untersucht werden. Dabei sollen sowohl die
Enzyme aus dem Gencluster (Tabelle 2Jund Abbildung[I4) charakterisiert werden als auch eine
Totalsynthese entwickelt werden. Mithilfe der Synthese kdnnen die synthetisch dargestellten In-
termediate als weitere Zwischenstufen der Biosynthese durch Inkubationsexperimente bewiesen

werden.

Fiir die Charakterisierung der Enzyme soll die pilzliche mRNA aus P. roqueforti NRRL 849
isoliert und durch die reverse Transkriptase in cDNA umgebaut werden. Diese cDNA soll dann
mithilfe von beispielsweiser homologer Rekombination in einen heterologen Host gebracht und

exprimiert werden.
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5 BEITRAGE ZUR TOTALSYNTHESE VON PR TOXIN

5 Beitrage zur Totalsynthese von PR Toxin

5.1 Retrosynthetische Analyse
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Schema 25: Retrosynthetische Analyse von PR Toxin. Bis auf PR Toxin 1, sind alle Molekiile
in Kistchen kommerziell erhiltlich (2, 168, 181, 182, 188 und 192). Synthesepline 1-3 (A)
sind Teil dieser Arbeit, wihrend die Synthesen iiber Molekiile 185 (B) und 189 (C) weitere
mogliche Routen sein konnen.

Die Struktur des PR Toxins (1) lasst sich in zwei Fragmente unterteilen. Den westlichen Zyklus,
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5 BEITRAGE ZUR TOTALSYNTHESE VON PR TOXIN

an welchem ein Epoxid, eine Acetatgruppe und zwei Methylgruppen gebunden sind, sowie
den ostlichen Zyklus, an welchem ein exozyklischer Synthesebaustein mit einem Epoxid und
einem Aldehyd gebunden ist. Das Michaelsystem im Ostlichen Ring deutet auf eine Robinson-

Anellierung oder dhnliche Verkniipfungsmoglichkeiten hin.

Im Westfragment hat jeder Kohlenstoft vier verschiedene Substituenten, was weitere wichtige
Hinweise zum Aufbau des Molekiils liefert. So existieren Reste, wie die Methylgruppen, die
Acetat- und die Epoxidgruppe. Die Reihenfolge der Syntheseschritte hiangt hierbei von der
zugrunde liegenden Reaktivitdt und den sterischen Einflussmoglichkeiten des Ausgangsmaterials

der Synthese ab.

Aus diesen Uberlegungen ergeben sich drei mdgliche Synthesestrategien, welche im Schema
dargestellt sind. Von den drei Moglichkeiten, beenden zwei die Synthese durch die Ausbildung
des Michaelsystems von PR Toxin (1). Dies geschieht entweder iiber das Diketon 189 mitels
Robinson-Anellierung oder iiber die Sdure 185 durch eine Wittig-Reaktion (Schema [26).

PhP

AcO AcO
o /)
185 198 199 1
(0] (@]
\\\ \—\\ Vi

Schema 26: Analog zu der Totalsynthese von Isopetasin (Schema kann Sédure 185 zum
Bizyklus 199 umgelagert werden. Die letzten Schritte wéren die Entschiitzung und Oxidation
der exozyklischen Alkoholgruppe zum PR Toxin (1). Reaktionsbedingungen:

1) PPh3CCNPh, Toluol, 80 °C; IT) EtOH, 110 °C; Ila) Pd(PPhs)s, K»CO3; I1b) IBX.

Durch die retrosynthetische Zerlegung von der Séure 185 erhilt man Bromalkan 186 und Keton
190. Bromalkan 186 kann durch Reduktion der Dicarbonsidure 187 hergestellt werden, welches
wiederum durch allylische Bromierung und Offnung des Anhydrids 188 erhalten werden kann.
Hierbei ist die Umsetzung des kommerziell erhiltlichen Anhydrids 188 zur Disdure 187 auch

in der Literatur beschrieben worden. 102

Das Westfragment 190 kann aus dem Naturstoff (5)-Carvon (2) dargestellt werden. Hierzu
muss die Isopropenylgruppe entfernt und die dabei entstehende Doppelbindung epoxidiert
werden. Weiterhin kann das im Naturstoff enthaltene Michaelsystem zum Einbau der zweiten

Methylgruppe genutzt werden.

Der alternative Ringschluss tiber das Diketon 189 kann ebenfalls in das Westfragment 190
und in das Bromalkan 191 geteilt werden. Das letztgenannte Fragment 191 kann durch Al-

dolkondensation aus kommerziell erhiltlichen Chemikalien wie Hydroxyaceton (181) und
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5 BEITRAGE ZUR TOTALSYNTHESE VON PR TOXIN

Hydroxybutanon 192 dargestellt werden. Die Alkoholgruppe vom Hydroxybutanon 192 soll

mithilfe einer Bromsubstitution in das gewiinschte Produkt 191 iiberfiihrt werden.!°®!

Aufgrund der Anzahl ihrer linearen Stufen, wiren die beiden im Vorfeld beschriebenen retro-
synthetischen Analysen fiir die Synthese von PR Toxin (1) zu bevorzugen. Jedoch kénnen damit
keine anderen biologisch relevanten Metaboliten in der gleichen Sequenz dargestellt werden.
Daher sollte eine moglichst biomimetische Totalsynthese durchgefiihrt werden, um auch mittels
Isotopenmarkierung und mittels in vitro Studien diese Metaboliten als Zwischenstufen oder als

Nebenprodukte zu identifizieren.

Aus diesem Grund wurde nach retrosynthetischer Entfernung der Epoxidgruppen zum Bizy-
klus 178 eine biomimetische Retrosynthese konzipiert. Hierbei wird der Bizyklus 178 in das
Dienon 180 und in ein Dicarbonyl 179 zerteilt. Dicarbonyl 179 kann dabei entweder durch
Hydroxyaceton (181) oder den veresterten Naturstoff 182 dargestellt werden. Dienon 180 kann
in ein Westfragment und Methylvinylketon (168) analog zu den Uberlegungen der ersten beiden
Retrosynthesen geteilt werden. Hierbei war die stereoselektive Einfiihrung der Methylgruppe
an Position 4 (Nummerierung analog zu PR Toxin), beziehungsweise der Alkoholfunktion an

Position 3, Grundlage fiir die Syntheseplidne dieser Arbeit.

5.2 Uberblick liber die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche einer
Totalsynthese

o Os . 20O Syntheseplan von Ramona Ric
O 12
H/EJS\OO Syntheseplan 2 und 3
PR-Toxin

Schema 27: Ubersicht der totalsynthetischen Versuche. Die farbigen Reste zeigten die erste
stereoselektive Definition in den jeweiligen totalsynthetischen Synthesepldnen.

In dieser Arbeit unterscheiden sich die Syntheseplidne in der Reihenfolge der Definition der
ersten Stereoinformationen. Der Syntheseplan von Ramona Riclea beginnt mit dem stereoselek-
tiven Aufbau der Methylgruppe am quartidren Kohlenstoff. Dabei werden alle Stereozentren
innerhalb des Ringes im Uhrzeigersinn aufgebaut. Der erste eigene Syntheseplan beginnt mit der
benachbarten Methylgruppe und baut nacheinander die Methylgruppe, die Doppelbindung und
die Alkoholfunktionalitét ein. Der zweite und der dritte Syntheseplan beginnen mit dem Ein-
bau der Alkoholfunktionalitit. Hierbei werden die Stereozentren entgegen dem Uhrzeigersinn

aufgebaut.
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5.3 Erster Syntheseplan

O,
o o} (0] fo) O\
Y |
R —— D — T
T °
: A
202 3 oﬁ/o 1

Schema 28: Startpunkt 2, wichtige Intermediate 202 und 3 zu dem Zielmolekiil 1 in dem
totalsynthetischen Versuch des ersten Syntheseplans.

Der erste Syntheseplan beginnt mit dem Naturstoff ($)-Carvon (2) als Startmaterial. Von diesem
ausgehend kann die Methylgruppe innerhalb von einer Stufe durch eine Gilman-Reaktion einge-
fiigt werden (Verbindung 203). Der Ringschluss kann durch eine Robinson-Anellierung zum
Bizyklus 202 vollzogen werden und die Entfernung der Isopropenylgruppe sollte durch Ozono-
lyse zum Dienon 3 erfolgen. Im folgenden Kapitel werden diese Schritte genauer untersucht

und die Ergebnisse beziiglich Seitenkette, Oxidation und Epoxidierung néher erldutert.

e} o
saaSoeiseosdiee s ooy
Ll Al "
2 203 202 3 204

Schema 29: Ubersicht des ersten Syntheseplans zur Synthese von PR Toxin (1). Die Synthesen
mit den durchgehenden Pfeilen waren erfolgreich, wohingegen die Synthese mit dem gestrichel-
ten Pfeil nicht erfolgreich waren. Reaktionsbedingungen:

I) Me,CuLi 100 %; II) die verschiedenen getesteten Robinson Anellierungen werden im Kapitel 5.3.2 besprochen; IIIa) Oz, —20 °C; b)
Cu(BF4)2, Fe(BF4)2, 54 %; IV) die verschiedenen getesteten Oxidationsbedingungen werden im Kapitel 5.3.5 besprochen.

5.3.1 Gilman-Reaktion

Im Gegensatz zu dem Syntheseplan von Ramona Riclea (Schema [23)) wurde die Zyklisierung
erst durchgefiihrt, nachdem beide Methylgruppen eingebaut waren. Die Einfiihrung der Me-
thylgruppen wurde mithilfe des verwendeten Gilman Cuprats quantitativ zum Molekiil 203
umgesetzt. Dabei entstand ein Diastereomerengemisch (dr 2:1), in dem die ortho-Methylgruppe
epimerisierte. Mithilfe aufwandiger HPLC-Reinigung, beziehungsweise durch die Zugabe eines
Komplexierungsreagenzes, konnten die Diastereomere voneinander getrennt, beziehungsweise
angereichert werden. Bei dieser Komplexierung wurde Phenylsalicylat zugegeben, um das
Substrat als Enol in der Reaktion abzufangen (Verbindung 209). Dabei wurde das Proton von
dem sauren Phenol-alkohol transferiert (Schema [30)).[¢7
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5 BEITRAGE ZUR TOTALSYNTHESE VON PR TOXIN

Der Kontakt zur Luft fiihrte zu einer Epimerisierung dieser Methylgruppe. In der nédchsten
Stufe wird das ortho-Stereozentrum wieder entfernt. Nach ausfiihrlicher Charakterisierung der
Reaktionsprodukte, wurde daher bei der Wiederholung der Gilman-Reaktion, auf die Trennung

der Diastereomere verzichtet.

0]

Wi;( o Wr“é(

208

Schema 30: Komplexierung von Phenylsalicylat und Enol 209 wie es von Krause!’®Z et al.
postuliert wurde. Reaktionsbedingungen:
Ia) Me,CuLi b) Phenylsalicylat

Der Mechanismus der Gilman-Reaktion ist in der Literatur sehr gut untersucht worden. 168717
Hierbei hat das Losungsmittel eine wichtige Rolle auf die Art des Gilman Komplexes. So liegt
Me,CulL.i in Et,0 als Oligomer und in THF als Monomer vor. Der geschwindigkeitsbestimmende

Schritt ist der Transfer des organischen Restes vom Kupfer auf die S-Position.

Die y-Substituenten konnen dabei einen erheblichen Einfluss auf die Reaktion haben, worauf

bei der Durchfiihrung des zweiten Syntheseplans ausfiihrlich eingegangen wird.

5.3.2 Robinson-Anellierung

Nachdem Keton 203 dargestellt wurde, konnte die Robinson-Anellierung naher untersucht
werden, welche 1935 von Rapson und Rosinson als Tandemmethode publiziert wurde.[!1)
In dieser wird eine Ketogruppe mithilfe von Basen, Sduren, Silylenolethern und vielen ande-
ren Moglichkeiten in deren reaktive Enolform iiberfiihrt. Dieses Enol kann dann von einer

elektrophilen Gruppe wie Methylvinylketon (168) angegriffen werden.

Bezogen auf Methylvinylketon (168), kann nach der Bildung der Kohlenstoff-Kohlenstoftbindung,
das dabei entstehende Enol zu einer Ketogruppe isomerisieren. Durch eine erneute Ausbil-
dung der Enolform zum entgegengesetzten Kohlenstoffatom, kann dieser die Ketogruppe des

Ausgangsmaterial 203 angreifen. Hierbei entsteht der gewiinschte «, S-ungesittigte Bizyklus
202.

Heutzutage gibt es verschiedene Analoga von Methylvinylketon, welche auch in dieser Arbeit

an der entsprechenden Stelle erwihnt werden. 172!
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In diesem Syntheseplan wurden vier verschiedene Robinson Methoden getestet. Zu Beginn
wurde eine Aminkatalysation (unter anderem mit Prolin) untersucht. Darauf aufbauend wurden
die Bedingungen der Mukaiyama Michael-Reaktion als Moglichkeit in Betracht gezogen. Die

anderen beiden Methoden waren die sduren- und basenkatalysierte Robinson-Anellierung.
5.3.2.1 Aminkatalysierte Robinson-Anellierung

Bei der Aminkatalysierten-Reaktion wurden zwei Substrate getestet (Schema 3.

o
2 (IO 3 Stufen (1) (Pio any, av) q:f
\/
2 210 ¥ 3

A p

(f an S O i, v ) ©
& VD)

2 203 202

Schema 31: Aminkatalysierte Robinson-Anellierung von den Substraten 210 und 203. Die
Synthesebedingungen zur Darstellung von 210 und 203 und die getesteten Reaktionen:

Ta) Me,CuLi, —80°C, 100 %; Ibi) O3, —20 °C; ii) Cu(OAc); - H,O, FeSO,4 - 7H;0; Ic) DBU, 0°C, 30 % iiber zwei Stufen; II) Me,CulLi,
—80°C, 100 %; III) L-Prolin, Methylvinylketon; IV) iPr,NH, n-BuLi, HMPA, Methylvinylketon; V) HNEt,, Reflux, Methylvinylketon; VI)
Benzylamin, Toluol; VII) n-Propylamin, Touol, Dean Stark; VIII) HNEt,, Reflux, Methylvinylketon.

Ausgehend von Keton 203 sollte mithilfe von dem sekunddren Amin Diethylamin und Methyl-
vinylketon (168) in Toluol bei 80 °C der Bizyklus 202 erhalten werden. Da dies nicht gelang
und sterische Aspekte, sowie die Nicht-Bildung des Enamins die mogliche Ursachen dafiir sein
konnten, wurde unter Dean Stark Bedingungen, Propylamin mit Keton 203 versetzt. Hierbei

wurde keine Produktbildung beobachtet.

Demgegeniiber wurde Keton 210, welches vorher durch eine Ozonolyse aus 203 dargestellt

wurde, mit den Bedingungen der Hajos-Parrish-Eder-Sauer-Wiechert-Reaktion!! 73174l

getestet.
Im Gegensatz zum Syntheseplan von Ramona Riclea konnte nur ein mittels Normalphasen-
chromatographie nicht trennbares Produktgemisch beobachtet werden. Neben der fehlenden
Substratkontrolle konnen auch intramolekulare Nebenreaktionen zwischen den Ketonen 210

und 168 diese Beobachtung erkléren.

Um dies zu umgehen, wurde analog zu einer Publikation der Gruppe SELAIMIA-FERDIANI ef al.,
eine Deprotonierung mittels n-Buthyllithium mit Hexamethylphosphorséauretriamid (HMPA) in

Anwesenheit von iPr,NH getestet.!'”>! Hierbei konnte keine Produktbildung beobachtet werden.
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Ahnliches gilt fiir die Reaktion von Diethylamin, Methylvinylketon (168) und Toluol bei 80 °C

in einem verschlossenen Behilter, wie es von HAGIWARA ef al. beschrieben wurde. 7%

Da die Umsetzung von Keton 210 zu Bizyklus 3 und Keton 203 zu Bizyklus 202 iiber die
verschiedenen aminkatalysierten Reaktionen nicht realisiert werden konnte, wurde als nichster
Schritt eine Mukaiyama-Michael-Reaktion durchgefiihrt, die im Folgenden néher diskutiert

wird.
5.3.2.2 Mukaiyama-Michael-Reaktion

Fiir die Mukaiyama-Michael-Reaktion muss die Ketogruppe in einen Silylenolether iiberfiihrt
werden. In dieser Arbeit wurden die Silylenolether mit Trimethylsilylchlorid (TMS-Cl) und
t-Butyldimethylsilylchlorid (TBDMS-CI) an dem Keton 203 dargestellt (Schema[32]und Tabelle
). In dem Schema [32]sind die gewiinschten thermodynamischen Silylenolether (Verbindungen
211 und 212) dargestellt. Die kinetischen Silylenolether (Verbindungen 213 und 214) wurden
immer als Nebenprodukt beobachtet.

ﬁéi —— X - X &= SO

215
R=TMS: 211 R=TMS: 213 168

R=TBDMS: 212 R=TBDMS: 214

Schema 32: Darstellung des Silylenolethers von dem Ketonen 203 (/) und Reaktionen mit
Methylvinylketon (168), Lewissdure und Losunsmittel (/7). Bedingungen sind in Tabelle
genannt.

Die Darstellung des thermodynamischen Produkts 211 gelang im Falle der TMS-Gruppe mit
Trimethylsilylchlorid (TMS-CI) und NEt; in DMF bei 130 °C tiber drei Tage. Dabei entstand
auch das kinetische Produkt 211 in einem Verhéltnis von 5.6:1, welches mittels GC-MS bestimmt
wurde. Eine sdulenchromatographische Reinigung war durch den sehr unpolaren Charakter und
die Instabilitidt der Schutzgruppe gegeniiber Sauren nicht moglich. Auch eine Trennung mittels
Destillation konnte keine zufriedenstellende Ergebnisse liefern. Der TBDMS-Silylenolether 212
wurde mithilfe von Nal, TBDMS-CI und NEt; bei Raumtemperatur dargestellt. Das Verhéltnis
von thermodynamischen 212 zu kinetischen Silylenolether 214 war 91:9.

Bisher gibt es keine eindeutigen Aussagen iiber den Mechanismus der Mukaiyama-Michael-

Reaktion."”!) Die Hypothese von REETZ et al. geht von einer Koordination der Lewisséure zu der
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Tabelle 3: Reaktionen des Silylenolether 211 zu dem gewiinschten Diketon 215. Hierbei konnte
Keton 203 reisoliert werden. In den Fillen, wo mittels GCMS beziehungsweise Diinnschicht-
chromatographie nur die Bildung des Ketons 203 festgestellt wurde, wurde auf eine Reisolation
verzichtet.

Mukaiyama Bedingungen | 215 203
1 | 168, TiCly
% igg’ EE; Menthol Keine Produktbildung | Nur 203
"4 | 168, BF;, MeOH(cat)
5 | 168, BF;, MeOH 32 % 14 %
6 | 168, BF;, AcOH 20 % 17 %

Ketogruppe von Methylvinylketon (168) aus. Durch diese Aktvierung kann der Silylenolether
das Michaelsystem von Methylvinylketon (168) angreifen. Dabei wird der Silylrest entfernt.

Der erste Versuch war eine TiCly-vermittelte Mukaiyama-Michael-Reaktion. Dieses TiCl, wurde
vor der Addition gekiihlt und zum Silylenolether und Methylvinylketon (168) zugegeben.!'”8!
Bei Silylenolether 211 konnte unter diesen Bedingungen lediglich das Keton 203 reisoliert

werden.

Aus diesem Grund wurde die Lewissadure zu Bortrifluorid gedndert. Auch hier konnte das Produkt
215 nicht isoliert werden. Ausgehend davon, wurde eine Aktivierung von Methylvinylketon
(168) mit Essigsdure, beziehungsweise verschiedenen Alkoholen, als mogliche Alternativen in
Betracht gezogen. Dabei wird das Michaelsystem des Methylvinylketons (168) vom Alkohol
angegriffen und bildet dabei das im Produkt vorliegende Enol 216. Eine Substitution dieses
Alkohols durch den Angriff des Silylenolethers soll das gewiinschte Produkt liefern (Schema

(0] OH
ROH
)ﬁ —_— )\L
168 216 OR

O)—i OH (0] (0]
YN = Oy SP!
@R OH @]
217 216 218 219

Schema 33: Mithilfe von Alkoholen und Sduren kann Methylvinylketon (168) zum Enol 216
aktiviert werden. Dieses Enol 216 kann von einem zweiten Enol 217 angegriffen werden. Dabei
findet eine Substitution statt. Nach Keto-Enol-Tautomerie wird das Diketon 219 erhalten.

Wie auch in Tabelle [3] ersichtlich, konnte nur die entschiitzte Verbindung 203 bei der Zugabe
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von Menthol und katalytischen Mengen von Methanol isoliert werden. Demgegeniiber gelang
es bei der Zugabe von dquimolaren Mengen von Essigsidure, beziehungsweise Methanol das

gewiinschte Produkt zu isolieren.

Hierzu ist fiir den Fall von Methanol das Totalionenchromatogramm in Abbildung [5] gezeigt.
Die Verbindungen sind Diketon 215 und Keton 203. Fiir das Ausgangsmaterial werden dabei
zwei Peaks beobachtet, da das ortho-Stereozentrum epimerisieren kann. Obwohl die Ausbeuten
im Chromatogramm bei 58 % beim Diketon 215 und 42 % beim Startmaterial 203 lagen, waren
die isolierten Ausbeuten, wie in Tabelle [E] ersichtlich ist, deutlich geringer. So konnten anstelle
von 58 % nur 32 % des gewiinschten Produkts isoliert werden. Bei der chromatographischen
Reinigung wurde beobachtet, dass die Menge an Material nach jeder Trennung stark abnimmit.
Dies kann durch die Sduleninstabilitdt von Diketon 215 erklirt werden, welches auch aus einer
Publikation von Mori!?! et al. ersichtlich ist. Weiterhin sind im Totalionenchromatogramm

nicht die Polymere von Methylvinylketon sichtbar, welche die Trennung deutlich erschwerten.

(0] O

13.0 140 150 16,0 17.0 18.0 19.0 20.0 21.0 22.0 Zeit[min]

Abbildung 5: Totalionenchromatogramm nach der Reaktion von TMS-Silylenolether 211 mit
Methyvinylketon 168, BF; und MeOH.

Neben der Temperatur und der Menge der Additive wurde auch iiber die Art des Silylethers
nachgedacht. Anstelle der TMS-Schutzgruppe wurde die stabilere TBDMS-Gruppe verwendet.
Auch hier misslang, wie oben erwihnt, die Trennung des kinetischen und des thermodynami-
schen Produktes. Da das bei der Mukaiyama-Michael-Reaktion entstehende Diketon 215 nur
bedingt sidulenstabil ist, wurde iiber eine mehrstufige Synthese nachgedacht. Hierzu sollte im
ersten Schritt der Silylenolether dargestellt werden, dann die Mukaiyama-Michael-Reaktion
stattfinden und das Diketon 215 direkt zum Bizyklus 202 zyklisiert werden (Schema [34)).

Eine Abtrennung des Methyvinylketonpolymers und anderer Nebenprodukte erfolgte nach
diesem Schritt nicht, da das Diketon 215 instabil ist. Eine Zyklisierung mit verschiedenen

Basen, wie es in der Tabelle @ ersichtlich ist, zeigte keine groBen Unterschiede zwischen
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(@]
o O/TBDMS O/TBDMS
ii [0} é( + 5:( 2 Stufen (11)
(0]
¥ S Yy U
203 212 214 168 202

Schema 34: Darstellung des Silylenolethers 212 (1) und Mukaiyama-Michael-Reaktion gefolgt
von einer basenunterstiitzten Zyklisierung zu dem Bizyklus 202 (11).

T 503

7

.0

16.0 17.0 18.0 19.0 20.0 21.0 22.0 Zeit[min]

15

Abbildung 6: Totalionenchromatogramm nach der Reaktion von TBDMS-Silylenolether 212
mit Methyvinylketon (168), BF; und Essigsaure.

den Basen. Die Ausbeuten waren zwischen 13 % und 21 %. Das Hauptproblem war hier die
Abtrennung der Nebenprodukte.

Tabelle 4: Reaktion des Silylenolethers 212 mit den Mukaiyama-Michael-Bedingungen. Das
Diketon 215 wird zum Bizyklus 202 durch die Zugabe der verschiedenen Basen.

Mukaiyama Bedingungen | Gefolgt von Base: | Ausbeute iiber 3 Stufen

L KOtBu in MeOH 14 Y%
2 KO¢Bu in THF 13 %
3| 168 MeOH KO7Bu in HO/Bu | 18 %
4 McONa/MecOH | 12 %
5 [ 168, BF;, McOH 21 %
6 | 168, BF3, AcOH MeONa/MeOH |~

Die bis dahin erfolgreichen Reaktionen sind in dem Totalsyntheseplan in Schema [35]eingefiigt
worden. Im Gegensatz zu dem literaturbekannten Syntheseplan (Schema [23) kann die Sequenz

durch die erfolgreichen Stufen drastisch verkiirzt werden.

Die danach folgenden Stufen wiéren der Schutz der Ketogruppe im ozonolysierten Produkt 3,

allylische Oxidation und Reduktion zum Alkohol 206. Nach Entfernung der Schutzgruppe der
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Ketogruppe zu Produkt 204, kann man die Synthese entweder iiber den Ester 205 oder iiber den
Alkohol 226 formulieren. Weiterhin kann als exozyklische Gruppe Aceton wie bei Alkohol 227
eingebaut werden. Aber auch der Einbau schon oxidierter Derivate von Aceton ist theoretisch
moglich. Die Synthese konnte durch Oxidationen und Epoxidationen zum Zielmolekiil PR

Toxin (1) abgeschlossen werden.

Im Gegensatz zu den Versuchen mit einer aminkatalysierten Reaktion konnte somit mit der
Mukaiyama-Michael-Reaktion das gewiinschte Produkt 202 erzielt werden. Nachteil von diesem
Ansatz war die lange Darstellung des Silylenolethers und das Problem der Reinigung innerhalb
der Stufen. Aus diesem Grund wurde eine sdurekatalysierte Robinson-Anellierung genauer

untersucht. Dies soll im folgenden Abschnitt besprochen werden.

Q o OTBDMS o
d/ 0 _w 6( (D) wo (V) /J o)
b N N v (;ﬁ
2 203 212 215 202
(V)l
o
VI o
P /> <7(}/7I7II7)” = } ‘(vu) } <() =
HO o)
1222 221 220 3
X
\
° ® o o o _ o o om _ o o
,,,,,,,,,,,,,,,,,, o
HO > )J\O )I\O N OTMS )\\o o .
204 223
i 205 224
o x|
' ;
o o o
o P
) Z D) 7Y o 8
SO UM e S WO
e 2 = s T
(xvm)\\\ //,,'(’le)
3 J
9 o
o
AcO o

PR-Toxin 1

Schema 35: Eingliederung der Mukaiyama-Michael-Reaktion in die geplante Totalsynthese
von PR Toxin (1) dem ersten Syntheseplan. Die Synthesen mit den durchgehenden Pfeilen
waren erfolgreich, wohingegen die Synthesen mit den gestrichelten Pfeilen geplant waren.
Reaktionsbedingungen:

1) Me>CuLi 100 %; 1) TBDMS-CI, NEt3, Nal; ITT) Methylvinylketon (168), MeOH, Bfs; IV) MeONa/MeOH 21 % iiber drei Stufen; Va)
03; b)Cu(BFy),, Fe(BF4),; V1) Ethane-1,2-diol, pTsOH; VII) CrO3, Pyridin; VIII) NaBHy; IX) CH3COOH; X) Ac,O, Pyridin, DMAP;
Xla) LDA, ZnCl,, C60,SiH14; b) Tf,0, NEt3; ¢)iProNEt; XIla) Tetrabutylammoniumfluorid; b) mCPBA; XIII) S,S-Diethyltartrat, Ti(OiPr)a4,
1-BuOOH; XIV) IBX; XVa) LDA, ZnCl,, C30,Hg; b) Tf,0, NEt3; ¢)iPr,NEt; XVI) SeO»; XVII) Ac,0, Pyridin, DMAP; XVIII) mCPBA.
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5.3.2.3 Saurekatalysierte Robinson-Anellierung

Eine sdurekatalysierte Reaktion entsprechend der Vorschrift von der Gruppe HEATHCOCK et al.,
produzierte in einer Stufe von Keton 230 zu Enon 231 das Produkt mit 50 % Ausbeute.!'”
Dabei entsteht ein racemisches Produkt (Schema 36)).

7(?\[ 1 Stufe m
O O

230 231

Schema 36: Transformation des Ketons 230 zu dem Bizyklus 231 mit H,SO, und Methylvinyl-
keton (168) nach den Bedingungen von Heatacock ™! et al.

Schwefelsdure konnte zwar den Bizyklus 202 aus dem Keton 203 darstellen, eine vollstindige
Reinigung gelang dabei jedoch nicht. Dies lag an den sehr dhnlichen R¢-Werten, die die bei dieser
Reaktion entstehenden Nebenprodukte auch bei verschiedenen chromatographischen Eluenten-
gemischen haben. Ein Beispielchromatogram ist in der Abbildung |/|dargestellt. Variationen
zu anderen Sduren wie Pyridinium-para-Toluolsulfonat fiihrte nicht zu besseren Ergebnissen.
Verglichen mit den Mukaiyama-Michael-Reaktionen verkiirzte sich die Praparationszeit. Da es
trotz vieler Versuche nicht gelang, die Produkte von den Nebenprodukten zu reinigen, wurde
anstelle der sdure- eine basenkatalysierte Reaktion untersucht. Dies ist im folgenden Abschnitt

genauer dargestellt.
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(A) g Q@r
\

202
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(B)

15.0 16.0 17.0 18.0 19.0 20.0 21.0 22.0 23.0 Zeit [min]

Abbildung 7: Totalionenchromatogramm nach der Reaktion von 203 mit H,SO,4 und Methyvi-
nylketon 168 (B) im Vergleich zu dem sauberen Produkt 202 (A).

5.3.2.4 Basenkatalysierte Robinson-Anellierung

Wie auch bei der aminkatalysierten Robinson-Anellierung wurde erneut mit Enon 210 und Keton
203 gearbeitet. Das Enon 210 kann mit Lithiumdiisopropylamid (LDA) deprotoniert werden und
dieses Enol kann mit einem Elektrophil reagieren.!'3%8% Wie auch bei der aminkatalysierten
Robinson-Anellierung, konnte das gewiinschte Produkt aus @hnlichen Griinden nicht isoliert

werden.

Demgegeniiber konnte bei Keton 203 eine Deprotonierung mittels Kaliumethanolat den Bizyklus
229 liefern (Abbildung [§). Hier waren zwar die isolierten Ausbeuten mit 18 % fiir den Bizyklus
229 und 17 % fiir das Diketon 215 nicht sehr hoch, da aber bis zu 50 % von Keton 203 reisoliert
werden konnten, erhoht sich die Gesamtausbeute der beiden Produkte Bizyklus 229 und Diketon
215 auf Grundlage der Reisolation, auf 75 %.

Eine Variation der Reaktiontemperatur (—20 °C und —80 °C) sowie des Losungsmittels (Et,O
und THF) konnten die Ausbeute nicht erhéhen. Um das gewiinschte thermodynamische Enolat

zu produzieren, erfolgte die Deprotonierung unter optimalen Bedingungen bei Raumtemperatur
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PR-Toxin

Schema 37: Eingliederung der basenkatalysierten Robinson-Anellierung in die geplante Total-
synthese von PR Toxin (1). Die Synthesen mit den durchgehenden Pfeilen waren erfolgreich,
wohingegen die Synthesen mit den gestrichelten Pfeilen geplant waren. Reaktionsbedingungen:
1) Me>CuLi 100 %; I) KOH, 168, Et,0, EtOH, Diketon 215 17 % und Bizyklus 229 18 %; III) KOH, EtOH, 87 % bis 92 %; IVa) O3, ~20 °C;
b) Cu(OAc), - H,O, FeSOy4 - 7H»0, 54 %; V) die verschiedenen getesteten Oxidationsbedingungen werden im Kapitel 5.3.9 besprochen; VI)
Ac20, Pyridin, DMAP; VIIa) LDA, ZnCly, Cs02Hj; b) Tf,0, NEt3; VIIT) mCPBA; IX) Pd(PPhs )4, K2COs; X)IBX.

) OH
;2E9

0 0 0
/ AR Tizﬂl;* \
U.L-" : s L . s ,J :
15.0 16.0 17.0 18.0 19.0 20.0 21.0 22.0 Zeit[min]

Abbildung 8: Totalionenchromatogramm nach der Reaktion von 203 mit Kaliumhydroxid
und Methyvinylketon 168. Die wichtigsten Produkte sind das Startmaterial bei 15 min und die
beiden Produkte: Diketon 215 und Bizyklus 229.

(RT). Das nachtrigliche Kiihlen fiihrt zur Moglichkeit einer stereoselektiven Reaktion mit
Methylvinylketon (168). Eine Mischung aus Et,O zu EtOH (15:1), wie es auch von der Gruppe
Huanc!™®) et al. untersucht worden war, erwies sich als das Optimum des Losungsmittelgemi-

sches. Variationen daran verringerten die Ausbeuten.

Als Alternative wurden davon ausgehend verschiedene andere Basen wie Lithiumhydroxid,
Kaliumhydrid, Calciumhydroxid und Cisiumcarbonat getestet (Tabelle [5). Obwohl die De-
protonierung mittels Kaliumhydroxid erfolgreich war und es sich bei Kaliumhydroxid bezie-

hungsweise Lithiumhydroxid um Alkalihydroxide handeln, konnte bei Lithiumhydroxid keine
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Produktbildung beobachtet werden. Dies deutet auf die Wichtigkeit des Gegenions bei der

basenkatalysierten Robinson-Anellierung hin.

Analog zu dem Mechanismus der Mukaiyama-Aldol-Reaktion, bei dem es zu einer Koordination
zwischen dem Metall und den beiden Ketonen kommt, konnen die Kaliumionen durch ihre
Fahigkeit oktaedrische Komplexe zu bilden, diese Reaktion unterstiitzen. Aus diesem Grund
wurde bei der Wiederholung der Reaktion mit Lithiumhydroxid, Dimethylpropylenharnstoff
zugegeben, um das Lithiumion zu komplexieren und damit die Reaktion mit Methylvinylketon
(168) zu erleichtern. Auch dies zeigte keinen Einfluss bei der Produktbildung.

Tabelle S: Untersuchung des Einfluss verschiedener Basen auf die Ausbeute der basenkataly-
sierten Robinson-Anellierung mit Methylvinylketon (168). Die Ausbeute bezieht sich auf den
Bizyklus 229.

Substrat | Bedingungen Temperatur | Ausbeute
1 KOH, 168, Et,0, EtOH 0°C 18 %
2 LiOH, 168, Et,O, EtOH
z 203 KH, BEt;, 168, Et,O RT
4 Ca(OH),, 168, Et,0, H,O | 50°C Keine Produktbildung
5 CsCOs3, 168, THF RT
6 CsCOs, 168, DMPU, THF

Die Einfiihrung eines Borenolats war auch nicht erfolgreich und auch groere Metallionen,
wie Calcium und Cisium lieferten nicht das gewiinschte Produkt. Weiterhin hat auch eine
Erhohung der dquivalenten Mengen von KOH (0.4 eq) und Methylvinylketon (168) (0.6 eq)
keinen Einfluss auf die Ausbeute. Somit liegt der Schluss nahe, dass es sich bei der Reaktion

um eine Gleichgewichtsreaktion handelt, die durch einen Kaliumkomplex unterstiitzt wird.

Diese Hypothese wird durch die rdumliche Anordnung von dem Bizyklus 229 und einem

isolierten Nebenprodukt 232 (Schema @), welches mit 1 % Ausbeute erzielt wurde, unterstiitzt.

N~

) P _o b /j oH o
SoFssReee;
229 232 233

Schema 38: Isolierte Produkte bei der basenkatalysierten Robinson-Anellierung: Bizyklus
229, Nebenprodukt 232 und das analog zu dem Bizyklus 229 von der Gruppe Nan!® ¢z al.
publizierte Produkt 233.

In der kristallogaphischen Analyse von Bizyklus 229, ist die Alkoholgruppe im Bizyklus S-

konfiguriert und zeigt somit in die gleiche Richtung wie das Proton im Nebenprodukt 232.
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Andere Nebenprodukte waren verglichen zu der sdurekatalysierte Robinson-Anellierung nur in
sehr geringen Mengen vorhanden. Somit ist die basenkatalysierte Reaktion, bedingt durch den
Einfluss von koordinativen Ionen, stereoselektiver als die sdurekatalysierte Reaktion. Zudem be-
statigen sich wie bei der Mukaiyama-Michael-Reaktion, die Beobachtung von metalassistierten

Bedingungen.

Abbildung 9: Kristallographische Untersuchung von Bizyklus 229. Hierbei zeigen die beiden
Methylgruppe und der tertidre Alkol in die gleiche Richtung. Kristallographische Parameter
sind in den Tabellen @ bis E] im Anhang genannt.

Um das Diketon 215 und Bizyklus 229 in das Enon 202 zu iiberfiihren, wurden diese zu einer

basischen Ethanolatlosung bei 70 °C zugeben. Dabei wurden Ausbeuten um 87 Y% erzielt.

Somit konnte das Produkt 202 mit guten Ausbeuten und ausgehend von (§)-Carvon (2) dargestellt
werden. Nur die 54 % Ausbeute der Ozonolyse, die Robinson-Anellierung mit 18 % fiir den
Bizyklus 229 und 17 9% fiir das Diketon 215 waren nicht zufriedenstellend und konnten nicht

optimiert werden. Auf die Ozonolyse soll im nachfolgenden Abschnitt eingegangen werden.

5.3.3 Ozonolyse der Isopropenylgruppe

Wie auch in den bisherigen Abschnitten schon erwéhnt, wurde Keton 202 mittels Ozonolyse
zu dem Enon 210 umgesetzt. Diese in der Literatur bekannte Reaktion ist wie die Robinson-

Anellierung eine sequentiellielle Reaktion.

JANSEN!"8! ¢t gl und VERSTEGEN-HAAKSMA!!'88! beschrieben Transformationen zu vergleichba-
ren Bizyklen (Schema [39)). In der ersten Publikation wurde die Reaktion mithilfe von GC-MS
verfolgt und die Zugabe von Ozon gestoppt, als sich eine leicht blaue Losung gebildet hatte.
Weiterhin wurde Cu(OAc), - H,O und FeSO, - 7 H,O nach der Ozonolyse verwendet. Deren
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Ausbeute war 67 %. In der zweiten Publikation wurde anstelle der Metallsalze Ac,O, NEt; und

DMAP zugeben und eine Ausbeute von 77 % erzielt.

A - . B
oo iee m o
P PP y o
" o " T35 26 1 237
ji D E
238 3 4

Schema 39: JanseN!"®/ ¢7 al. konnte Keton 234 zu Dienon 235 iiberfiihren. VERSTEGEN-
Haaksma’®® transformierte Keton 236 zu Dienon 237. HumBer!"®? ef al. beschrieb das
Epoxid 238. Die Bedingungen waren:

1) O3, Cu(OAC): - H>0, FeSoy - 7Hs0, 67 %; Tla) O3, MeOH, Ac>O, Ac20, NEt3, DMAP; IIb) NaOCH3, 73 %.

Die ersten eigenen Synthesen die sich an den Publikationen orientierten, lieferten das in Abbil-
dung[10|gezeigte GC/MS-Chromatogram. Anstelle des gewiinschten Dienons 3 entstand Epoxid
4 mit 17 % Ausbeute (Schema [39). Die Entstehung des Epoxid 4, lésst sich durch die intramo-
lekulare Epoxidierung von Peroxid 239 erklédren, das im unten stehenden, selbstpostulierten

Mechanismus (Schema[@2)) vorhanden ist.

Die von VERSTEGEN-HaAksMa %8l beschriebene Farbinderung, konnte nicht beobachtet werden.
Im weiteren Verlauf stellte sich zudem heraus, dass die von ihnen vorgeschlagene Sythesevor-
schrift zwar bei den Ketonen 215 und 203 zu den Produkten 240 und 210, jedoch nicht mit
Bizyklus 202 funktionierte (Schema [40)).

A o o o o B o o c
o, o . 0
GO T

215 203 210

Schema 40: Entfernung der Isopropylengruppe mittels Ozon. Die Bedingungen waren:
1) 03, MeOH, Cu(OAc); - H20, FeSos - 7H, 0, 30 %; ITa) O3, MeOH, ITb) Ac,0, NEt3, DMAP, 55 %.

Ein dhnliches Substrat (238), verglichen zum Epoxid 4, wurde durch eine Ozonolyse schon 1968
von HUMBER et al. beschrieben (Schema .“89] Diese Epoxidierung der Doppelbindungen
wurde weder in den Publikationen von JANSEN"8/) ¢7 al., noch VERSTEGEN-HAaAKsMA®8) oder
Bray!™ ¢r al. beschrieben. Bis auf die Publikation von JANSENI3) ¢ al., befindet sich in der

ortho-Position eine Methylgruppe, die sterisch die Doppelbindung schiitzt.

Um die Bildung des Nebenprodukts 4 zu umgehen, wurden verschiedene Bedingungen getestet,

unter denen das Epoxid (241), das Michaelsystem vor der Ozonolyse schiitzt und anschliefend
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Abbildung 10: Erste Totalionenchromatogramme nach der Ozonolyse von 202. Das Hauptpro-
dukt ist das Epoxid 4.

mit Zirconiumchlorid und Natriumiodid (3) entfernt werden kann.!™! Trotz mehrerer Expe-
rimente mit Wasserstoffperoxid und verschiedenen Basen konnte keine Epoxidierung erzielt
werden (Schema [4T)).

(0] (0)

) o ) o o o

g q:f 0.7 (Flt\/f(n), @0!0, (Pli:f
202 241 242 3

Schema 41: Durch die Einfiihrung eines Epoxids (241) als Schutzgruppe, sollte die Ozonolyse
das Produkt Produkt 242 liefern. Nach Entfernuung des Epoxids soll das gewiinschte Produkt 3
erhalten werden.

Bei der Losung dieser Herausforderung half die 2016 erschiene Publikation der Gruppe Huana
et al., welche eine skalierbare Moglichkeit der Ozonolyse von Bizyklen beschreibt.”2! Bei der
Verwendung von Cu(OAc), - H,O und FeSo, - 7 H,O beobachteten sie starke Schwankungen
bei der Ausbeute. Bei groBeren Maf3stiben sank sie sogar dramatisch. Deren Meinung zufolge
lag dies an der Heterogenitét der Salze in der organischen Reaktionslosung. Als Alternative

wurde Cu(BF,), und Fe(BF,), als 45 % wissrige Losung vorgeschlagen.

Durch den Einsatz der Salze Cu(BF,), und Fe(BF,), und den Reaktionsbedinungen von Huang!'*2!

et al., konnten ihre Ausbeuten im Bereich von 60 % mit 54 % nachempfunden werden. Diese
Reaktion ist weiterhin sehr empfindlich, da unter anderem die Ausbeuten durch Wasserspuren
bei der Reaktion mit Ozon stark sinken konnen. Weiterhin ist die Art der Zugabe der Eisen-
und Kupfersalze sehr wichtig. Am besten sollte hierbei die Zugabe von Kupfersalz, vor dem

Eisensalz und in einem Zeitraum von fiinf Minuten, erfolgen.

Als letzten Punkt zu den experimentellen Beobachtungen soll bemerkt werden, dass auch
bei Ozonolysen von zwei Stunden keine Produkte isoliert wurden, bei denen die zyklischen

Doppelbindung von Keton 202 gespalten wurde.
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Der Mechanismus dieser Reaktion konnte anhand von Publikationen in denen Modelsubstrate
verwendet wurden, hier postuliert werden (Schema[42). Dazu soll zunichst allgemein auf die
einzelnen Stufen eingegangen werden, bevor die zu Grunde liegende Literatur beschrieben
wird.!'>3l Ozon greift die elektronenreichere Doppelbindung an und bildet das sogenannte
Primérozonid. Dieses zerféllt in eine Carbonylverbindung 244 und in ein Carbonyloxid 239. In
dem von CriEGEE!®Y, GELETNEK Y und BERGER!!®?! unter anderem mittels Isotopenmarkierungen
im NMR untersuchten Mechanismus, wiirde sich diese reaktive Spezies zum Sekundirozonid

wieder zusammenfiigen. Da aber in protischen Losungsmitteln!2%1°7)

gearbeitet wird, findet
eine Stabilisierung durch Protonierung und Angrift der Alkoholgruppe an die Carbonylgruppe

zum Acetal 245 statt.

Nun kann mithilfe von Fe?* die Sauerstoff-Sauerstoff Bindung homolytisch gespalten und das
Radikal durch einen 1,6-H-Atom Transfer allylisch stabilisiert werden.!"*8! Mithilfe von Cu?*
erfolgt eine oxidative Addition!**2%) an dieses Kohlenstoffatom. Nach reduktiver Eliminierung
wird die Doppelbindung im Molekiil 3 und der Methylester 249 erhalten.

Eine alternative Route verwendet anstelle der Kupfer und Eisensalze Essigsdureanhydrid, 4-
(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) und NEt;/22! oder analoge Reagenzien wie (CF3CO),0 mit
K,CO;.2%5

) ©70¢ J MeOH HO-O
., 0 o, Ok, 0 @ ., o J o
o~ PO oy
]
202 243 a4 239 245
+ Fe?* O.J,,, o Ho’m, < o cu HO. cul™ o
MeG MeG | L, 9 o -cut
- Fed* MeO (. A\
07 “oMe
246 247 248 249 3

Schema 42: Mechanistischer Vorschlag zur Ozonolyse von Bizyklus 202 zu dem Dienon 3.
Nach der Addition von Ozon an die Doppelbindung zerfillt dieses und wird durch ein protisches
Losungsmittel stabilisert. Eisen kann das Peroxid in ein Radikal umwandeln. Das auf das
Grundgeriist gewanderte Radikal kann nach Kupferaddition stabilisiert werden. Schlie8lich
erfolgt die Eliminierung zu dem Dienon 3.

Dieser Mechanismus basiert unter anderem auf einer Publikation von CExkovio!2% et al. (Sche-
ma[43). Ausgehend vom Peroxid 250 wird nach der Zugabe von Eisensalzen, die Sauerstoft-
Sauerstoff Bindung homolytisch gespalten. Dieses Radikal wird danach umgelagert. Dabei
wird als Ubergangszustand ein Sechsring gebildet, welches bereits 1964 von HEusLER!®®!
et al. beschrieben wurde.”!l Durch eine oxidative Addition von Kupfer wird aus dem Radikal

Alkohol 253. Dieser wird ebenfalls durch die Alkoholgruppe als Sechsring stabilisiert. Nun
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konnen beide ortho-stindigen Protonen zum terminalen Alken 254 und internen Alken 255

eliminiert werden.

Der Mechanismus wurde durch die Substrate 256 und 258 weiter untermauert. So wurde
beim Peroxid 256 ein Fiinfring (257) gebildet, welcher nur durch ein primires Radikal als
Zwischenstufe erklirt werden kann. Durch die interne Doppelbindung am Peroxid 258 wird

deutlich, dass der stabilisierende Sechsring fundamental bedeutsam fiir die Reaktion ist.

Mithilfe von Isotopenmarkierung wurde der Mechanismus schlieBlich weitergehend untersucht.
Das interne Alken 262 wurde als Nebenbestandteil isoliert. Bei den terminalen Alkenen 261
und 263 wurde mithilfe des kinetischen Isotopeneftekts bewiesen, dass die Eliminierung eine

konzertierte E, Reaktion ist und kein Carbanion dabei gebildet wird.
A

culm
P . o
250 251 252 253 ) 254 255
B o c
| |
>J\/\O,OH 0 ’%/\) >I\/\/\O'OH 0 >IWOH

256 257 258 259

b CJ\/\/O\OH U Dacél\/\/OH DSCJ\/\/OH D3CJL/\/OH
261 262 263

3
260

D

Schema 43: Mithilfe der Peroxide 250, 256, 258 und 260 konnte die Gruppe Cexoviot2%! et al.
wichtige Aussagen iiber die Reaktionen von Peroxiden mit Eisen und Kupfersalzen treffen.

Wie bereits oben erwihnt, gibt es auch die Moglichkeit der metallfreien Ozonolyse. Dies
wurde an dem Diketon 215 mit 55 % Ausbeute erfolgreich durchgefiihrt (Schema [40). Der

Mechanismus dazu wurde von ScHREIBER!Z!

et al. postuliert. Das dabei gebildete Peroxid,
welches auch in dem Mechanismus in dieser Arbeit vorkommt (Schema[d2)), wird als Acetat
270 abgefangen. Nach Umlagerung der Sauerstoffbindung zum Ether 271, folgt die Bildung des
Acetats 272. Die Zwischenstufe Ether 271, kann die in der Totalsynthese von (-)-Clavukerin
A gebildeten Produkte 266 und 267 erklidren (Schema[44). Die beiden Produkte 266 und 267

konnen innerhalb von einer Stufe in ein Dienon tiberfithrt werden.
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Schema 44: Eine Alternative Moglichkeit zur Entfernung der Isopropenylgruppe mittels Ozo-
nolyse wurde von BLay™ et al. vorgeschlagen (A) . Der dazu zugrunde liegende Mechanismus
(B) wurde von ScHREIBERY! ¢f al. postuliert. Die Reaktionsbedingungen:

1) O3, MeOH, Ac;0, NEt3, DMAP: II) O3, MeOH, Ac,0

5.3.4 Einfiihrung von Epoxiden und exozyklischen Doppelbindungen

Die Gruppe Wul2™ ¢r al. fand 2013 vier Chloreremofortine in der antarktischen Tiefsee,
welche vom Pilz Penicillium sp. PRI9N-1 produziert werden. Deren Biosynthesevorschlagi2%
wurde in der Reihenfolge gedndert um unnotige Oxidationsschritte zu vermeiden (Schema#45).
Die Umwandlung von Aristolochen (19) zu den verschiedenen chlorierten Eremofortinen gibt

moglicherweise wichtige Hinweise auf die Biosynthese von PR Toxin (1) (Schema 21J).

Der chlorierte Naturstoff 276 konnte ausgehend von dem im vorherigen Abschnitt dargestellten
Dienon 3 innerhalb von vier Stufen synthetisiert werden (Schema[#6). Hierzu wurde das in der
Literatur beschriebene Zinkenolat!!) gebildet (Schema , welches mit Aceton zu Verbindung
10 mit 67 % Ausbeute umgesetzt werden konnte. Die Eliminierung des Alkohols mit CeCl;
und Natriumiodid, lieferte das Trien 5 und war mit 82 % Ausbeute zufriedenstellend. Eine
Epoxidierung mittels m-CPBA lieferte, wie es auch in der Literatur beschrieben wurde,2%>2%!
das Epoxid an der exozyklischen Doppelbindung (283) mit 32 %. Demgegeniiber gelang es
mithilfe einer Shi-Epoxidierung!?’’l, das gewiinschte Epoxid 275 mit 11 % darzustellen. Eine
selektive Offnung?®®l des Epoxids mit Essigsiure und Lithiumchlorid lieferte zwar den chlo-
rierten Alkohol 284, die dazugehdrigen NMR Daten stimmten jedoch nicht mit denen in der
Literatur iiberein, da das Chloratom in die entgegengestzte Richtung zeigt (Schema [46)). Das

dazugehorige Massenspektrum ist in der Abbildung [11] dargestellt.

Um die lineare Synthese abzukiirzen, wurde iiber eine Oxidation von Aceton vor dem Einbau

der exozyklischen Gruppe nachgedacht (Schema 7).

Das Zinkenolat 285, welches schon bei dem Einbau von Aceton verwendet wurde, sollte wie
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(0]

HO

Schema 45: In dieser Arbeit postulierte Biosynthese der von Wul2® ez al. isolierten chlorierten
Eremofortine (276, 279, 281 und 282). Die einzelnen Stufen sind:

I) Hydroxylierung; II) Isomerisierung und Oxidation; III) Dehydratisierung; IV) Epoxidation; V) HCI; VI) Hydroxylierung und Epoxidation;
VII) Oxidation und Acetylierung; VIII) Deacetylierung und Oxidation; IX) Gleichgewichtsreaktion; X) HCI, Methylierung; XI) HCI; XII)

Dehydratisierung und Deacetylsierung; XIII) Degradation, Acetylierung und Oxidation.

Cl
(@)
°_0 ° m_ °© _m_ °  _m e °
N N X
Fon

3 10 5 275 284

Schema 46: Versuch der Darstellung des chlorierten Naturstofts 276 Die einzelnen Stufen sind:
I) LDA, ZnCl,, 67 % II) CeCl3, Nal, 82 % III) C1sH37NO4S, MeCN, C3HgO,, C30Hg, K2CO3, Oxone®, Na,EDTA, 11 %; IV) AcOH, LiCl,
32 %; V) m-CPBA, 32 %.

in Schema @7 ersichtlich, als Koordinationshilfe genutzt werden. Durch die Oxophilie des
Zinks und dessen quadratisch planare Struktur, konnen nach Addition zu Intermediat 286, ein
stabilisierender Fiinf- und Sechsring vorgeschlagen werden. Diese Komplexierung soll auch den
moglichen Angrift verhindern, bei welchem die Sauerstofffunktionalitit des Allyloxyacetons
289 in die entgegengesetzte Richtung zeigt. Nach stereoselektiver Eliminierung, soll somit das

gewiinschte Produkt 288 dargestellt werden.

Da Hydroxyaceton (181) sehr schnell unter basischen Bedingungen polymerisiert, konnte

auch bei einem Uberschuss von zehn Aquivalenten, nur eine Gelbildung beobachtet werden.
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Abbildung 11: GCMS-Spektrum der chlorierten Verbindung 284. Das fiir Chlor charakteristi-
sche Isotopenmuster ist beim Molekiilionenpeak gut sichtbar.
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Schema 47: Komplexierung von Zinkenolat und Hydroxyaceton. Durch die Koordination soll
eine Regioselektivitit bei diesem Kopplungsschritt gewéhrleistet werden (A). Darstellung von
Allylaceton 289 (B) mit den folgenden Bedingungen:

1)Ag,0, CaSOy, Allylbromid, 24 %; II) CCI3CN, NaH, —50 °C, 85 %; III) 181, Trifluoromethansulfonséure; IV) Na, Allylalkohol, 94 %; V)
IBX, 16 % (Die Synthesen mit den durchgehenden Pfeilen waren erfolgreich, wohingegen die Synthesen mit den gestrichelten Pfeilen nicht

erfolgreich waren.)

Dies sollte eine Schutzgruppe am Sauerstoffatom von Hydroxyaceton (181) verhindern. Diese
Schutzgruppen miissen einerseits, wie auch in dem zweiten Syntheseplan, orthogonal zu anderen
Schutzgruppen (beispielsweise Methoxymethylschutzgruppe in dem zweiten Syntheseplan) sein.
Anderseits diirfen sie sterisch auch nicht zu anspruchsvoll sein, um die gewiinschte Koordination
zum Zinkatom zu gewdhrleisten. Aus diesem Grund wurde die mild abspaltbare und kleine

Allylschutzgruppe ausgewihlt.

Die Synthese dieses Acetonallyls 289 wurde auf drei verschiedene Arten versucht (Schema 7).
Die einstufige Synthese von Hydroxyaceton 181, mit Allylbromid, Silberoxid2%! und Calcium-
sulfat, lieferte das gewlinschte Produkt 289 mit 24 % Ausbeute. Ausgehend von Allylalkohol
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(290), konnte die Darstellung mit Trichloroacetonitril®!% zu Allyltrichloroacetimidat (291) zwar
mit 85 % erzielt werden, die Reaktion von Allyltrichloroacetimidat (291) mit Hydroxyaceton

(181) und Trifluormethansulfonsdure, war jedoch nicht erfolgreich.

SchlieBlich wurde die zweistufige Synthese zum Allylaceton 289 untersucht. Dabei erzielte
die Koppelung von Allylalkohol (290) und Propanoxid?!! (292), mit 94 % eine sehr gute
Ausbeute. Die anschlieBende Oxidation durch 2-lodoxybenzoeséure, brachte jedoch nur eine
sehr geringe Ausbeute von 16 %. Dies ldsst sich mit der sehr groBen Fliichtigkeit von Allylaceton
289 erkliren.

3 294 295 296

Schema 48: Reaktion des Dienons 3 mit Brenztraubensduremethylester. Nach Eliminierung
der Alkoholgruppe, sollte der Ester selektiv reduziert werden. Die Bedingungen waren:
I) LIHMDS, Methylpyruvat, ZnCl,, 81 %; II) CeClz, Nal; IIT) LiAlHy4. (Die Synthesen mit den durchgehenden Pfeilen waren erfolgreich,

wohingegen die Synthesen mit den gestrichelten Pfeilen nicht erfolgreich waren.)

Der letzte geteste Baustein war Brenztraubensiuremethylester.[2!2213] Der Einbau gelang zwar
mit 81 % Ausbeute (Schema[48)), die Eliminierung mittels CeCl; war allerdings nicht erfolgreich.

Als Folgeschritt miisste der Ester 295 in Anwesenheit der Ketogruppe selektiv reduziert werden.

5.3.5 Oxidation an «, 3, y, 0-ungesatigten, bizyklischen Systemen

Nun sollte eine Schiitzung der Ketogruppe erfolgen. Mehrere Versuche eine Acetalschutzgruppe
einzubauen, schlugen fehl. Als Alternative wurde deswegen iiber eine e-Oxidation zum Alkohol
297, in der Anwesenheit der Ketogruppe, nachgedacht. Eine Oxidation zur Ketogruppe statt
zum Alkohol, wiirde ein Produkt mit zwei Ketogruppen bilden. Diese konnten beide mit
gleicher Wahrscheinlichkeit reduziert werden. Da dies die Ausbeute statistisch gesehen stark
senken konnte, wurde eine zweistufige Redoxreaktion, bestehend aus allylischer Oxidation und

Reduktion, verworfen.

In der Literatur gibt es wenige Oxidationen eines «a, 3, v, 0-ungesitigten Systems. Eine Moglich-
keit wurde von Garcial2!¥ ef al. 2013 verdffentlicht. Dabei handelt es sich jedoch nicht um ein
bizyklisches System. Darauf aufbauend, wurde eine Oxidation mit dem auch in dem zweiten
Syntheseplan verwendeten CuAlOx-Katalysator?!*l am Dienon 3 getestet. Dabei entstand ein

Produktgemisch, welches mittels Normalphasenchromatographie nicht trennbar war.
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Schema 49: Das Dienon 3 (A) und das durch die Ozonolye dargestellte Keton 210 (C), wurden
mit verschiedenen Oxidationsbedingungen, die im Text genauer beschrieben sind, getestet.
Weiterhin wurde Dienon 3 mit SeO, und Ac,0 in das Triene 298 {iberfiihrt. Die allylische
Oxidation von Keton 210 mit Pb(OAc), lieferte das Keton 299. (Die Synthesen mit den durch-
gehenden Pfeilen waren erfolgreich, wohingegen die Synthesen mit den gestrichelten Pfeilen
nicht erfolgreich waren.)

Aus diesem Grund wurden Methoden ausgewdhlt, welche allylische Doppelbindungen als

Grundlage fiir eine Oxidation zu einem Alkohol nehmen.

ScuAFERE! ef al. publizierten, dass mithilfe von SeO, und Ac,O eine Acetylierung von einem
allylischen Kohlenstoff moglich wire. Hierbei kann SeO,H™* das Terpen 300 zu dem allylischen
Acetat 305 umwandeln (Schema [50). SeO,H* ist das Produkt der Reaktion von SeO, mit dem
protischen Losungsmittel. 2151 Dabei bindet die Doppelbindung an SeO,H* und wird umgelagert.
Durch die Eliminierung von SeO wird die Doppelbindung zuriick an ihre urspriingliche Stelle
transferiert. Der dabei entstehende Alkohol 304 kann durch Essigsdureanhydrid abgefangen
werden. Dies verhindert eine weitere Koordination von SeO,H™ und damit eine Oxidation zu
einem Keton (Schema [50).

Diese Reaktionssequenz wurde an Substrat 3 nicht beobachtet. Nach mehreren Versuchen
konnte nur der Bizyklus 298 mit 53 % Ausbeute isoliert werden (Schema49). Dieses Produkt
lsst sich mit dem zweiten publizierten Riley Mechanismus erklaren2!9218 (Schema [50). Hier
koordiniert die selenige Sdure (H,SeO3) an das Enol 306. H,SeO; entsteht aus der Reaktion von
SeO, und Wasser.2®! Nach Umlagerung zum Selenester 308 kann SeO eliminiert werden. Nach
Einbau der Acetatgruppe kann die hierbei eingefiihrte Funktionalitit bei hohen Temperaturen

abgespalten werden und damit die beobachtete Doppelbindung 311 bilden.

Die Einfiihrung einer weiteren Doppelbindung an dieser Stelle wurde in der Literatur meist

[220]

mit Reagenzien wie 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon'==* etabliert. Somit kann diesen

Reagenzien eine weitere Moglichkeit hinzugefiigt werden.

Eine Alternative zu SeO,, wire ein allylischer Einbau einer Acetatgruppe mit Pb(OAc), in
Toluol bei 140 °C.[2222231 Anhand des Modellsubstrats konnten nur die ortho-aciden Stellen mit

einer Acetatgruppe (299) und einer Ausbeute von 6 % versehen werden (Schema 49).
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Schema 50: Mechanistische Darstellung der Riley Oxidation.[216-218:221]

Radikalische Reaktionen, wie N-Bromsuccinimid und Dibenzoylperoxid in CC1422* oder CuCl
und -BuOOH in Toluol/Essigsdure!?22l, lieferten ein mit Normalphasenchromatographie nicht
trennbares Gemisch an Produkten. Dies ldsst sich damit erkldren, dass nach der Abstraktion
eines Radikals, dieses Radikal im Molekiil durch eine Umlagerung der Doppelbindung zweifach

allylisch stabilisiert ist und dann weitere Reaktionen initieren kann. 220

Da die parallel laufenden Bemiihungen der Oxidation der e-Position nicht erfolgreich waren,
wurde liber die Reihenfolge der Synthesestufen nachgedacht. Weiterhin kann die Alkoholfunk-
tionalitét nicht im Dienon 3 und somit auch nicht spiter in der Totalsynthese eingebaut werden.
Aus diesem Grund ist ein Einbau zu einem friiheren Zeitpunkt notwendig. Auf die Losung dazu

soll in dem zweiten Syntheseplan genauer eingegangen werden.

5.3.6 Zusammenfassung des ersten Syntheseplans

Ausgehend von (§)-Carvon (2), konnte quantitativ an der 8-Position mit dem Gilman-Cuprat
methyliert werden. Danach wurden vier verschiedene Arten der Robinson-Anellierung getes-
tet. Mithilfe der zuerst angefangenen aminkatalysierten Robinson-Anellierung, konnten keine
Produkte erzielt werden. Danach wurde auf die Mukaiyama-Michael-Reaktion libergegan-
gen, welche mit dem Keton 203 erfolgreich war. Allerdings fiihrte dieser Ansatz bei dem
ozonolysierten Keton 210 nicht zu dem gewiinschten Produkt. Da das Diketon 215 bei der séu-
lenchromatographischen Reinigung weiterreagiert, waren die isolierten Ausbeuten von Diketon
215 mit 32 % gegeniiber der mittels GCMS ermittelten Ausbeuten von 58 % deutlich geringer.
Durch den Austausch von Trimethylsilyl- zum stabileren -Butyldimethylsilylether und einer
basischen Zyklisierung, konnten Ausbeuten von 21 % erzielt werden. Demgegeniiber konnte
mittels der sdurekatalysierten Robinson-Anellierung, die Praparationszeit deutlich verkiirzt wer-

den. Dabei entstanden, im Gegensatz zur Mukaiyama-Michael-Reaktion, viele nicht trennbare
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Diastereomere.

Um das zu umgehen, wurde eine basenkatalysierte Robinson-Anellierung untersucht. In einer
zweistufigen Synthese gelang es, das Diketon 215 mit 17 % isolierter Ausbeute und den Bizyklus
229 mit 18 % isolierter Ausbeute, zu erzielen. Optimierungsversuche mit anderen Basen, wie
beispielsweise Lithiumhydroxid, zeigten, dass das Gegenion und das Verhiltnis 1:15, von
protischem, zu koordinierendem Losungsmittel, fiir die Ausbeuten fundamental wichtig sind.
Andere Bedingungen fiihrten zu einer verringerten Ausbeute. Die basenkatalysierte Zyklisierung
von Diketon 215, beziehungsweise die Eliminierung des Alkohols von Bizyklus 229, gelang
mit 87 % Ausbeute.

Die darauffolgende Ozonolyse konnte, nach Variation der Kupfer und Eisensalze, mit 54 %
Ausbeute durchgefiihrt werden. Da kleine Verianderungen die Ausbeuten zum ungewiinschten
Epoxid 4 verschieben, sind Temperatur, Reaktionszeit und Konzentration sehr wichtig. Der
Einbau der Seitenkette in Bizyklus 3 gelang durch Aceton mit 67 % Ausbeute. Mit Brenztrau-

bensduremethylester war das Resultat eine 81 Yoige Ausbeute.

Die Eliminierung der Alkoholgruppe gelang nur im Falle der von Aceton derviatisierten Ver-
bindung 3 mit 82 %. Epoxidierung der exozyklischen Doppelbindung zum Epoxid 283 gelang
mittels m-CPBA mit 32 % Ausbeute. Demgegeniiber konnte mittels Shi-Epoxidierung, die
v,0-Doppelbindung mit 11 % Ausbeute zum Epoxid 275 gebildet werden.

Andere geteste Acetonderivate, wie Acetaldehyd, waren nicht erfolgreich. Auch alle anderen
getesteten Bedingungen fiir die gewiinschte e-Oxidation von Dienon 3 zu Alkohol 297 fiihrten

nicht zum Ziel.

Aus diesem Grund sollte die Oxidation an den Anfang der Totalsynthese gestellt werden. Dies

wurde in dem zweiten Syntheseplan genauer untersucht.
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5.4 Zweiter Syntheseplan

O,
X
o OO

| OPG

312 Oﬁ/o 1

Schema 51: Startpunkt 2, wichtige Intermediate 6 und 312 zu dem Zielmolekiil 1 in dem
totalsynthetischen Versuch des zweiten Syntheseplans.

b °

2

5.4.1 Oxidation von (S)-Carvon

PR Toxin (1) tréigt an der Position 3 eine Alkoholgruppe (Schema[27). Um diese in der Total-
synthese einzubauen, wurde im Schema [3/| nach Substraten gesucht, die den Einbau dieser

Funktionalitit erlauben.

Bis auf den Bizyklus 3 und (S)-Carvon (2) haben keine, der bisher dargestellten Zwischenstufen,

benachbarte, reaktive Kohlenstoffe, um selektiv an dem gewiinschten Kohlenstoft zu oxidieren.

Benachbarte Doppelbindungen im Enon 202, konnen wiederum, wie es auch in der Totalsyn-
these von Eremofortin B (Schema [22) ersichtlich ist, den benachbarten Kohlenstoff fiir eine
radikalische Reaktion aktivieren. Bei dieser Totalsynthese war der entsprechende Kohlenstoff

schon oxidiert und es fehlte der Einbau der Doppelbindung.

Somit wiirden allylische Oxidationen an dieser Position stattfinden. Weiterhin sind die sterischen
Einflussmoglichkeiten sehr begrenzt, um einen normalen sekundiren Kohlenstoffatom selektiv

anzusteuern.

Diese Uberlegungen treffen auf den Bizyklus 229, das Diketon 215 und das Monoketon 203 zu.
Somit bleibt am Ende nur das Startmaterial (S)-Carvon (2) iibrig (Schema [ST). Hierzu gibt es
eine neunstufige Synthese, ausgehend von (S)-Carvon (2) zu Alkohol 6.1227) Eine zweistufige
Synthese, in welcher (S)-Carvon (2) zu einem thermodynamischen Silylenolether umfunktiona-
lisiert und dann oxidiert wird, ist ebenfalls moglich.228! SchlieBlich gibt es eine Publikation,

die beschreibt, dass (S)-Carvon (2) innerhalb einer Stufe oxidiert werden kann.!2!4

Da die Ausbeute der literaturbeschriebenen Reaktionen bei der zweistufigen Synthese mit 60 %
hoher als die 42 % in der einstufigen Synthese angegeben war, wurde diese zuerst untersucht.

Hier werden MeMgBr und FeCl; zunéchst zu einem Super-Ate Komplex umgewandelt, an-
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schlieBend durch die Zugabe von (§)-Carvon (2) komplexiert und mit Chlortrimethylsilan zum
Silylenolether iiberfiihrt (Schema [52).

Der Super-Ate Komplex ist in der Literatur auch als Kharasch-Reagenz bekannt und wurde

kristallographisch mit Methyllithium anstelle von Methylmagnesiumbromid untersucht.22”!

Me H Me Me Q
e AL L AL e A
Me—Fe Me—Fe. Me—Fe . o ]
RMe H / y@ @,\ — /RM NEt; TMS-CI, _ Q
! ! —u Ny FN DMPU

Li@u -------- o L o L1 O Ius
M T Me
e Me 317
313 2 314 315 316

Schema 52: Der von FURSTNERZY et al. publizierte Komplex 313 wird aus einem Uberschuss
aus Methyllithium und FeCl; dargestellt. In dieser Arbeit wurde anstelle von Methyllithium
das MeMgBr verwendet. Krart und HoLton!23!) fassten die bisher bekannten Beobachtungen
zusammen. Der Super-Ate-Komplex, mit einem Fe//-Zentrum, fiinf Methyleinheiten und drei
Lithiumionen, komplexiert Enon 2. Die Reaktion soll anschlieBend radikalisch erfolgen. /2!
Daraus wurde der oben stehende Mechanismus in dieser Arbeit entwickelt. Die radikalische
Reaktion liefert die beiden Radikale 314 und 315. In der Verbindung 315 lagert sich das allylisch
stabilisierte Radikal an den Sauerstofff um. Nach Rekombination mit dem Eisenradikal 313,
kann das Enol mit NEt;, TMS-CI und DMPU zum Silylenolether 317 {iberfiihrt werden.

Der Gruppe CECCARELLI et al. gelang eine quantitative Transformation von (S)-Carvon (2) zu
dem Silylenolether 317 und eine Transformation mit (MeQO);CH zu einem Acetal mit 30-45 %
Ausbeute 232! Eine Reaktion des Grignardreagenz mit der Carbonylfunktion von (S)-Carvon (2)

wurde nicht beobachtet.

Auf Grundlage dieser Publikationen wurde der Silylenolether in der vorliegenden Arbeit darge-
stellt. Hierzu wurde der Silylenolether nach der Extraktion nur iliber einer kurzen Filtersidule
gereinigt. Danach fand die Oxidation mit Nitrosobenzol unmittelbar statt. Bei dem, wie auch in
der Literatur vorgeschriebenen Aufwirmen, verdanderte sich die Farbe der Reaktion ins Dunkel-
griine. Im Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen 54 %igen Ausbeute wurde nur 6 %

des gewiinschten Alkohols 6 isoliert.

Optimierungsversuche, wie vorheriges Trocknen von FeCls, aber auch unter Schutzgas geliefer-
tes FeCl; in 2-Methyltetrahydrofuran Losung, konnten die Ausbeute nicht erhthen. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch von der Gruppe HUBERT et al. gemacht, deren Ausbeuten zwischen

10 % und 29 % waren und die eine komplexe Produktmischung beobachtet haben. 23!

Als literaturbekannte Alternative, wurde die basische Luftoxidation mit einem heterogen Kata-

lysator durchgefiihrt.”!l Die Darstellung des Katalysator liefert ein schwarzes Pulver, welches
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wie in der Literatur beschrieben, drei Tage an der Luft stehen gelassen wurde. Der Anteil
des Sauerstoffs wurde dabei wie in der Literatur nicht bestimmt. Aus diesem Grund wird der
Katalysators auch lediglich mit CuAlOx bezeichnet.2!*) Bei mehrfachen Oxidationsversuchen
von (S)-Carvon (2) wurde beobachtet, dass langeres Stehen des Katalysators an Luftsauerstoff,

zu mehr unerwiinschten Oxidationsprodukten fiihrt.

Weiterhin wurde der Einfluss des Reinheitsgrades vom Losungsmittel und von Wasserspuren
genauer untersucht. Hierbei wurde festgestellt, dass die hochsten Ausbeuten unter trockenen
Bedingungen und mit hoher Reinheit erzielt werden konnten. Aus diesem Grund ist ein Tro-
ckenrohr gefiillt mit CaCl, empfehlenswert, da Luftsauerstoff fiir den Fortschritt der Reaktion

notig ist, Luftfeuchtigkeit jedoch geringere Ausbeuten verursacht.

Nach Optimierung gelang es den Alkohol 6 mit 55 % Ausbeute zu erzielen. Dabei hatte die neu
eingefiigte Alkoholgruppe sowohol R- als auch S-Konfiguration. Das Verhiltnis von gewiinschter

Stereochemie (R) zur ungewiinschten () war 80:20.

Die Gruppe Garcia-CaBEzA et al. postulierte einen Mechanismus dieser Oxidation, der im
Schema [53]ersichtlich ist. Hierbei erfolgt eine Koordination der Ketogruppe an das Alumini-
umatom. Die Abstraktion des allylischen Protons durch Kalium-terz-butanolat resultiert wie bei
der Reaktion mit dem Super-Ate Komplex, in ein thermodynamisches Enol 320. Die kovalente
Bindung zum Kupfer wird unter der Bildung eines allylischen Radikals homolytisch gespalten.
Die Rekombination mit Luftsauerstoff resultiert in einer Verbriickung des Molekiils 323 zu der
Metalloberfliche. Die Umwandlung des Peroxid 324 in den Alkohol 325 wird mechanistisch

von Garcia-CABEzA et al. nicht genauer beschrieben.

Wie auch im Experimentalteil dargestellt, konnte neben dem gewiinschten Alkohol 6 der epoxi-
dierte Alkohol 328 isoliert werden (Schema[53)). Dies ldsst sich auch mit dem im Mechanismus
beschriebenen Peroxid 324 erkldren. Aus diesem Grund verringert sich die Ausbeute des ge-

wiinschten Alkohols 6 bei lingerer Reaktionszeit.

Garcia-CABEzA et al. berichteten auch von einer e-Oxidation an dem Dienon 326 zum Alkohol

327.21%1 Somit wurde eine Oxidation des Bizyklus 3 mit diesem Katalysator untersucht (Schema
E#9).

Mehrere Versuche ergaben ein mit Normalphasenchromatographie nicht trennbares Produkt-
gemisch. Auch die oben erwihnte Transformation in den Silylenolether und Oxidation mit

Nitrosobenzol war nicht erfolgreich.

Als Grund wurde das Radikal, welches bei der CuAlOx-Reaktion entsteht, identifziert. Auch
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Schema 53: Mechanistischer Vorschlag der Gruppe Garcia-CaBEzaA et al. (A) und eine er-
folgreiche Oxidation an der e-Position des Dienons 326 mit dem CuAlOx Katalysator (45 %
Ausbeute) (B). Die charakterisierten Produkte sind Alkohol 6 und Epoxid 328 (C).

Epoxidierungen, wie es beim epoxidierten Alkohol 328 beobachtet wurde, sind theoretisch

moglich.

Da das Screening von der Oxidation des Substrats 326 in der Gruppe von Garcia-CABEzA
et al. nicht sehr hohe Ausbeuten (6-45 %) lieferte und erste Versuche nicht besonders Erfolg
versprechend waren, wurde die bisher etablierte Totalsynthese neu konzipiert. Hierzu wurde die
Oxidation zu Beginn der Synthese gestellt und alle Stufen danach sollten mit den Bedingungen

aus dem ersten Syntheseplan iibernommen werden.

5.4.2 1,4-Methylierung

Nachdem nun (§)-Carvon (2) oxidiert wurde, sollte analog zu der etablierten Reaktionssequenz,
die Methylierung mittels Gilman Cuprat erfolgen. Dies war auch nach mehreren Versuchen
nicht moglich. Als Grund dafiir wurde der ungeschiitzte Alkohol identifiziert. Dessen azides
Proton kann mit der basischen Methylgruppe des Gilman-Cuprat Komplexes reagieren und

somit die Reaktion stark inhibieren.

Um dies zu verhindern, musste eine Schutzgruppe eingefiihrt werden. Hierzu bietet sich, die
auch im PR Toxin (1) enthaltene Acetatgruppe an. Die basische Hydrolyse bei der Robinson-

Anellierung konnte ein Problem sein, aber durch eine Reaktionskontrolle konnte die Bildung
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des gewiinschten Bizyklus 312 vor der Hydrolyse des Esters gewéhrleisten werden.

Die Acetatgruppe sollte mittels literaturbekannter Veresterung!?** mit Essigsiureanhydrid
und 4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) zum Produkt 329 eingefiihrt werden (Schema [S5)).
Hierbei wurde eine Ausbeute von 15 % erzielt, was fiir Schutzgruppenchemie zu gering ist.
Eine naheliegende Erkldrung war die Eliminierung der Acetatgruppe, welche gefolgt von einer
Aromatisierung durch Keto-Enol Tautomerie, das stabile Phenol 333 liefern wiirde. Dieses
Molekiil ist zwar in der Literatur beschrieben worden, wurde hier aber nicht isoliert (Schema
[56).2™ Auch die Methylierung mittels Gilman Cuprat lieferte nicht das gewiinschte Produkt.

Andererseits gelang durch eine Mitsunobu-Reaktion der Einbau der Acetatgruppe an den
epoxidierten Alkohol 328 mit 71 % Ausbeute (Schema [54)). Dieser Ausbeutenunterschied

bestitigt das Problem der Eliminierung.

(@) . (0]
T Y
328

So
334 g

(e}

Schema 54: Mitsunobu Reaktion von Alkohol 6 mit den Reaktionsbedingungen:
I) Et,0, PPh3, AIBN, AcOH, 71 %.

Ausgehend von den geringen Ausbeuten der Acetatschutzgruppe, wurde iiber eine Schutzgruppe
nachgedacht, welche orthogonal zu der geplanten Allylschutzgruppe von der Seitenkette 289
ist. AuBerdem sollte es nicht mdglich sein, dass diese Schutzgruppe, durch die hauptséchlich
basischen Bedingungen der Nachfolgereaktionen, abgespaltet wird. Eine Eliminierung wie bei

der Acetatschutzgruppe, sollte damit verhindert werden.

Naheliegend sind die Silylschutzgruppen, welche unter sehr milden Bedingungen, beispielsweise
Fluoridzugabe, abgespalten werden konnen. Im Gegensatz zu der Acetatschutzgruppe gelang es
den Silylether 332 in guten Ausbeuten von 90 % darzustellen (Schema [55]).

(@] (@] O (0]
& &
Y > T T

329 o 330 3312 332
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Schema 55: Verschiedene Schutzgruppen vom Alkohol 6.

Auch hier war es nicht moglich, mittels Gilman-Reaktion die Doppelbindung zu methylieren.

Eine genauere Betrachtung der dreidimensionalen Struktur zeigt, dass sowohl die Unterseite
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durch die nach unten zeigende Isopropenylgruppe, als auch die Oberseite durch die Triethylsilyl-
Schutzgruppe blockiert ist. Somit wurde die Auswahl der Schutzgruppen durch eine weitere
Bedingung eingeschrinkt. So soll die Schutzgruppe, verglichen zur Isopropenylgruppe, in den
ersten beiden Sphiren sehr klein sein. Damit verringert sich die Auswahl auf die Methoxyme-
thylether, die Methylether und die 2-Methoxyethoxymethylether. 23!

Da die Methoxymethylether- leichter als die Methylether-Gruppe abgespalten werden kann,
wurde diese als erstes verwendet. Die Schiitzung gelang mit 71 % Ausbeute. Hierbei soll erwihnt
werden, dass die sdulenchromatographische Trennung des Diastereomerengemisches zwischen
der (R)- und (S)-Alkoholgruppe mit der Schutzgruppe besser gelingt als ohne. Wie auch von
Garcia-CaBEzA et al. beschrieben, reagiert der Alkohol 6 weiter mit Luftsauerstoff. Diese

Nebenreaktion kann durch die Schiitzung verringert werden.

Wie auch bei den anderen Schutzgruppen, wurde die Gilman-Reaktion an dem Molekiil 331

getestet. Bei tieferen Temperaturen (—50 °C) gelang dies nur mit CuBr - (CH3),S.

Nach schrittweiser Verdanderung der Reaktionstemperatur, konnte die ideale Temperatur fiir
Cul bei 0 °C definiert werden. Im Gegensatz zum ersten Syntheseplan, war die Ausbeute nicht
quantitativ, sondern lag bei 80 % des gewiinschten Produkts 335. Als Nebenprodukt wurde das
Keton 336 mit 9 % Ausbeute isoliert (Schema[56)).

Die Struktur von Keton 336 unterscheidet sich von (S)-Carvon (2) nur durch eine Migration der

Doppelbindung. Dies widerspricht dem vorher beobachteten eliminierten Produkt 333 (Schema
[56D.

In der Literatur gibt es mehrere Beschreibungen von reduktiver Eliminierung bei Gilman-
Cupraten, wenn eine Sauerstofffunktionalitit in y-Stellung zur entsprechenden Doppelbin-
dung vorhanden ist (Schema [56).23%23) Dafiir miisste der Kupferkomplex in die Sauerstoff-
Kohlenstoff Bindung insertieren. Nach reduktiver Eliminierung, kann das Enol in die Ketoform
tibergehen (Verbindung 336).

Aber auch eine Komplexierung von Substrat und Metallkomplex, wenn sich an der y-Position

eine Sauerstofffunktionalitit befindet, wurde von Coreyund Boaz?¥! ¢t al. beobachtet.
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Schema 56: Smita!ZY ¢f al. (A) beobachteten nicht die 1,4-Addition, sondern eine reduktive
Eliminierung der Tosylgruppe. Der dabei entstehende Cyclopropanring ist sdurelabil. Demge-
geniiber beobachte Isuka??”! e al. (B) eine Carbamateliminierung, welches dem Produkt 336
aus dieser Arbeit dhnelt (C).

C

5.4.3 Robinson-Anellierung

Nachdem mit der Gilman-Reaktion Keton 335 (Schema dargestellt wurde, sollten die
von dem ersten Syntheseplan erfolgreich getesteten Bedingungen der Robinson-Anellierung
getestet werden. Durch das Fehlen der Doppelbindung, sollten die elektronischen Effekte iiber
Konjugation nicht mehr vorhanden sein. Aus diesem Grund sollte es im Gegensatz zur Gilman-

Reaktion bei der Robinson-Anellierung keine Probleme geben.

Trotz mehrerer Versuche mit unterschiedlichen Reaktionsbedingungen, konnte das gewiinschte
Produkt nicht erzielt werden. Dabei wurde die Menge an Kaliumhydroxid auf 1.5 Aquivalente
erhoht, um etwaige Komplexierungen durch die Methoxymethylgruppe zu verhindern. Auch
ein Uberschuss an Methyvinylketon beziehungsweise die Verwendung von Methanolat anstelle
von Kaliumhydroxid als Base wurde getestet. Auch die Darstellung von Zink- oder Borenolate

lieferte keine gewiinschten Produkte.

Die durchgefiihrte Reaktion verhilt sich analog zu den Beobachtungen der Gruppe Mori et al.,
die bei der Existenz einer geschiitzen Sauerstoffgruppe keine erfolgreiche Robinson-Anellierung
(Verbindung 342) erzielen konnten (Schema .[2] Morai et al. 16sten dieses Problem, indem
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sie die westlich gelegene CH,-Gruppe mit einer Schutzgruppe (Verbindung 343) blockierte

(Schema 57).
. Q
Sod &Y

e UU

203 335 342

Schema 57: Mor1'? et al. beschrieben, dass bei der Existenz einer geschiitzen Sauerstoffgruppe
(Verbindung 342) keine erfolgreiche Robinson-Anellierung moglich wire. Keton 335 besitzt
zur Verbindung 342 eine dhnliche Anordnung der Substituenten.

Vergleicht man Keton 203 mit Keton 335, sind die einzigen Unterschiede die exozyklischen
Sauerstoffatome. Diese exozyklischen Sauerstoffatome gibt es auch im Keton 343. Ein Blick auf
dieses geschiitze Keton 343 kann einen koordinieren Einfluss der Thiolgruppe auf die Reaktion
zeigen. Weiterhin kann auch der sterische Einfluss der Thiolschutzgruppe im geschiitzen Keton
343 cine entscheidende Rolle spielen. Ebenso verhilt es sich im geschiitzten Enol 344 mit dem
stabilisierenden und elektronenschiebenden Einfluss der exozyklischen Doppelbindung auf die
enolische Doppelbindung. Hierbei kann Schwefel sowohl elektronenziehend wirken, als auch

durch seinen +M-Effekt die negative Partialladung am ortho-Kohlenstoff erhohen.

Somit liegt die Vermutung nahe, dass die Methoxymethylgruppe im Molekiil 335 als Angel
fungieren kann. Dies kann die wichtige Komplexierung mittels Kaliumionen verhindern, die
auch in dem ersten Syntheseplan der vorliegenden Totalsynthese untersucht wurde. Aus diesem
Grund wurde eine Methylschutzgruppe (Verbindung 330), anstelle der Methoxymethylgruppe
eingefiihrt. Die Darstellung mit Natriumhydrid und Methyliodid lieferte dabei geringe Ausbeuten
von 21 %. Auch hier kann wieder die Eliminierung von Methanol ein Grund fiir die geringe
Ausbeute sein. Die Gilman-Reaktion war erfolgreich mit 42 % Ausbeute (Verbindung 345). Aber

auch hier gelang es nicht, eine erfolgreiche Robinson-Anellierung zu gewéhrleisten (Schema
5.

Da die oben beschriebene basische Einfiihrung des Enols nicht moglich war, sollte das Enolat,
welches nach der Addition von Me,CuLi gebildet wird, mit Elektrophilen reagieren (Schema
[58)). Die Zugabe von Methylvinylketon (168) zu der Gilman-Reaktion, konnte nach Aufarbeitung
und basischer Weiterverarbeitung mit Kaliumhydroxid, das Produkt 331 mit 15 % Ausbeute
erzielen (Schema[59).

Zur Erhohung der Ausbeute wurde eine Trennung zwischen Enolatbildung und der Reaktion mit
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Schema 58: Im Schema ist die Gilmanreaktion (Me,CuLi) durch das Abfangen des Enols als
Tandemreaktion mit einem Elektrophil (E*) dargestellt.

dem Elektrophil in Betracht gezogen. Wie auch in dem ersten Syntheseplan beschrieben, sind
Silylenolether eine Moglichkeit zur Fixierung des Enolzustandes. Eine Zugabe von Trimethylsi-
lylchlorid und Triethylamin, wie auch in der Literatur>>! beschrieben, ergab Silylenolether 348
(Schema [59). Bei diesem Silylenolether 348 zeigt, im Gegensatz zu dem vorher beobachteten
Keton 335, die zur Alkoholfunktionalitdt benachbarte Methylgruppe, in die entgegengesetzte
Richtung. Dies wird mit der Hyperkonjugation der Alkoholfunktionalitit zur Cu-7-Bindung
erklirt.[220241 Da die Koordination zwischen Kupfer und der Doppelbindung reversibel ist, kann

durch das Abfangen mit dem Silylenolether, das stabilere Anti-Produkt 348 isoliert werden.
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Schema 59: Ausgehend von Alkohol 6 wurde die Sauerstofffunktionalitét einerseits als Me-
thoxymethylether (Verbindung 331), andererseits als Methylether (Verbindung 330) geschiitzt.
Die beiden Gilmanprodukte aus diesen Verbindungen waren Keton 335 und 345. Wird bei
der Gilman Reaktion das Enol als Silylenolether abgefangen wird die Stereochemie am S-
Kohlenstoffatom veréndert (Verbindung 348). Demgegeniiber kann das Enol durch die Zugabe
von Methylvinylketon (168) abgefangen werden. Anschlieend kann die Basenzugabe Bizyklus
331 darstellen. Reaktionsbedingungen:

I) MOM-CI, DIPEA, DMAP, MeCN, 90 %; IT) Me>CuLi, THF, 80 % Tlla) Me,CuLi, THF; b) TMS-CI, NEt3 IVa) Me,CuLi, THF; b) Me-
thylvinylketon (168); c) KOH, EtOH, 15 %; V) KH, Mel, 21 %; VI) Me,CuLi, THF, 42 %.

Da das Abfangen mit Trimethylsilylchlorid nicht zielfiihrend war, wurden drei weitere Modifi-
zierungsansitze in Betracht gezogen. Als erstes wurden alternative Methylierungsreagenzien
getestet. Als zweites wurde untersucht, ob die Doppelbindung, welche durch eine Ozonolyse der

Isopropenylgruppe entsteht, die Robinson-Anellierung erlaubt. Die zu Grunde liegende Idee ist
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analog zu der erfolgreichen Robinson-Anellierung von Keton 343 (Schema[57). Hierbei kann die
elektronische Konjugation der Doppelbindung im Keton 343 (Schema[57) die Verschiebung der
Keto/Enol-Tautomerie zu der reaktiveren Enolform unterstiitzten. Als drittes wurden Derivate
von Methylvinylketon (168) getestet (Schema [62)).

Anstelle des geschiitzten Ketons 331, wurde die Methylierung von Enon 6 zu Alkohol 350
als eine Moglichkeit in Betracht gezogen. Dafiir wird in der Literatur das AlMe;!2*224 und
MeMgBri2®! vorgeschlagen. Mit AlMe; konnte mit 44 % Ausbeute nur der Dialkohol 349
erzielt werden (Schema [60)).

In der Literatur werden bei dem AlMe;-Mechanismus, auch die benachbarten Heteroatome zur
Stabilisierung genutzt. Da diese in Alkohol 6 nicht vorhanden sind, kann der Angriff an die

Ketogruppe damit erklart werden.

Demgegeniiber konnte mit dem Grignard-Reagenz, der Alkohol 350 mit 80 % Ausbeute darge-
stellt werden (Schema[60)). Der Mechanismus der Gruppe CsaAKY et al. schldgt eine Deproto-
nierung des Alkohols durch das erste Aquivalent eines Grignard-Reagenzes vor.2*) Durch die
Koordination mit einem zweiten Aquivalenten eines Grignard-Reagenzes, kann der Angriff an
die Doppelbindung vollzogen werden. Der freie Alkohol muss fiir eine funktionierende Reaktion
vorhanden sein. Bei Substraten mit geschiitzten Alkoholen, wird anstelle der Doppelbindung

die Ketogruppe angegriffen. Die Robinson-Anellierung gelang auch nicht mit Alkohol 350.

[e] HO o [e]
@/ 0 i‘ﬁ/ @/ a i‘i(
\” OH \” OH \” OH m OH
349 6

6 350

Schema 60: Methylierung von Alkohol 6 mit AlMe;(/) zu Dialkohol 349 und Alkohol 6 mit
MeMgBr (I1) zu Keton 350.

Somit wurde die oben erwihnte Ozonolyse der Isopropenylgruppe untersucht. Hierbei soll die

neue Doppelbindung die Enolisierung fiir die Robinson-Anellierung unterstiitzen.

Wie in Schema[61]ersichtlich, wurden Keton 335 und Keton 350 ozonolysiert. Dabei konnte nur
Keton 335 zum Zielmolekiil, Enon 351, mit 36 % Ausbeute umgesetzt werden. Demgegeniiber
entstanden bei Keton 350 sehr viele Produkte, welche nicht mittels Normalphasenchromatogra-

phie voneinander getrennt werden konnten.

Die breite Produktbildung bei 350 kann durch das Radikal, welches bedingt durch den Mechanis-
mus (Schema[#2)) der Ozonolyse entsteht, erklért werden. Einen Transfer auf die Alkoholgruppe
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iiber einen 7-gliedrigen Ubergangszustand, sowie darauf aufbauende Nebenreaktionen sind

theoretisch moglich.

Weiterhin zeigt die Produktbildung von Keton 351, dass das Radikal, welches normalerweise
an einem Heteroatom besser stabilisiert wire, mit dem Kupferion das stabilere Enon produziert.
Somit hat die Ketogruppe einen wichtigen Einfluss. Diese Beobachtung wird in dem dritten

Syntheseplan wichtig werden.

Fiir die Robinson-Anellierung muss nun das ortho-Proton zu der Ketogruppe abstrahiert werden.
Hierzu wurde eine Kombination aus Kaliumhydrid und BEt; zur Bildung des Borenolats genutzt.
Auch hier konnten keine gewlinschten Produkte bei der Reaktion mit Methylvinylketon (168)

beobachtet werden.

Schema 61: Ozonolyse von 335 und 350 mit den Reaktionsbedingungen:
a) 03 b) CU(BF‘4)2, Fe(BF4)2.

Um die bisher geringe Ausbeute der gekoppelten Gilman-Reaktion mit der Robinson-Anellierung
zu optimieren, wurde {iber alternative Versionen von Methylvinylketon (168) nachgedacht
(Schemen @ und @ Hierbei wurden drei Molekiile getestet, welche im Schema @ ersichtlich
sind. Zunéchst wurden die Molekiile 353 und 354 untersucht. Beide Molekiile sind als Acetal

geschiitzte und halogenierte Derivate von Methylvinylketon.

Beide Produkte konnen innerhalb einer Stufe aus Methylvinylketon (168) dargestellt werden. Da-
bei wird Methylvinylketon (168) mit TMS-Bromid und Ethylengylkol in 45 %iger Ausbeute, zu
Bromderivat!?*® 353 umgesetzt. Weiterhin wurde das Iodderivat®*”! 354 aus Methylvinylketon
(168), mit TMS-CI, Nal und Ethylenglycol mit 60 % Ausbeute dargestellt.

Neben den Ausgangssubstraten 335, beziehungsweise 6, sowie den Elektrophilen 353 und
354, wurden auch unterschiedliche Losungsmittel untersucht. Die Autoren XiE et al. fanden
heraus, dass der Gilman Komplex, in Abhédngigkeit zum Losungsmittel, als Monomer in THF
oder als Oligomer in Ether vorliegen kann.!' Das Dimer Me,Cu,Li, stellt zwar die reaktive
Zwischenstufe dar, ein sterisches Abschirmen durch das Oligomer, kann aber den Angriff des

Elektrophils stereoselektiv steuern.

In der Literatur, sind Tandemreaktionen (Schema [58)) sehr oft als Mischung aus einem Zinkor-
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o™y o™y
N
354

168 353

0]

- W|¢( W@

[e]
335 o

Schema 62: Ausgehend von Methylvinylketon (168), wurde das Bromderivat 353 und das
Iodderivat 354 dargestellt. Der Bromester 7 wurde kommerziell erworben.

Tabelle 6: Untersuchung einer Tandemreaktion aus Methylierung und dem Angriff des Elektro-
phils 353 beziehungsweise 354. (Im Falle von Keton 335, wurde die Methylierung mit Me,CulLi,
bei Alkohol 6 mit MeMgBr durchgefiihrt.)

Startmaterial | Elektrophil | Losungsmittel Temperatur | Additiv Ausbeute

1

2 ZnCl,, DMPU
3 s 354 Ether 0°C DMPU

4 NEt;, DMPU

5 .
% 353 —78°C Produktgemisch

; 354 THF 0°C DMPU

9 6 353 -78°C

10 Ether:THF (1:1) | 0°C

ganyl und einem Kupfersalz angegeben.**¥! Dies hingt mit der unterschiedlichen Oxophilie
des Zinkatoms zum Kupferatom zusammen. In den von ALEXAKIS et al. vorgeschlagenen
Mechanismen, wird eine Koordination des Zinkatoms an den Sauerstoff, sowie eine langsa-
me Transmetallierung des Organyls auf das Kupferatoms postuliert. AnschlieBend wird die

organische Gruppe mittels der 1,4-Addition angebaut.2))

Da das entsprechende Methylzinkorganyl sehr kostspielig ist und die Literatur es, verglichen zu
Diethylzink, als unreaktiver!?*®! beschreibt, wurde zu dem Gilman Cuprat, Zinkchlorid zugege-

ben, um die oben beschriebene Koordination zwischen Ketogruppe und Zink zu simulieren.

Um der Moglichkeit zu entgehen, dass die Koordination zwischen dem Lithiumion und dem
entstandenen Enol aus der Gilman-Reaktion zu eng ist, wurde Dimethylpropylenharnstoft
(DMPU)E2Y zugegeben. Zusiitzlich sollte dadurch die Reaktivitit des Enols erhoht werden. Eine

weitere Moglichkeit, die Reaktivitit des Enols zu erhohen, wire die Zugabe von Triethylamin.
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Dies wurde bei der oben erwidhnten Bildung des Silylenolethers zugegeben, da ohne diese

Verbindung der Silylenolether nicht gebildet werden konnte. 2!

Die Gruppe Posner!Z! ef al. publizerte, dass bei der Verwendung von Brom- und Iodelektro-
philen, eine Migration der enolischen Doppelbindungen innerhalb des Molekiils beobachtet
werden kann. Somit kénnen Verbindungen wie 355 und 356 isoliert werden (Schema[63). Aus

diesem Grund kann die Grofe der Brom- 353 und Iodorganyle 354 entscheidend sein.

\/\Q, %% trans: 69 %
cis: 3%

5 355 \= 358 =

i; N

0.5%
(e}

/\/\SQ: 359 = 360 =

12% 34 % 24 %

Schema 63: Je nach Elektrophil kann bei der Gilman-Reaktion unterschiedliche Produkte
erhalten werden.!*>!l Reaktionsbedingungen:
Ia) C2H3CUCH3Li, -78 OC, Ib) BrC3H5; Ha)CzchuCH3Li, -78 OC, Hb) IC4H7.

Keine der getesteten Reaktionen war erfolgreich. Auch die Versuche, welche analog zu der
Grignard-Reaktion am Alkohol unternommenen wurden, lieferten keine positiven Ergebnis-
se. Als letztes Derivat wurde 3-Brompropionsadureethylester (7) als potenzielles Elektrophil
untersucht (Tabelle[7).

In THF gelang die Tandemreaktion zum Produkt 361 (Schema [58 und Schema [64)) mit sehr
hohen Ausbeuten von 80 %, wobei hier zwei Diastereomere entstanden. Wie gewiinscht, zeigte
der neu eingebaute Synthesebaustein beim Hauptdiastereomer nach unten. Um diese Mischung
zu optimieren, wurden verschiedene Bedingungen getestet. Dazu gehorten ein anderes Losungs-

mittel, andere Temperaturen oder Additive wie N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP).
J

@)

O
(e] o] (o] (o] 6
Qj:\/%/\ 0] i?/ (0} )E‘Eg
Y Tﬁ Y

-0 361 -0 335 A0 9

Schema 64: Bei der Gilmanreaktion (Me,CuLi) von Enon 335 kann je nach Menge von 3-
Brompropionsadureethylester (7) Ester 361 oder der Trizyklus 9 erhalten werden.

Bis auf eine Verringerung der Ausbeute in Et, O, statt THF, wurde bei allen weiteren verinderten

Bedingungen nicht die gewiinschte Produktbildung beobachtet.
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Auch Alkohol 6 wurde analog zu der Tabelle [] untersucht. Es konnten keine Tandemprodukte
erzielt werden. Bei der Tandemreaktion von Keton 335 mit 25 dquivalenten 3-Brompropionsaure-
ethylester (7), wurde das gewiinschte Produkt 361 erzielt. Bei der Verkleinerung der Zugabe von
3-Brompropionséureethylester zu 2.5 Aquivalenten, bildete sich der Trizyklus 9 (Schema .
Auf diesen und die damit verbundenen Synthesemoglichkeiten, wird in dem dritten Syntheseplan

genauer eingegangen.

Tabelle 7: Untersuchung einer Tandemreaktion aus Methylierung und dem Angriff des Elek-
trophils 7. (Im Falle von Keton 335, wurde die Methylierung mit Me,CuLi, bei Alkohol 6 mit
MeMgBr durchgefiihrt.)

Edukt | Losungsmittel | Temperatur | Additiv | Ausbeute
1] THF 0°C 80 % des Produkts 361 (dr 73:27)
2 335 39 % des Produkts 361 (dr 67:33)
3] -78°C
;.1 ET;0 0°C NMP Produktgemisch
6 | 6 -78°C

Ausgehend vom Ester 361, kann die Fujimoto—Belleau Sequenz>2 zum Bizyklus angewendet
werden. Hierbei wird der Ester 361 erst zur Saure 371 und anschlieBend zum Enollakton
372 umgelagert. Zum Schluss erfolgt eine Umwandlung zum Diketon 373. Mit der basischen
Zyklisierung wird dies zum Bizyklus 8 abgeschlossen (Schema [66)).

Ausgehend von dem Ester 361, wird mit Lithiumhydroxid der Ester gespalten. Dabei erfolgt
eine komplette Konversion, welche mittels Diinnschichtchromatographie nachvollzogen werden
kann. Nach der Spaltung der Alkoholgruppe zur Saure 371, wurde die Losung bei den ersten
Versuchen, mittels Essigsdure, auf den sauren pH Wert von 5 eingestellt und dann extrahiert.
Nachfolgend wurde die Essigsdure durch Ameisenséure ersetzt. Die Essigsdure wies eine zu

geringe Fliichtigkeit auf. Auf diese Weise konnte der Prozess erneut optimiert werden.

Mithilfe von Essigsdureanhydrid und Natriumacetat, konnte das Enollakton 372 mit einer

Ausbeute von 25 % tiber zwei Stufen dargestellt werden.

Um die Enolisierung mit Essigsdureanhydrid und Natriumacetat zu optimieren, wurden ver-
schiedene Sauren getestet. Weder HC1O, in Ethylacetat, beziehungsweise in Essigsidure, noch

Salzsdure oder Pyridinium p-Toluolsulfonat (PPTS) konnten die Enolisierung bewerkstelligen.

Danach wurde der Bizyklus mit Methyllithium geoffnet. Mithilfe einer basischen Reaktions-
l6sung, konnte der gewiinschten Bizyklus 8 mit einer Ausbeute von 12 % iiber zwei Stufen

dargestellt werden.
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An dieser Stelle soll auf eine analoge Fujimoto—Belleau Sequenz hingewiesen werden, welche
den Bizyklus 369 aus der Siure 367, mittels Wittigreaktion darstellen kann (Schema [65)).253)

Dazu wurde in dieser Arbeit kein Test durchgefiihrt.

Zuriickgehend auf die Totalsynthese von PR Toxin, sollen danach folgende Schritte erfolgen.
Der Erste wire die Entfernung der Isopropenylgruppe mittels Ozonolyse (Verbindung 374
im Schema [66). Weiterhin muss die Seitenkette angebaut werden (Verbindung 375). Nach
selektiver Eliminierung der Alkoholgruppe (Verbindung 376), erfolgt die Entschiitzung der
Methoxymethylgruppe (Verbindung 377) und die Acetatschiitzung (Verbindung 378). Nach
Epoxidierung (Verbindung 379) und der Entfernung der allylischen Schutzgruppe (Verbindung
22), muss der verbliebene Alkohol zum Zielprodukt PR Toxin (1) oxidiert werden.

Die geringe Ausbeute der Fujimoto—Belleau Sequenz und die Struktur des Trizyklus 9, dringten

auf einen neuen Syntheseplan. Dies wurde in dem dritten Syntheseplan begonnen.

@ 4 Stufen (i) _~_<OH 3 Stufen (lj \OTBDMS 2 Stufen (Ili)
362 AcO” 363 07" 364
j/i]) oteoMs 3 Stufen 4v) m OTBDMS 1 Stufe (V) m .OTBDMS
0”365 L 366 TofT T 367
1 Stufe (V) ﬁj ~OTBDMS 1 stufe (Vi) Lﬁ ~OTBDMS | < fen D) )\5;:’(5 ‘\OWJﬁ
PhHN 0{0 o I o o
o 3 g;m 369 370

Schema 65: Syntheseiibersicht von (+)Isopetasint2>*, Reaktionsbedingungen:

Ia) HOAc, LiCI(5 %), MnO;, LiOAc, PBQ (20 %), Pd(OAc)) (5 %), 76 %; b)Brs, hv, CS;, 91 %, CCL, pH 7.0, 86 %; c¢)Zn, EtOH, 83 %;
IIa) TBDMSCI, Imidazol, DMF, 37 °C, 15h, 82 %; b) K,CO3, MeOH, RT,2h, 86 %; c) CrOs, Pyridin, DCM, RT, 81 %; Illa) CuLiMe;,
Et,0, -35°C, 1.5h; b) Mel, N-Methylpyrrolidinon, —30°C, 3h, 71 % iiber zwei Stufen; IVa) R-Phenylethylamin, Toluol, 110 °C, 3d; b)
Methylacrylat, 80 °C, 5d; ¢) MeOH, H,0, HOAc, RT, 2d, 77 % iiber drei Stufen; V) LiOH, THF, H,O, RT, 15h, 91 %; VI) PPh3CCNPh,
Toluol, 80 °C, 5h; VII) EtOH, 110 °C, 15h 67 % iiber zwei Stufen; V1IIai) LIHMDS, THF, —-78 °C, 1 h; ii)ZnCl,, DCM, 10 min; iii) Me,CO,
15 min, 90 %; VIIIbi) MeSO,Cl, NEt3, 0°C, 2h; ii) Al,03, H* 75 %; VIlIc) HF, H,0, MeCN, RT, 2 h, 83 %; VIIId) C;,03Cl3Hy, Toluol,
NEt3, 80°C, 1d, 84 %.

5.4.4 Zusammenfassung des zweiten Syntheseplans

In diesem Syntheseplan gelang es, durch den thermodynamischen Silylenolether, welcher
mithilfe des Kharasch-Reagenzes dargestellt wurde, den gewiinschten Alkohol 6 aus (S)-Carvon

(2) mit Nitrosobenzol zu oxidieren. Es wurde eine Ausbeute von 6 % erzielt.

Demgegeniiber gelang es mithilfe eines CuAlOx Katalysators, diese Ausbeute auf 55 % zu
erhohen. Dabei lag der dr bei 4:1.
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Methylierung der 5-Position des Alkohols 6, ist nur mit einem Grignard-Reagenz und Ausbeuten
von 80 % moglich. Dagegen war das Gilman-Cuprat nur bei den methoxymethyl (331) und
methylgeschiitzten (330) Alkoholen mit 80 % und 42 % erfolgreich. Die basenkatalysierte
Robinson-Anellierung dieser Substrate war nicht erfolgreich. Dieses Phinomen wurde auch in

der Literatur beschrieben.

Bei der Gilman-Reaktion entsteht ein Enol, welches mit Elektrophilen oder mit Silylschutz-
gruppen reagieren kann. Dabei wird, im Falle von Trimethylsilylchlorid, die Stereochemie der
Methylgruppe an der S-Position des Alkohols 6 geidndert.

Das Elektrophil Methylvinylketon, konnte das gewiinschte Produkt 8 nur mit 15 % erzielen. Die
daraus folgenden Derivate von Methylvinylketon 353 und 354 zeigten keine Produktbildung.
Die Verwendung von 3-Brompropionsiureethylester (7) konnte jedoch Ausbeuten von 80 %

und einem dr von 73:27 erzielen.

Ausgehend von den guten Ausbeuten mit 3-Brompropionsaureethylester (7), konnte die Fujimo-
to—Belleau Sequenz durchgefiihrt werden. In dieser, wurde Enollacton 372, mit einer 25 %igen
Ausbeute liber zwei Stufen dargestellt. Der Bizyklus 8 konnte mit 12 % Ausbeute, liber zwei

Stufen, dargestellt werden.

Daneben konnte mithilfe der Tandemreaktion mit 3-Brompropionsaureethylester (7), Trizyklus
9 dargestellt werden. Eine mogliche Erklirung zu dem Mechanismus wurde mit Experimenten
in dem dritten Syntheseplan untersucht. Weitere davon ausgehende Synthesemoglichkeiten

werden im nichsten Abschnitt genauer erldutert.
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Schema 66: Syntheseiibersicht des zweiten Syntheseplans. Die Synthesen mit den durchgehen-
den Pfeilen waren erfolgreich, wohingegen die Synthesen mit den gestrichelten Pfeilen geplant
waren. Reaktionsbedingungen:

1) CuAlOx, KOBU, EtOH, 55 %; II) MOM-CI, DIPEA, DMAP, 63 %; I1I) Me,CuLi, THF, BrC;H4COOEL, 80 %; IV) LiOH, MeOH, H,0;
V) Acy0, AcONa, 25 % iiber zwei Stufen; VI) MeLi, Et,O; VII) KOH, MeOH, H,0, 12 % iiber zwei Stufen; VIIIa) O3 b)Cu(BF4),, Fe(BF4),;
IX) LDA, ZnCly, Cs02Hi0; X) TH,0, NEts; XI) HCI; XII) A0, Pyridin, DMAP; XIIT) mCPBA; XIV) Pd(PPhs)s, K»CO3; XV) IBX
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5.5 Dritter Syntheseplan

Oo\

O

oﬁ/o 1

Schema 67: Startpunkt 2, wichtige Intermediate 6 und 9 zu dem Zielmolekiil 1 in dem total-
synthetischen Versuch des dritten Syntheseplans.
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In dem vorherigen Syntheseplan, wurde die Bildung eines Trizyklus 9, bei der Kaskadenreaktion
von Enon 331 mit Me,CuLi und 3-Brompropionsiureethylester (7) beschrieben. Ausgehend
von (§)-Carvon (2), ldsst sich diese Verbindung innerhalb von drei Stufen darstellen. Der vierte
Syntheseplan behandelt den Mechanismus bei der Bildung des Trizyklus 9 und alternative
Syntheserouten vom Trizyklus 9 zu PR Toxin (1).

Ein mechanistischer Erkldrungsversuch fiir die Bildung des Trizyklus 9, ist die basenkatalysierte
Reaktion von 3-Brompropionsiureethylester (7) (Schema [68). Durch die Gilman Reaktion
entsteht das Enolat 380, welches ein 3-Brompropionsaureethylester (7) angreifen kann. Dessen
azides Proton in Nachbarschaft zum Ester wird dann abstrahiert. Das Enolat 381 greift einen
zweiten 3-Brompropionsdureethylester (7) in einer nukleophilen Substitution an. Nach erneuter
Abstraktion eines Protons des Esters 382, erfolgt der Angriff an die Carbonylfunktion zum

Molekiil 384. Das hierbei entstehende Enolat vollzieht eine Umesterung zum Trizyklus 9.

In diesem Mechanismus ist nicht genau definiert, was als Base fungieren kann. Ob es sich
um das in der Reaktion befindliche Methyllithium handelt, ist nicht eindeutig verifizierbar. So
ergab eine Erhohung der Menge von Methyllithium, wie in der Tabelle 8 beschrieben, keine
signifikante Erhohung der Produktmenge.

Zusitzlich ist eine Insertion von Me,CuLi in Halogenalkanen zwar in der Literatur'®>>! beschrie-
ben, diese kann aber nur eine Substitution von Brom zu Methyl in 3-Brompropionsiureethylester

(7) erkléren, die vorliegende Reaktion jedoch nicht.

Das Enolat 380, konnte anstelle der nukleophilen Substitution von Brom, auch die Esterfunktio-

nalitdt von 3-Brompropionsdureethylester (7) angreifen. Diese Produkte wurden nicht isoliert.

Wie auch im Totalionenchromatogramm in Abbildung[I2]ersichtbar, gibt es zwar zwei Hauptpro-
dukte die isoliert und charakterisiert werden konnten, aber auch sehr viele kleine Nebensignale.

Somit sind die Reaktionen zwar theoretisch denkbar, konnen aber bisher nicht bestitigt werden.
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Schema 68: Erster vorgeschlagener Mechanismus zur Bildung von Trizyklus 9 aus Enon 331.
Hierbei erfolgt eine basenkatalysierte Reaktion und zwei nukleophile Substitutionen. Schlielich
wird durch eine Umesterung der Trizyklus gebildet.

Weiterhin wurde beobachtet, dass die Farbe der Reaktion sich je nach Menge von 3-Brompropion-

sdureethylester (7) verdanderte.

26.0 27.0 28.0 29.0 30.0 Zeit [min]

Abbildung 12: Totalionenchromatogramm mit den Verbindungen 9 und 385.

So war im Falle von 2.5 Aquivalenten 3-Brompropionsiureethylester (7), eine tiefgriine Losung

und im Falle von 25 Aquivalenten 3-Brompropionsiureethylester (7), eine tiefrote Losung
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sichtbar.

Weiterhin wurde bei 25 Aquivalenten 3-Brompropionsiureethylester (7), fast nur der offenket-
tige Ester 361 beobachtet. Bei 2.5 Aquivalenten wurde er jedoch nicht beobachtet. Bei fiinf
Aquivalenten wurde die Bildung des offenkettigen Esters 361 wieder beobachtet (Tabelle .

Dies fiihrte zu Ausbeutenverlusten des Trizyklus.

Tabelle 8: Reaktionsuntersuchung bei der Bildung des Trizyklus 9 aus Enon 331. t;
ist die Reaktionszeit von Me,CuLi und Enon 331. t, ist die Dauer der Zugabe von
3-Brompropionsiureethylester (7) und t; ist die Reaktionszeit nach der Zugabe von 3-
Brompropionsdureethylester (7). Die Konzentration bezieht sich auf das Startmaterial 331.
Die Ausbeute wurde mittels GCMS ermittelt.

ty t, t3 ¢ (M) | Temperatur | Additiv | 7 [eq] | Ausbeute [%]
1h 1 min 20
10min | 1h 14h 04 21
2h Imin | 9
48 h 0°C 20
0.5 11
0.2 20
0.05 2.6 47
2h -20°C 44
1h -40°C 0
14h 01 + Cul 20
l1h ' + MeLi 23
+ Hzo 0

5 10

l1h

— | | | =
W N = OO 00| U O\ | | W DI —

Somit hat die Menge von 3-Brompropionsiureethylester (7) einen starken Einfluss auf die Reak-
tion. Dies ist in dem Sinne interessant, da bei erhohter Menge von 3-Brompropionsédureethylester
(7) die Reaktion bei Verbindung 361 endet und bei einer geringeren Menge das komple-
xeres Molekiil 9 entsteht. Dies deutet darauf hin, dass die Base in raumlicher Nihe zum
Substrat sein muss und bei einem Uberschuss an 3-Brompropionsiureethylester (7) die 3-
Brompropionsiureethylester (7) dimerisiert werden. Durch die hohe Uberschusskonzentration
von 3-Brompropionsédureethylester (7) wird die Dimerisierung von 3-Brompropionsadureethylester

(7) vor der Weiterreaktion von Verbindung 361 zu Trizyklus 9 favorisiert.

Wie in Tabelle[§|ersichtlich, gibt es keinen Unterschied, wie schnell 3-Brompropionsiureethylester
(7) zugegeben wird (t,). Weiterhin verringert sich die Ausbeute, wenn die Reaktion sofort nach
der Zugabe aufgearbeitet wird (t3). Somit ist die Zyklisierung eine langsame Reaktion. Eine

Verlingerung der Reaktionszeit (t3) auf 48 Stunden, verdndert die Ausbeute nicht. Die Konzen-
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tration spielt hingegen eine wichtige Rolle. Je konzentrierter die Losung ist, desto geringer ist
die Ausbeute. Weiterhin wird kein Produkt isoliert, wenn die Reaktion zu kalt (—40 °C) ablauft.

Neben der Base, kann auch die Koordinationen der Estergruppe an Kupferionen, die Bildung
des Enolats fiir die Dimerisierung unterstiitzen. Um diesen Einfluss auszuschlie3en, wurde
zusitzliches Kupferiod zugegeben. Wie auch bei einem Zusatz von zusétzlichem Methyllithium,
findet keine Zunahme an Ausbeute statt. Schlielich sind, wie auch zu erwarten war, Spuren

von Wasser negativ fiir die Reaktion.

Die in der Tabelle [§|angegebenen Ausbeuten sind mittels Gaschromatographie, ermittelt worden.
Die isolierten Ausbeuten verringern sich durch die notwendigen, wiederholten, chromatogra-
phischen Reinigungen. Die Mithilfe von GCMS bestimmte Ausbeute von Trizyklus 9, war mit
47 % hdher, als die isolierte Ausbeute von 29 %. Ahnliches gilt fiir das offenkettige Molekiil
385 (Abbildung [56/im Anhang), bei dem die isolierte Ausbeute mit 18 % geringer war, als die
durch GCMS detektierte Ausbeute von 24 Yo.

Wie oben erwihnt, kann die Bildung des Trizyklus, je nach Zugabe von 3-Brompropionsaureeth-
ylester (7), gesteuert werden. So sinkt die Ausbeute bei der Zugabe von fiinf Aquivalenten des
Bromesters (7) um die Hélfte. Zudem konnten die dquivalenten Mengen, im Bereich zwischen
2 und 5, ebenfalls eine starke Auswirkungen auf die Ausbeute haben. Dies wurde aber in dieser

Arbeit nicht weiter untersucht.

In dem oben stehenden Mechanismus (Schema[68)) wird der Einfluss der Kupfermetalle nicht
beachtet. Das die aber ein wichtiger Parameter sein kdnnen, kann von der starken Farbidnde-
rung je nach Menge von 3-Brompropionsaureethylester (7) geschlossen werden. Somit kann
ein Koordinationsmechanismus durch die Metallionen auch Grundlage fiir die Bildung des
Trizyklus 9 sein. Bisher gibt es meines Wissens nach in der Literatur keine Beobachtungen
einer basenkatalysierten Reaktion bei der Gilman Reaktion und dementsprechend auch keine

mechanistischen Untersuchungen dazu.

Trotz verschiedener Konzentrationen, gelang eine Umlagerung des offenkettigen Molekiil 385 in
den Trizyklus 9, weder mit LiOH, noch mit KOH, oder Diazabicycloundecen. Eine Base, welche
nicht zu nukleophil ist, um den Ester zu spalten und gleichzeitig vom sterischen Anspruch

zwischen Hydroxid und Diazabicycloundecen liegt, konnte hierbei helfen.

Die Struktur 9 wurde kristallographisch untersucht und ist in Abbildung [13|sichtbar. Diese
enthilt bei genauerer Betrachtung, viele der im PR Toxin gewiinschten Funktionalititen. Auf

Grund dessen wurden neue Routen durchdacht, welche im Schemal[73]ersichtlich sind.
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Abbildung 13: Kristallographische Analyse vom Trizyklus 9. Kristallographische Parameter
sind in den Tabellen [I5] [T6[und[I7)im Anhang genannt.

Schema 69: Geplante Vorstufe fiir die Retro-Diels-Alder-Reaktion.

Um auf den gewiinschten Bizyklus zu kommen, muss der verbriickte Ester entfernt werden.
Ein Einbau einer Doppelbindung wiirde eine Retro-Diels-Alder-Reaktion!2267228] erauben, in
welcher CO, freigesetzt werden konnte. So wiirde bei erhohten Temperaturen das Zerfallsprodukt
388 entstehen (Schemal69). Ausgehend von diesem Dien, sollte eine Ozonolyse das Trien 390
aufbauen (Schema[73)). Bei dem Trien handelt es sich um ein a, 8, y, 5-Doppelbindungssystem
und um eine elektronenreichere Doppelbindung, welche durch literaturbekannte Reaktionen,
selektiv epoxidiert werden konnte. Dieses Epoxid 391 kann, je nach gewiinschtem Produkt, zu
396, beziehungsweise mit verschiedenen Grignardreagenzien, zu 400 umgesetzt werden. Dabei
sind die Wege der nachfolgenden Schritten d@hnlich. So soll bei beiden der entstehende Alkohol
oxidiert werden und eine Decarboxylierung zum Produkt 398, beziehungsweise 402 erfolgen.
Eine Abspaltung der MOM-Gruppe von Enon 398 konnte ein bisher noch nicht charakterisiertes,
aber biosynthetisch mogliches Intermediat 399 bedeuten.

Bei der anderen Moglichkeit muss die MOM-Gruppe zum Acetat ausgetauscht werden. Es
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fehlen dann noch Epoxidations-, Oxidations- und Entschiitzungsschritte um zum PR Toxin (1)

zu gelangen.

[ 392 r © 409
o _0

Schema 70: Geplante Ozonolyse von Trizyklus 9 mit Ozon und Cu(BF,),, Fe(BF,),.

Wie auch in anderen Totalsynthesen, ist die Reihenfolge der Stufen wichtig. Um die Zugéng-
lichkeit der Abstraktion des ortho-aciden Wasserstoffatoms, welches fiir die Retro-Diels-Alder-
Reaktion wichtig ist, zu erhdhen, wurde eine Route iiber eine Ozonolyse und eine nachfolgende
Retro-Diels-Alder-Reaktion konzipiert (Schema[70jund [73). Vorteil wire hier, dass das Ozon

nur eine Doppelbindung angreifen kann.

0] (n

Schema 71: Geplante Verseifung des Trizyklus 9 und anschlieBender sdurekatalysierte Decar-
boylierung.

SchlieBlich wire eine siureinduzierte Offnung des verbriickten Esters, inklusiver einer Decar-
boxylierung zum Produkt 392 moglich (Schema [71]und [73). Darauf aufbauend, konnte eine
allylische Oxidation, das Keton 393 liefern. Eine nachfolgende Decarboxylierung, gefolgt von
einer Ozonolyse, wiirde Produkt 395 erzeugen. Die zwei vorhin genannten Wege (Ozonolyse
und Retro-Diels-Alder-Reaktion), konnten nachfolgend eingeschlagen werden (Schema [73).
Die Einfiihrung der Doppelbindung zur Retro-Diels-Alder-Reaktion, wurde experimentell als
Erstes untersucht. Hierbei sollte mithilfe einer Base, in Nachbarschaft zum verbriickten Alkohol,
PhSeBr an Position 14, eingefiihrt werden. Dies gelang bei verschiedenen Temperaturen weder
mit LDA7251 NaH, KHMDS oder Pyridin. Eine Abstraktion des anderen aziden Protons
am verbriickenden Kohlenstoff (Position 16), kann aufgrund der Ringregel von verbriickten

Systemen, nicht durchgefiihrt werden.[20%

92



5 BEITRAGE ZUR TOTALSYNTHESE VON PR TOXIN

Das die gerade beschriebenen Bedingungen misslangen, kann anhand der Kristallstruktur
begriindet werden (Abbildung [[3). An dieser zeigt das zu abstrahierende Proton nach innen.
Zusitzlich wird es von sterisch anspruchsvollen Gruppen, wie der Isopropenylgruppe, von unten

und durch die Ester von oben abgeschirmt.

Daneben wurde mithilfe von 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon, beziehungsweise 2-
Iodoxybenzoesiure!2¥ versucht, die Doppelbindungen einzufiihren, welches in beide Fillen
nicht zu einer Produktbildung fiihrte. Die vorhin schon beschriebene Riley Oxidation mit
Essigsdureanhydrid zeigte zwar eine Reaktion, hierbei entstanden jedoch Produktgemische, die
nicht getrennt werden konnten. Neben der gewlinschten Abstraktion des Protons, gibt es im
Molekiil auch eine exozyklische, elektronenreiche Doppelbindung, die allylische Oxidation zu

verschiedenen Produkten erlaubt.

Um wie oben erwihnt, die Zugédnglichkeit zu erhohen, wurde Produkt 9 ozonolysiert. Erste
Versuche zeigten keinen Umsatz. Eine Erhohung der Temperatur lieferte ein Produktgemisch,
welches mit Normalphasenchromatographie nicht getrennt werden konnten. Wie auch bei der
im vorherigen Kapitel beschriebenen Ozonolyse der Substrate 335 und 350, welche nur im
Falle des geschiitzten Alkohol 335, ein @, S-ungesittigtes Enon 351 produzierten, kann hier der
fehlende Einfluss der Ketogruppe der Grund fiir die unselektive Ozonolyse sein (Schema [61]).

Als dritte Alternative wurde die sdurekatalysierte Decarboxylierung mit vorheriger Abspal-
tung der Estergruppe untersucht. Hier entstand wieder eine Mischung aus nicht trennbaren
Produkten. Als Grund dafiir, wurde die Moglichkeit der siureinduzierten Offnung des verbriick-
ten oder exozyklischen Esters, sowie die Abspaltung der MOM-Gruppe und darauf folgende

Nebenreaktionen, vermutet.

Somit konnte keine der Routen in Schema[73|realisiert werden. Nach Betrachtung der Struktur
wurde allerdings klar, dass ein nukleophiler Angriff an der verbriickten Esterfunktionalitit

bevorzugt wird. Dies wurde durch die erfolgreiche Isolation von Verbindung 410 bestétigt

(Schema[72)).

Aus diesem Grund wurden neue Routen, wie es in Schema [/4] ersichtlich ist, entwickelt. Dabei
soll bei der Zugabe von einem Aquivalenten Methyllithium, der Ester 9, zum Keton 411, selektiv
umgesetzt werden. Die nachfolgenden Schritte dhneln den im Schema dargestellten Uberle-
gungen und enthalten Decarboxylierungen, allylische Oxidationen und Ozonolysen. Weiterhin
kann die Ketogruppe, wie auch in der Synthese von RicLEA und DickscHAT beschrieben, von
der zyklischen Ketogruppe in der Reaktion unterschieden werden.!!) Das Produkt 415 kinnte

mithilfe einer Corey-Seebach Umpolung und der Reaktion mit Acetaldehyd, gefolgt von Eli-
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O
410 1\

Schema 72: Reaktion des Trizyklus 9 mit n-BuLi lieferte Produkt 410 mit 42 % Ausbeute
(Abbildung [80]im Anhang).

minerung erzielt werden. Danach miisste die MOM-Gruppe abgespalten und die Estergruppe,

sowie die Epoxide, eingebaut werden.

Demgegeniiber bedeutet die Zugabe von zwei Aquivalenten Methyllithium, dass ein terminaler
Alkohol 408 entstehen kann. Die oben beschriebenen Reaktionen konnen somit zu Eremofortin
A fiihren. Bei diesem Naturstoff ist noch nicht klar, ob es sich hierbei um ein Nebenprodukt der
Biosynthese handelt. Eine Isotopenmarkierung, durch ein '*C-markiertes Methylltihium, kann

die Transformation von Eremofortin A zu PR Toxin bestétigen.

Die gerade beschriebenen Angriffe mit Methyllithium waren erfolgreich. Hierbei konnten sowohl
411, als auch 408, selektiv erzielt werden. Eine Zugabe von drei Aquivalenten Methyllithium

lieferte das erwartete exozyklische Keton und den exozyklischen Alkohol 430.

Diese erfolgreiche Reaktion kann Ausgang fiir weitergehende Untersuchungen in der Totalsyn-

these von PR Toxin und den anderen Eremofortinen sein.
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Schema 73: Syntheseiibersicht des dritten Syntheseplans. Die Synthesen mit den durchgehenden
Pfeilen wurden getestet, wohingegen die Synthesen mit den gestrichelten Pfeilen geplant waren.
Reaktionsbedingungen:

Ta) LDA, PhSeBr b) H,0;; Tla) O3 b)Cu(BFy),, Fe(BFy),; TIT) HCI; IV)AT; V)mCPBA; VI) BrMgC3Hs; VII) KOH; VIII) SeO;; IX) KOH;
Xa) LDA, ZnCly, C40,Hj b) Tf,0, NEt3 b)iPr,NEt; XIT) IBX; XITI) KOH; XIV) HCI XV) BrMgCsOHy; XVI) Ac,0, Pyridin, DMAP;
XVII) mCPBA; XVIII) Pd(PPhs),, K»CO3; XIX) S,S-Diethyltartrat, Ti(OiPr)y, 1-BuOOH XX) IBX
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Schema 74: Zweite Syntheseiibersicht des dritten Syntheseplans. Die Synthesen mit den durch-
gehenden Pfeilen waren erfolgreich, wohingegen die Synthesen mit den gestrichelten Pfeilen
geplant waren. Reaktionsbedingungen:

T) MeLi; THKOH; TIT) SeOy; IVa) O3 b)Cu(BFy),, Fe(BFy)2; Va) C4S:H, nBuLi b) CgHsI(OCOCF3), VI) CeCls; VII) HC; VIII) Ac;O,
Pyridin, DMAP; IX) mCPBA; X) mCPBA
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5.5.1 Zusammenfassung von dem dritten Syntheseplan

In diesem Syntheseplan wurde der Mechanismus der Bildung von Trizyklus 9 untersucht und ein
mechanistischer Vorschlag diskutiert. Ausgehend von dieser Verbindung wurde versucht, eine
Doppelbindung in den Zyklus einzubauen, um eine Retro-Diels-Alder-Reaktion durchzufiihren.
Dieser Einbau, sowie die Ozonolyse der Isopropenylengruppe, gelang nicht. Eine sdurekata-
lysierte Offnung des Briickenkopfes war unselektiv. Mithilfe von Methyllithium, konnte die
Esterbriicke schlieBlich bei einem Aquivalent Methyllithium, selektiv zum Keton 411 trans-
formiert werden. Bei zwei Aquivalenten Methyllithium, konnte die Esterbriicke zum Alkohol
408 transformiert werden. Erst bei Zugabe von drei Aquivalenten Methyllithium, wurde auch
der exozyklische Ester 430 angegriffen. Ausgehend von diesen positiven Erfahrungen, wurden

Synthesesequenzen zu dem Zielmolekiil PR Toxin (1) vorgeschlagen.
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6 Beitrage zur Biosynthese von PR Toxin

P. chrysogenum Wisconsin 54-1255
prx5 prx6  prx7 X prxl  aril prx3 prx4 prx8 prx9 prx10 prx11 Kb

P. roqueforti CECT 2905 i
prx1 aril prx3 prx4

P. roqueforti FM164

P. rubens Wisconsin 54-1255 ORF1 ORF2 ORF3 ORF4 ORF6 "ORF8 ORF10
P camembert] F1103 - ) @ ) =) =) =)
ORF5 ORF7 ORF9 ORF11

Abbildung 14: Gencluster von PR Toxin in den verschiedenen Organismen: Penicilium chryso-
genium Wisconsin 54-1255, welches auch unter Penicilium rubens Wisconsin 54-1225 bekannt
ist, wurde in Analogie zu P. roqueforti CECT 2905, von der Gruppe Hidalgo 2014 miteinander
verglichen. 2017 wurden die Gencluster von P. roqueforti FM164 und P. camemberti FM103
hinzugefiigt, welche die gleichen Gensequenzen wie P. chrysogenium besitzten. Das Gen X ist
ein Pseudogen und kommt in der Tabelle 2| nicht vor. 26127

Wie in Abbildung [I4] und der dazugehdrigen Tabelle 2] (Abschnitt Kenntnisstand in dieser
Arbeit) ersichtlich, wurde 2014 ein Gencluster in Penicilium chrysogenium Wisconsin 54-1255,
mit elf Genen und ein Gencluster von vier Genen in P. roqueforti CECT 2905, publiziert.!!>%
Ausgehend von diesem Kenntnisstand, wurde der Plan entworfen, die mRNA von P. roqueforti

NRRL 849 zu isolieren und mit Hilfe der reversen Transkriptase in cDNA umzuwandeln.

Im nichsten Schritt sollte die cDNA mithilfe des, in der Gruppe existierenden Protokolls, zu-
nichst durch homologe Rekombination in S . cervisiae, in das Plasmid pYE-Express eingebaut
werden. Nach dem Transfer dieses Plasmids in E. coli BL21, konnen die gewiinschten Enzyme,
mittels Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Zugabe, exprimiert werden. Die Umwand-
lung von mRNA in ein Plasmid, welches dann in E. coli exprimiert werden kann, ist auch in der

Literatur beschrieben.[264262]

Mithilfe der potentiellen Metaboliten, die bei der Totalsynthese dargestellt werden, sollten die
Funktion der Enzyme, mittels in vitro-Studien, genauer untersucht werden. Dies wiirde ein

vollstandigeres Bild der Biosynthese von PR Toxin ergeben.

Die Isolation der mRNA und die reverse Transkription in die cDNA, wurde analog zu der
Publikation!?®® getestet. Da dies nicht gelang, wurde dieses Protokoll durch eine Reihe von
Versuchen optimiert. Die einzelnen Schritte des Protokolls sollen nun im Folgenden néher

erldautert werden.

Im ersten Schritt erfolgte die Trennung des Pilzes von dem Medium in, beziehungsweise auf
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welchem er gewachsen war. Die Literatur, wie es auch im Kenntnisstand beschrieben wurde,
nutzte feste Medien wie Reis, oder Getreidekorner, um PR Toxin zu produzieren.[267] Durch die
genetische Verkniipfung zwischen PR Toxin, Mycophenolsidure, Penicilin und Patulin, konnten

andere Medien, oder ungiinstige Bedingungen, die Produktion von PR Toxin inhibieren.

Aus diesem Grund wurden erste Versuche, mit den von DickscHAT und RicLea!Y) beschriebenen

Bedingungen zur Kultivierung von P. roqueforti NRRL 849, durchgefiihrt.

Hierbei wurde versucht einerseits den Pilz mit dem Reiskorn als Ndhrmedium und anderseits
durch vorsichtiges Abtrennen von dem Reiskorn ohne Nahrmedium, geniigend Pilzmaterial zu
analysieren. Dies gelang auch bei verschiedenen Variationen nicht. Aus diesem Grund wurde P.
roqueforti NRRL 849 in CM-Fliissigmedium wachsen gelassen.2®®! Dadurch verkiirzt sich die
Zeit von Inokulation bis zur mRNA Isolation von 22, auf fiinf Tage. Hierdurch konnte mit dem

nachfolgenden Protokoll, erfolgreich mRNA isoliert werden.

Nachdem der Pilz mit einer 0,9 %igen Salzlosung!2e8!

gewaschen wurde, wurde er getrocknet.
Beim darauffolgenden Morsern, werden die Zellwéinde zerstort und die mRNA wird freigelegt.
In diesem Zustand konnen vorhandene RNAsen die mRNA sehr leicht abbauen, sodass eine
schnelle Abtrennung der restlichen Zellbestandteile essenziell ist. Dazu wird die Losung auf eine
Séaule transferiert und zusétzlich, die falschlicherweise gebundene DNA, in einem Waschprozess
entfernt. Die Elution der mRNA erfolgt mit Wasser. Neben der sdulenchromatographischen

Trennung gibt es beispielsweise die Chlorophorm-Phenol Trennung, 262270

Restbestandteile von DNA werden durch DNAsen entfernt. Durch das Ausfédllen von mRNA
mit 70 %igem Ethanol, kann die Probe von Proteinen und liberschiissigem Wasser gereinigt
werden.2¥ Nachdem die mRNA wieder in Losung gebracht wurde, kann die reverse Transkrip-
tion stattfinden. Die dafiir verwendete Enzymklasse stammt aus der Virusklasse 6, welche auch

als Retroviren bekannt sind./2717273l

Bei der reversen Transkription gibt es prinzipiell zwei Moglichkeiten. Einerseits kann die
selektive Auswahl durch den Gen-spezifische Primer,*’* andererseits eine der Modifikationen
im Reifungsprozess der mRNA, das Ziel fiir die Primer sein. Bei dem Reifungsprozess wird ein

Poly-A-Schwanz2"! und eine 5¢-Cap-Struktur?’®l, in der Guanin enthalten ist, gebildet.

Ein Poly-T-Primer kann den Poly-A-Schwanz in der reversen Transkriptase adressieren. Damit
wird die komplett isolierte mRNA, unselektiv in cDNA umgewandelt. Dabei entsteht ein mRNA-
DNA Hybrid2™ welcher im nachfolgenden Schritt durch die RNAse von dem mRNA Abschnitt

befreit werden kann.
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Abbildung 15: PCR Product von CDM31316 (Quinone oxidase domain, 1716 bp) und
CDM31314 (Short-chain dehydrogenase/reductase SDR, 1072 bp).

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion, konnen die spezifischen cDNA-Fragmente aus der
cDNA Mischung amplifiziert werden. Als Beispiel dafiir, sind die PCR Produkte im Agarose Gel
von CDM31314 und CDM31316 in Abbildung[T5]dargestellt. In dem darauffolgendem Schritt,
wird dieses PCR Produkt, mit Homologie-Armen verlidngert und mit der oben beschriebenen
Methode, in das Plasmid pYE-Express von E. coli BL21 eingebaut.

Hierbei gelang es folgende Plasmide darzustellen:

E. coli BL21-pYE-Express-CDM31315

E. coli BL21-pYE-Express-CDM31316

E. coli BL21-pYE-Express-CDM31317

E. coli BL21-pYE-Express-CDM31318

E. coli BL21-pYE-Express-CDM31319

E. coli BL21-pYE-Express-CDM31322
Eine Expression durch IPTG Zugabe, ergab das SDS-PAGE Gel in der Abbildung[16]

Hier zeigte sich, dass nur die Aristolochensynthase als Enzym nach der Ni**-Séule zu detektieren
war. Eine Inkubation mit FPP zeigte auch im GCMS die Bildung von Aristolochen. Somit
konnten die Ergebnisse von CANE™! er al. bestitigt werden. Alle anderen Enzyme waren
selbst unter verschiedenen Bedingungen nicht exprimierbar. Eine Verwendung von E. coli
BL21 (DE3) Codon+, welches ein breiteres Spektrum an Codons und damit den Unterschied
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Abbildung 16: SDS-PAGE von CDM31315 (Aristolochene synthase, 39 kDa), CDM31316
(Quinone oxidase domain, 54 kDa), CDM31317 (Short-chain alcohol dehydrogenase, 35 kDa),
CDM31318 (Oxidation of non-activated hydrocarbons, 61 kDa), CDM31319 (Oxidation of
non-activated hydrocarbons, 65 kDa), CDM31322 (Transferase, 53 kDa) mit der Enzyme Leiter
neben der Zahl 6 und 8.

an der Codonnutzung zwischen Pilzen und Bakterien ausgleichen sollte?”8), zeigte auch keine
Unterschiede. Weiterhin haben E. coli keine natiirlichen Cytochrome.2™ Aus diesem Grund,

wurde bei bakterieller Expression der Cytochrochome, immer 5-Aminolevulinsdure zugegeben.

Eine Erklirung fiir die fehlende Expression, wire eine Membranverankerung dieser Proteine,
welches ein in der Literatur beschriebenes Phinomen ist. Daraus resultierende Schwierigkeiten,
sind unter anderem Proteinfehlfaltung und Aggregation.28¢282 So werden Cytochrome und
deren Reduktasen nach ihrer Produktion im Ribosom, welche im rauen Endoplasmatischen
Reticulum stattfindet, im glatten Endoplasmatischen Retikulum gebunden. Diese dabei ge-
bildeten Cytochrome, gehoren zu der Klasse 2 des Cytochromsystems.283 Der Umgang mit
fungalen Cytochromen, wird in der Literatur als schwierig beschrieben, da sie unter anderem
instabil und geringe Expression zeigen.?®!l Weiterhin hat das Medium einen starken Einfluss auf
die Expression der Cytochrome.2831286 Proteinstrukturvorhersagen entsprechenden Enzyme
mit I-TASSER zeigen hydrophobe Seitenketten, wie es in der Abbildung[I7] an dem Enzym
CDM31318, exemplarisch dargestellt wurde.

Die dafiir notwendige hydrophobe Seitenkette, kann spiitestens bei der Reinigung mit einer Ni?*-
Saule, welche im wissrigen Medium stattfindet, agglomerieren. Das bisher einzige, 16sliche,
fungale Cytochrom, ist P450nor, welches denitrifiziert. 288l

Eine Anlagerung der hier exprimierten Proteine an die Zellwand, konnte eine Ursache fiir
das Fehlen der Enzyme im SDS-PAGE Gel sein. Um diese Moglichkeit zu tiberpriifen wurde

nach der Expression der jeweiligen Oxidationsenzyme die Zellwand mithilfe von Ultraschall
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Abbildung 17: Proteinstruktur Vorhersage mit [-TASSER (A).287] Hierbei handelt es sich um
CDM31318 (Oxidation of non-activated hydrocarbons, 61 kDa) und der hydrophobe Anker ist
hierbei gut erkennbar. Die hydrophoben Aminoséuren sind rot geféarbt (B).

aufgebrochen. Zu diesen Zellen wurde das vorher, durch die Aristolochensynthase gebildete
Aristolochen, zugegeben und die Zellen damit inkubiert. Eine Umwandlung des Aristolochen zu
dessen oxidierten Produkten, konnte nach Extraktion und GCMS-Analyse nicht nachgewiesen

werden.

Versuche, die hydrophobe Ketten, welche fiir die Membranverankerung verantwortlich sind,
vorher zu entfernen, sind nur in wenigen Fillen erfolgreich.2®? Ein weiterer Faktor ist, dass

die membrangebundene Interaktion mit den Redoxproteinen entscheidend fiir die Aktivitét der
Cytochrome ist.[2202911

Da es bei den Biosynthesen um diese bisher noch unbekannte Aktivitéit ging, wurde von einem
Abspalten der hyrophoben Kette abgesehen. Eine Losungsmoglichkeit ist der Wechsel von E.

coli, zu fungalen Organismen wie S. cerevisiae!?812°2 und A. oryzae.

Der in Japan in der Kiiche®? und im Labor#2%! hiufig genutzte Pilz A. oryzae ist eine
Moglichkeit zur Expression von Cyrochromen. Dessen Genprofil zeigt einen geringen Metabo-

litenhintergrund und ist somit ideal fiir die Untersuchung von Biosynthesewegen. 2272981

Die hierfiir genutzten Plasmide pTAex32% und pAde AB%301 k5nnen nicht die gewiinschten
Gene, mittels homologer Rekombination in S. cervisiae, einbauen. Der Grund dafiir ist, dass

diese Plasmide nicht den dafiir notwendigen Uracil-produzierenden Abschnitt besitzen.

Deswegen wurde die Seamless Ligation Cloning Extract (SLiCE) Methode®? angewendet. In
dieser wird eine, in vitro- Rekombinationsreaktion mit dem bakteriellen Zellextrakt genutzt, um
das offene Plasmid mit dem cDNA-Intron zu erweitern. Hierbei gelang es folgende Plasmide

darzustellen:
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E. coli BL21-pTAex3-CDM31314

E. coli BL21-pTAex3-CDM31316

E. coli BL21-pAdeA-CDM31314

E. coli BL21-pAdeA-CDM31314+CDM31316

E. coli BL21-pAdeA-CDM31314+CDM31316 hat beide Genabschnitte auf dem Plasmid. Da-
zu wurden, ausgehend von E. coli BL21-pTAex3-CDM31314 und E. coli BL21-pTAex3-
CDM31316, mittels PCR, die beiden Gene so modifiziert, dass ein homologer Genabschnitt
von pTAex3 zwischen Beiden ist. Eine Verkniipfung mittels PCR, wie es in der Literatur be-
schrieben ist,?%?! gelang nicht. Eine doppelte, homologe Rekombination mit der SLiCE Technik

war erfolgreich.

Die Erfolgsrate bei der SLiCE Methode, wird verglichen zu dem HD In-Fusion Kit der Firma
Takara, in der Literatur®®?! bei etwa 30 % angegeben. Die oben genannten Plasmide, konnten
erst nach vielen Versuchen dargestellt werden. Fiir das geplante Experiment fehlten nur noch die
Aristolochensynthase (pTAex3-CDM31315) und die Chinone Oxidase (pAdeA-CDM31316).
Hierbei sollte die Aristolochensynthase in der Zelle Aristolochen produzieren und in Kombina-
tion mit der Short Chain Dehydrogenase(pAdeA-CDM31314) die erste Oxidation durchfiihren.
Mittels der Chinone Oxidase (pAdeA-CDM31316), sollte die Ketogruppe dargestellt werden.
In Kombination (pAdeA-CDM31314+CDM31316) dieser beiden Produkte, sollte der Alkohol
133 detektiert werden.

Einen wichtigen Hinweis, gibt die vorgeschlagene Biosynthese der Chloreremofortine (Schema
. Hierbei wird allylisch, zweimal zum Dialkohol 431, hydroxyliert. Einer der Alkohole wird
anschlieBend, durch die Chinone Oxidase, zur Ketogruppe oxidiert. Nach der Eliminierung
von Wasser, entsteht Dienon 432. Eine zweite allylische Oxidation, sollte, den in der PR Toxin
Biosynthese beschriebene Alkohol 133 (Schema , darstellen.

Daneben isolierte die Gruppe SORENSENE® et al. aus P. roqueforti DAOM, weitere Metabolite
(Schema(75). Auch hier zeigt der Alkohol 433 die gleiche Struktur wie Alkohol 274 (Schema43).
Ester 434 besitzt im Gegensatz zu den Biosynthesen von HipaLGo!22%57lez al., DickschuaT!!58
et al. und Wul2™ et al. keine dritte Doppelbindung. Inwieweit der Ester 434 mithilfe der
im Gencluster enthaltenen Enzyme dargestellt werden kann, gibt wichtige Hinweise auf die

Biosynthese. Dienon 435 ist mit diesen Biosynthesen allerdings im Einklang.

Durch das Fehlen der beiden Plasmide (pTAex3-CDM31315 und pAdeA-CDM31316) wurde
nur Plasmid pTAex3-CDM31314 in Aspergillus oryzae eingebracht.
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OH
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433 434 435

Schema 75: Isolierte Metabolite aus P. roqueforti DAOM.%

Das Enzym CDM31314 (Short Chain Dehydrogenase), wurde durch den Promotor der Taka-
Amylase AP (Stirke), induziert. Zu diesem Pilz wurde mittels E. coli, dargestelltes Aris-
tolochen zugegeben und inkubiert. Eine Extraktion und Injektion in das GCMS zeigte keine
Produktbildung. Die Zellaufnahme und die geringe Menge an Aristolochen, konnen der Grund

dafiir sein.

SchlieBlich soll kurz auf das unbekannte Protein CDM31320 (DUF3237) eingegangen werden.
In dieser Enzymklasse, gibt es zwei Publikationen%5%" jiber eine intramolekulare Hydroalk-
oxylierung (Schema . Bei der Gruppe von Gaol®"”! et al., greift eine phenolische Alkohol-
gruppe die Doppelbindung im Phenol 436 an und bildet nach Protonierung den Furanring (437).
Bei TakanasHIPY ¢ g/, hingegen, findet eine Offnung der Ethergruppe 438 durch Decar-

boxylierung statt (Schema[76)). Es wurde versucht, diese Beobachtungen, auf die Biosynthese

Schema 76: Mechanistische Vorschlige der Gruppen Gao"! et al. (A) und TakaHASHIPY o7
al. (B) zu der DUF3237 Klasse.

von PR Toxin zu libertragen. Die einzige, enolische Position kann nur die Carbonylfunktion
sein. Die exozyklische Doppelbindung kann, wie auch im gleichen Mechanismus der Gruppe
Gao et al. vorgeschlagen, einen Furanring (442) bilden. Das relativ kleine Enzym von 35 kDa
kann mit dem Cytochrom und dessen Redoxfaktor, erst den Furanring 6ffnen, ein Hydrid dabei
aufnehmen und die allylische Doppelbindung 443 bilden. Die Epoxidation mit dem Cytochrom
liefert den Naturstoff Eremofortin C (22) (Schema[77).

Die im Schema|/7|dargestellten Reaktionen bleiben bis zur vollstdndigen Charakterisierung
der Enzyme aber nur eine Hypothese. Dass aber der Furanring eine wichtige Rolle in der
Biosynthese der Eremofortine spielen kann, zeigen zwei Publikationen der Gruppen Liu%

T[309]

et al. und LIFFER et al.. In der ersten wird auch eine Oxidation von 445 zu 446 und eine
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Schema 77: Vorschlag einer mechanistischen Rolle von dem unbekannten Protein CDM31320
(DUF3237), analog zum Schema

Acetalisierung zum Furanring 447, postuliert. Bisher konnten aber nur die Verbindung 445 und
Periconianone C (447) isoliert werden. Das Intermediat 445 dhnelt dem Naturstoff Eremofortin

C (22), wobei ein Epoxid im Eremofortin C, anstelle des quartiren Alkohols vorliegt.

Ausgehend von diesen Ergebnissen, entwickelte die Gruppe LiFrerT et al., eine Furan-Shuffling
Hypothese zum Naturstoff Microsphaeropsisin B (448) (Schema [78)). In beiden Fillen sind
bisher keine Enzyme oder Gencluster bekannt. Daher miissen diese Hypothesen, wie auch
der, in dieser Arbeit vorgeschlagene Mechanismus, mittels Enzymcharakterisierung bestatigt

werden.

A OH OH
\OH _
—_— —_— —_— L
| OH
- A . , . o
o™ Ey o™ o 0™ o S L
444 445 446 447
B OH OH
- ¢} - 8
o OH o OH%
448

447

Schema 78: Die Gruppe Liu et al. konnten unter anderem die Verbindungen 444 und 447 iso-
lieren. Ihr Biosynthesevorschlag?’®l (A) wandelt Dialkohol 444, mittels Pinacol-Umlagerung,
zu Diketon 445 um. Hydroylierung zum zweiten postulierten Intermediat 446 und Acetylierung
liefert, den isolierten Naturstoft 447. Der von der Gruppe Liu et al. isolierte Naturstoff Perico-
nianone C 447, soll mittels einer Furan-Umwandlungs Hypothese®! von LirrerT et al., in den
Naturstoff Microsphaeropsisin B 448 umgewandelt werden.
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6.1 Zusammenfassung der Versuche zur Aufklarung der
Biosynthese

Fungale mRNA konnten aus dem Pilz P. roqueforti, welcher im CM-Fliissigmedium gewachsen
war, gewonnen werden. Die Reinigung und Trennung in Zellmembran, Proteinen und DNA
konnte mithilfe einer Sdulenchromatographie der Firma Qiagen durchgefiihrt werden. Restliche
DNA wurde mithilfe von DNAse entfernt. Ein Ausfillen mit 70 % Ethanol, konnte die, in der

Losung enthaltenen Proteine, entfernen.

Die nun saubere mRNA, wurde mit Hilfe der reversen Transkriptase, in cDNA umgesetzt.
Die RNAse H, kann, den dabei entstechenden mRNA-CDNA Hybrid, von der mRNA befreien.
Fiir den Einbau der cDNA in das pYE-Express-Plasmid, wurden, mit Hilfe von PCR, die
entsprechenden Homologie-Arme angebracht. Hierbei konnten die E. coli Stamme mit den
Plasmiden pYE-Express-CDM31315, pYE-Express-CDM31316, pYE-Express-CDM31317,
pYE-Express-CDM31318, pYE-Express-CDM31319 und pYE-Express-CDM31322 kreiert
werden. Die Expression mit IPTG war nur bei der Aristolochensynthase erfolgreich. Mehrere
Optimierungsversuche fiir die tibrigen Konstrukte schlugen fehl. Da die entsprechenden Enzyme
membrangebunden sind und somit nicht in E. coli exprimierbar oder aufreinigbar sind, sollte
die cDNA in den Pilz A. oryzae eingebracht werden. Die SLiCE-Cloning Methode konnte
dabei folgende Plasmide in E. coli generieren: pTAex3-CDM31314, pTAex3-CDM31316,
pAdeA-CDM31314 und pAdeA-CDM31314+CDM31316. Die fehlenden Plasmide pTAex3-
CDM31315 und pAdeA-CDM31316 konnten nicht erzielt werden.

Der Einbau von pTAex3-CDM31314 in A. oryzae und die Inkubation des Konstrukts mit
Aristolochen, fiihrte nicht zu detektierten Produktbildung.
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8 EXPERIMENTALTEIL

8 Experimentalteil

8.1 Genereller Teil
8.1.1 Chemikalien

Chemikalien wurden von den folgenden Herstellern erworben:
* ABCR Karlsruhe

* Acros Organics, Geel

Carbolution. St. Ingbert

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis

TCI, Antwerpen

VWR, Radnor

Ein Losungsmitteltrockensystem MB SPS-800 (MBraun) wurde fiir folgende trockene Losungs-

mittel genutzt:
* Acetonitril
* Dichloromethan
* Diehtylether
* Ethanol

Tetrahydrofuran wurde iiber Natrium getrocknet und vor der Verwendung destilliert. Losungs-
mittel zur Extraktion und Saulenchromatographie (Cyclohexan, Ethylacetat und Diethylether)

wurden vor der Verwendung destilliert.

8.1.2 Temperaturkontrolle

Raumtemperatur (RT) wurde bei 23 °C definiert. Hohere Temperaturen wurden mithilfe von
Heizplatten und einer Olwanne erlangt. Die Temperatur in den Prozeduren wurde im Olbad
gemessen. Tiefere Temperaturen wurden mit einem Eisbad (0 °C) oder mit fliissig Stickstoff

erzielt.
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8.1.3 Chromatographie

Fiir die analytische Diinnschichtchrographie (DC) wurden mit Kieselgel 60 F,s4 beschichtete
Platten (0.2 mm SiO,, Machery-Nagel) genutzt. Zur Visualisierung wurde UV Licht (A =254 nm)
und Molybdatophosphorsidurelosung (1 g Molybdatophosphorsaure in 200 mL Ethanol) genutzt.
Siulenchromatographie wurde mit Kieselgel (PorengréBe 60 A, 40 um-63 pum) von Merck durch-
gefiihrt.

8.1.4 GC/MS und GC/MS-QToF

Fiir die GC/MS Analyse wurde ein Agilent (Santa Clara, CA, USA) 7890B GC mit einer
HP5-MS Quarzglas Kapillaren Saule (Ldnge: 30 m, Innerer Durchmesser: 0.25 mm, Filmdicke:
0.50 pm) und ein 977A Massendetektor genutzt.

8.1.4.1 GC-Parameter fiir GC/MS:

* Inletdruck 77.1kPa
* Helium Fluss 23.3mL min™!
* Injektionsvolumen 1uL

* Temperaturprogramm:

- Start: 50°C for 5 min
— Ansteigrate: 5°Cmin~! bis 320°C
— Ventilzeit: 60s

» Trigergas: Helium Fluss 1.2 mL min~!

8.1.4.2 MS-Parameter fiir GC/MS:

* Quellentemperatur 230°C
» Ubertragungsleitung 250°C
* Quadrupol 150°C
* Elektronenenergie 70eV
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Eine homologe Serie von N-Alkanen (C7-C40) wurde genutzt um die Retentionsindizes zu
bestimmen. Fiir die GC/MS-QToF Analyse wurde ein Agilent (Santa Clara, CA, USA) 7890B
GC mit einer HP5-MS Quarzglas Kapillaren Sdule (Lange: 30 m, Innerer Durchmesser: 0.25 mm,

Filmdicke: 0.50 um) und einen 7200 accurate-mass QToF detector (Agilent)-Massendetektor

genutzt.

8.1.4.3 GC-Parameter fiir GC/MS-QToF:

Inletdruck

Helium Fluss

Injektionsvolumen

* Temperaturprogramm:
- Start:

— Ansteigrate:

— Ventilzeit:

Tragergas: Helium Fluss

8.1.4.4 MS-Parameter fur GC/MS-QToF:
* Quellentemperatur
e Ubertragungsleitung
* Quadrupol

* Elektronenenergie

83.2 kPa
24.6 mL min~!

1uL

50 °C for 5 min
5°Cmin~! bis 320°C
60s

1 mL min™!

230°C
250°C
150°C

70eV

Eine homologe Serie von N-Alkanen (C7-C40) wurde genutzt um die Retentionsindizes zu

bestimmen.

8.1.5 Kernspinresonanz Spektroskopie (NMR)

Fiir NMR-Messungen wurden folgende Instrumente genutzt:

* Bruker Avance I (400 MHz)
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* Bruker Avance I (500 MHz)
* Bruker Avance III Prodigy (500 MHz)
* Bruker Avance III HD Cryo (700 MHz)

Folgende Losungsmittelsignale wurden als Referenz genutzt:

8.1.5.1 'H-NMR

dcpel, = 7.24 ppm; 0p,0 = 4.65 ppm; Oc,p, = 7.27 ppm

8.1.5.2 '3C-NMR
dcper; = 77.0 ppm; 6¢ip, = 128.0 ppm
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8.2 Molekularbiologie
8.2.1 Kulturmedien and Puffer

8.2.1.1 CM-Medium!®19

* Pepton 75¢

* Hefeextrakt 10.0g
* MgSO, x 7 H,0 100g
* NajCitrat 30g

* KC1 20¢g

* NaCl 150.0g
* 4.98 % FeSO4x 7 H,O 1.0mL
* Agar 200¢g
* Destilliertes Wasser 1.0L

* pH 7.4 (NaOH)

8.2.1.2 LB-Mediumi3'!l

* Trypton 100g
* Hefeextrakt 50¢g
* NaCl 100g
* Agar 200¢g
* Destilliertes Wasser 1.0L
* pH7.0

8.2.1.3 SM-URA-Medium
* Yeast nitrogen base 425 mg

* Ammoniumsulfat 1.25¢g
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Glukose

Nutritional supplement minus uracil

Agar

Destilliertes Wasser

8.2.1.4 Czapek-Dox-Mediumi312l

Saccharose

NaNO;

K,S0,

MgSO,

KCl

Agar

Destilliertes Wasser

pH 7.3

8.2.1.5 Bindungspuffer

Na,HPO,
NaCl
Imidazol
MgCl,

pH7.4

8.2.1.6 Elutionspuffer

Na,HPO,
NaCl

Imidazol

128

50¢g
192.5mg
Sg

250 mL.

30g

1.0g
05¢g
05¢g
15¢

1L

20 mm
500 mm
20 mm

1 mm

20 mm
500 mm

500 mm



8 EXPERIMENTALTEIL

* MgCl, I mm

* pH7.4

8.2.1.7 Inkubationspuffer

* Tris/HCl 50 mm
* MgCl, 10 mm
* Glycerol 20 %
* pHS8.2

8.2.1.8 TF Buffer 0 fur Protoplast
* Maleinsdure 1.16 g (Final 50 mm)
¢ Destilliertes Wasser 200 mL

* pH 5.5 (1 m NaOH)

8.2.1.9 TF Buffer 1 fir Protoplast

* Yatalase 0.1 g (Final 10 mgmL™)
* (NH4),SO,4 0.79 g (Final 0.6 mm)
* TF Buffer 0 10 mL

8.2.1.10 TF Buffer 2 for Protoplast

e Sorbitol 0.1 g (Final 10 mgmL™")
* CaCl,-2H,0 0.79 g (Final 0.6 mm)

* 1™ Tris-HCl pH 7.5 4 mL (Final 10 mm)

e NaCl 0.82 g (35 mm)

* Destilliertes Wasser 100 mL
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8.2.1.11 TF Buffer 3 fiur Protoplast
* PEG 4000 60 g (Final 60 %)
e CaCl,-2H,0 0.74 g (Final 50 mm)

1 M Tris-HCI pH 7.5

1 mL (Final 10 mm)

* Destilliertes Wasser 100 mL
8.2.1.12 CD-Starke

* NaNO; 30¢g

* KCl 20¢g

* Polypepton 100g

* MgSO,-7Hy 05¢g

* KH,PO, 10g

* FeSO,4-7H,0 0.02¢g

* Stiarke 20¢g

* Destilliertes Wasser 1L

pH 5.5

Medien und Puffer wurden gemischt und bei 120 °C fiir 20 min autoklaviert.

8.2.2 RNA-Isolation und Reverse Transcriptase

Penicilium roqueforti wurde in dem CM-Medium fiir fiinf Tage wachsen gelassen. Danach
wurde das Medium gefiltert und der verbliebenen Pilz wurde mit 0.9 % NaCl Losung gewaschen.
Der Pilzpellet wurde vollstindig mit Papiertiichern getrocknet. Fiir die folgenden Stufen wurden
die folgenden Produkte mit ihren jeweiligen Prozeduren genutzt: RNA-Isolation (RNAeasy Plant
Mini Kit (Qiagen)), DNA-Verdau (DNase I (NEB)) und Reverse Transcriptase (SuperScript®III
Reverse Transcriptase (Invitrogen)).
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8.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fiir die Multiplikation der DNA wurde die QS®High-Fidelity DNA Polymerase (New England
Biolabs) genutzt. Die dazugehorigen Primer sind in der Tabelle 0]

* cDNA-Templat x pul (~ 500 ng)
* Vorwirtsprimer SuL

* PRiickwirtsprimer SuL

* Q5S®DNA-Polymerase 1uL

* Q5®Puffer 10 uL

* ANTP-Mix SuL

* Wasser 24-x ul

* Gesamt 50 uL

Fiir die PCR wurde die Mischung in vier verschiedenen Behilter in den PCR- Thermozykler

mit einem Temperaturgradienten verteilt. Die PCR-Bedingungen waren:
* Anfangsdenaturation 98 °C fiir 5 min

» Zyklischer Prozess (30 Mal):

— Schmelzen 98 °C fiir 10s

— Annealing 70°C fiir 30's

— Verlidngerung 72 °C fiir 30's
* Finale Verlangerung 72 °C fiir 5 min

Fiir die bei der homolgen Rekombination in Hefe notigen, verldngerten DNA Bausteine wurde

die gleiche Prozedur mit den Primern aus der Tabelle 9] genutzt.

Jede PCR wurde mithilfe einer Gelelektrophorese (160 V fiir 30 min) im Vergleich zu einer
DNA-Leiter (1kbp-DNA ladder, Carl Roth) kontrolliert. Das dafiir notige Agarosegel wurde
mit den folgenden Bedingungen dargestellt: Agarose Broad Range (1 g) in 100 mL von 1 x
TAE-Puffer wure in einer Mikrowelle erhitzt und 10 uL Ethidiumbromid hinzugefiigt und in
den entsprechende Behilter tiberfiihrt. Das erfolgreiche PCR-Produkt wurde mithilfe des PCR-
clean-up-Kit (Wizard SV Gel und PCR Clean-up System von Promeag Wisconsin) gereinigt.
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8.2.4 Primer fir die PCR

Fiir die Multiplikation der cDNA wurden die Primer der Tabelle 0] genutzt. Zur Verldngerung
dieser Produkte mit den Homologie-Arme sind auch in der Tabelle [9] genannt.

* Fir pYE-Express-CDM31315: cDNA (Eintrag 7, 8) und fiir die Homologie-Arme (Eintrag
28, 29) in der Tabelle[9]

* Fiir pYE-Express-CDM31316: cDNA (Eintrag 9, 10) und fiir die Homologie-Arme
(Eintrag 30, 31) in der Tabelle 9]

* Fiir pYE-Express-CDM31317: cDNA (Eintrag 11, 12) und fiir die Homologie-Arme
(Eintrag 32, 33) in der Tabelle 9]

* Fiir pYE-Express-CDM31318: ¢cDNA (Eintrag 13, 14) und fiir die Homologie-Arme
(Eintrag 34, 35) in der Tabelle 9]

* Fiir pYE-Express-CDM31319: cDNA (Eintrag 15, 16) und fiir die Homologie-Arme
(Eintrag 36, 37) in der Tabelle 9]

* Fiir pYE-Express-CDM31322: ¢cDNA (Eintrag 21, 22) und fiir die Homologie-Arme
(Eintrag 42, 43) in der Tabelle 9]

Fiir die Bildung der Plasmide pTAex3 und pAdeA wurden die Primer der Tabelle [9] genutzt.
Weitere Informationen werden im Abschnitt Seamless Ligation Cloning Extract (SLiCE) ge-

nannt.

Tabelle 9: Primerliste die in dieser Arbeit genutzt wurden. Die Namen der Primer sind in
Analogie zu den Genen in den Organismen P. chrysogenium und P. roqueforti.

Eintrag | Name Box | Sequenz
1 | EDOO1f XM_002557423 11C7 | ATGGCTGTGGACACAGAAAAGG
2 | EDOO1r_XM_002557423 11C8 | CTAATCTCTCCTTATTATGGTGGG
3 | ED0O02f _XM_002557424 11C9 | ATGGGCTCATATACCGAACCCC
4 | EDO02r_XM_002557424 11D1 | TCATGGGATGGCGTCCGGC
5 | EDOO3f_XM_002557425 11D2 | ATGGGTTTGGCCGTAGCCAAAGC
6 | EDOO3r_XM_002557425 11D3 | CTAACCATTAAGGACAGCACCCACC
7 | ED0O04f KCO013361 11D4 | ATGGCCAATCCGCTCATTAGTAATCACATTGG
8 | ED004r_KC013361 11D5 | CTACTCTGACAAGTTCAACATCTTGAGAGACAAATCC
9 | EDOO5f_1.05193 11D6 | ATGGCTACCTCAACAGAAACC
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Tabelle 9: Primerliste die in dieser Arbeit genutzt wurden. Die Namen der Primer sind in
Analogie zu den Genen in den Organismen P. chrysogenium und P. roqueforti.

Eintrag | Name Box | Sequenz

10 | EDOO5r_1.05193 11D7 | TTAGTTGTAGCGACGCGTGG

11 | EDOO6f _KC013362 11D8 | ATGCTTTCTCTTAAAGCTTTTTTGGCC

12 | ED0OO6r_KC013362 11D9 | TCATGCTGGGCTGTTGATGAGC

13 | EDOO7f KC013363 11E1 | ATGATTCCCCGATGGCAGCC

14 | EDO07r_KC013363 11E2 | CTACCTGAAGTCTGCTGTAGC

15 | EDOO8f_ XM_002557430 11E3 | ATGGCCGTGATCTTCTCCTCTTCTGC

16 | EDOO8r_ XM_002557430 11E4 | TCAGGCCTTTAGACGTCTTTTTAAGAGC

17 | EDO09f_XM_002557431 11E5 | ATGGACGCCTCAAAGTTGCCTCTGG

18 | EDO09r_XM_002557431 11E6 | CTAGCCAGTCTTGACGTCTGTCCG

19 | EDO10f_XM_002557432 11E7 | ATGATACCGCTTCGGTGCAGCTCC

20 | EDO10r_XM_002557432 11E8 | TCAGAGGCAATCGAAGGTCTGAGG

21 | EDO11f_XM_002557433 11E9 | ATGTACGAGCTACAACAACATCGAAGG

22 | EDO13f XM_002557423 16B6 | GGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGG
AAGTGGCTGTGGACACAGAAAAGG

23 | EDO13r_XM_002557423 16B7 | TCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTC
GAGTCTAATCTCTCCTTATTATGGTGGG

24 | EDO14f XM_002557424 16B8 | GGCAGCCATATGGCTAGCATGACT
GGTGGAATGGGCTCATATACCGAACCCC

25 | EDO14r_XM_002557424 16B9 | TCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG
CTCGAGTTCATGGGATGGCGTCCGGC

26 | EDO15f XM _002557425 16C1 | GGCAGCCATATGGCTAGCATGACT
GGTGGAATGGGTTTGGCCGTAGCCAAAGC

27 | EDO15r_XM_002557425 16C2 | TCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG
CTCGAGTCTAACCATTAAGGACAGCACCCACC

28 | EDO16f_KC013361 16C3 | GGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGG
TGGAATGGCCAATCCGCTCATTAGTAATCACATTGG

29 | EDOl16r_KC013361 16C4 | TCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTCT
ACTCTGACAAGTTCAACATCTTGAGAGACAAATCC

30 | EDO17f_L05193 16C5 | GGCAGCCATATGGCTAGCAT
GACTGGTGGAATGGCTACCTCAACAGAAACC

31 | EDO17r_L05193 16C6 | TCTCAGTGGTGGTGGTGGT
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Tabelle 9: Primerliste die in dieser Arbeit genutzt wurden. Die Namen der Primer sind in
Analogie zu den Genen in den Organismen P. chrysogenium und P. roqueforti.

Eintrag | Name Box | Sequenz
GGTGCTCGAGTTTAGTTGTAGCGACGCGTGG
32 | EDO18f _KC013362 16C7 | GGCAGCCATATGGCTAGCATGACT
GGTGGAATGCTTTCTCTTAAAGCTTTTTTGGCC
33 | EDO18r_KC013362 16C8 | TCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGT
GCTCGAGTTCATGCTGGGCTGTTGATGAGC
34 | EDO19f_KC013363 16C9 | GGCAGCCATATGGCTAGCA
TGACTGGTGGAATGATTCCCCGATGGCAGCC
35 | ED019r_KC013363 16D1 | TCTCAGTGGTGGTGGTGGTG
GTGCTCGAGTCTACCTGAAGTCTGCTGTAGC
36 | EDO20f_ XM_002557430 16D2 | GGCAGCCATATGGCTAGCATGAC
TGGTGGAATGGCCGTGATCTTCTCCTCTTCTGC
37 | EDO20r_ XM_002557430 16D3 | TCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCT
CGAGTTCAGGCCTTTAGACGTCTTTTTAAGAGC
38 | EDO21f XM _002557431 16D4 | GGCAGCCATATGGCTAGCATGACT
GGTGGAATGGACGCCTCAAAGTTGCCTCTGG
39 | EDO21r_XM_002557431 16DS5 | TCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGT
GCTCGAGTCTAGCCAGTCTTGACGTCTGTCCG
40 | ED022f XM_002557432 16D6 | GGCAGCCATATGGCTAGCATGACT
GGTGGAATGATACCGCTTCGGTGCAGCTCC
41 | ED022r_XM_002557432 16D7 | TCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGT
GCTCGAGTTCAGAGGCAATCGAAGGTCTGAGG
42 | ED023f_XM_002557433 16D8 | GGCAGCCATATGGCTAGCATGACT
GGTGGAATGTACGAGCTACAACAACATCGAAGG
43 | ED023r_XM_002557433 16D9 | TCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGT
CTATCTATGGGTTGCAAATCTAGTAAACTCTGC
44 | Spel-pAdeA-F 19G6 | GAGGAACTAGTTCATGGTGTTTTGATCATTTTAA
45 | Spel-pAdeA-R 19G7 | GACCATACTAGTTTCCGTTCCTTTGCTTTCTGC
46 | ED026f 1.05193 19G8 | AGCAAGCTCCGAATTCATGGCTACCTCAACAGAAACC
47 | ED026r_1.05193 19G9 | ACTACAGATCCCCGGGTACCTTAGTTGTAGCGACGCGTGG
48 | ED024f KC013361 1712 | AGCAAGCTCCGAATTCATGGCCAAT

CCGCTCATTAGTAATCACATTGG
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Tabelle 9: Primerliste die in dieser Arbeit genutzt wurden. Die Namen der Primer sind in
Analogie zu den Genen in den Organismen P. chrysogenium und P. roqueforti.

Eintrag | Name Box | Sequenz

49 | ED024r_KC013361 1713 | ACTACAGATCCCCGGGTACCCTACTCT
GACAAGTTCAACATCTTGAGAGACAAATCC

50 | ED025f_KC013362 1714 | AGCAAGCTCCGAATTCAT
GCTTTCTCTTAAAGCTTTTTTGGCC

51 | EDO25r_KC013362 1715 | ACTACAGATCCCCGGGTACCTCA
TGCTGGGCTGTTGATGAGC

52 | InF-pAdeA-F 1912 | CAGGTCGACTCTAGACGACTCCAATCTTCAAGAGC

53 | InF-pAdeA-R 1913 | AGTAGATCCTCTAGAGTAAGATACATGAGCTTCGG

54 | InF-linker-F1 1914 | GCTCGCGAGCGCGTTCCACTGCATCATCAGTCTAG

55 | InF-linker-R1 19I5 | AACGCGCTCGCGAGCAAGTACCATACAGTACCGCG

8.2.5 Homologe Rekombination in Hefe

Fiir die homologe Rekombination wurden die PCR Produkte mit den Homologie-Armen zu der
Hefe Saccharomyces cerevisiae FY 834 mit dem pYE-Express shuttle Vector, welcher zuvor
mittels Verdau (HindIII and EcoRI) linearisiert wurden, zugegeben. Nach der Homologen
Rekombination wurde die Hefe fiir drei Tage bei 28 °C auf SM-URA Platen wachsen gelassen.
Nach dem Ernten der Hefe, wurde die Plasmid-DNA mit Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep II
kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA) extrahiert. Dieses Plasmid wurde in E. coli BL21(DE3)
elektrokompetente Zellen eingebracht. Diese wurden auf LB-Agar-Platten bei 37 °C {iber Nacht
kultiviert. AnschlieBend wurde eine Einzelkolonie in LB-Medium (6 mL) mit Kanamycin
(50 gmL™!) iiberfiihrt. Diese wurde fiir 24 h bei 37 °C wachsen gelassen. Mit dem PureYield
Plasmid Miniprep System (Promega Corp., Madison, WI, USA) wurde die Plasmid-DNA
isoliert. Mithilfe eines analytischen Verdaus und mit DNA-Sequenzierung wurde die Richtigkeit

tiberpriift.

8.2.6 Kultivierungsbedingungen

Fiir die Kultivierung der E. coli BL21(DE3), welche die pY E-Express-Plasmide mit den entspre-
chenden PCR Produkt enthielten, wurde eine Vorkultur in LB-Medium (6 mL) mit Kanamycin
50 mg L") iiber Nacht wachsen gelassen. Nach Impfung (1/1000) durch diese Vorkultur wurde
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das neue LB-Medium, welches auch Kanamycin (50 mg L™!) enthielt, bis zu einem ODg = 0.4

wachsen gelassen.

An diesem Punkt wurden die Kulturen auf 18 °C gekiihlt und eine wissrige Isopropyl-8-D-1-
thiogalactopyranosid (IPTG) Losung (400 mm, 1/1000) hinzugegeben. Die Kulturen wurden
tiber Nacht bei dieser Temperatur geschiittelt und anschlieBend zentrifugiert (5000 x g, 40 min,
4°C). Der Uberstand wurde entsorgt und die verbliebenen Zellen im Bindungspuffer bei 4 °C
resuspendiert. Nach der Behandlung mit Ultraschall (50 % Leistung, 5 x 1 min) in Eis, wurden
die Zellen zentrifugiert (5400 x g, 3 x 7 min, 4 °C). Nach einer Filtration wurde die in der
16sliche Fraktion enthaltenen Enzyme mit einer Ni**-NTA- Affinititschromatographie-Siule

(Ni-NTA superflow, Qiagen, Venlo, Netherlands) gereingt.

Die Enzymfraktionen wurden mithilfe von Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophor-
ese (SDS-Page) analysiert. Die Aristolochencyclase wurde verdiinnt mit Inkubationspuffer und
zu dieser Losung wurde eine Farnesylpyrophosphat-Losung (FPP) (1 mg in 2 mL NH;HCO;-
Losung 25 mm) tropfchenweise zugegeben. Nach 4 h bei 28 °C wurde die Losung mit n-Hexan
(3 x 1 mL) extrahiert. Mit MgSO, wurde diese Losung getrocknet und dann in die GCMS

injektiert.

8.2.7 Seamless Ligation Cloning Extract (SLiCE) Rekombinationsmethode

Die SLiCE-Rekombinationsmethode wurde nach der Methode von Zuang2%2!

et al. publizierten
Methode durchgefiihrt. Die hierbeit genutzten Plasmide waren pTAex3, pAdeA. Die entspre-
chenden PCR-Produkte wurden mit den Primern aus der Tabelle [ modifziert. Hierbei gelang

es folgende Plasmide darzustellen:

* Fir pTAex3-CDM31314 wurden die Primer (Eintrag 48, 49) und das geschnittene Plasmid
pTAex3 genutzt.

Fiir pTAex3-CDM31316 wurden die Primer (Eintrag 46,47) und das geschnittene Plasmid
pTAex3 genutzt.

Fir pAdeA-CDM31314 wurden die Primer (Eintrag 44, 45) und das geschnittene Plasmid
pAdeA genutzt.

Fiir pAdeA-CDM31316 wurden die Primer (Eintrag 44, 45) und das geschnittene Plasmid
pAdeA genutzt.

Fir pAdeA-CDM31314+CDM31316 wurden die Primer (Eintrag 52, 53, 54, 55) und das
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geschnittene Plasmid pAdeA genutzt.

8.2.8 Verdau der Plasmide

8.2.8.1 Verdau des pYE-Express-Plasmids

* Ungeschnittener Vektor 25uL (~ 100ng/L)
* Puffer 4 4 uL

* BSA 0.4 uL

* EcoRI 1.5uL

* HindIII L.5uL

e sdH,O 7.6 uL

Nach dem Durchmischen der Losungen, wurde diese bei 37 °C fiir 60 min inkubiert. Anschlie-
Bend erfolgt die Kontrolle mittels Gelelektrophorese (160 V fiir 30 min) mit einer DNA-Leiter
(1 kbp-DNA ladder, Carl Roth). Das Agarosegel wurde folgendermallen dargestellt: Agarose
Broad Range (1 g) in 1 x TAE-Puffer (100 mL) wurde in einer Mikrowelle erhitzt und 10 uL
Ethidiumbromid hinzugegeben und in das entsprechende Gefal} iiberfiihrt. Der erfolgreiche
verdaute Vektor wurde mithilfe des PCR-clean-up-Kit (Wizard SV Gel and PCR Clean-up

System from Promega Wisconsin) gereinigt.

8.2.8.2 Verdau des pTaex3-Plasmids

* Ungeschnittener Vektor 25uL (~ 100ng/L)
 Puffer 4 4 uL

* BSA 0.4 L

* EcoRI 1.5uL

* HindIII 1.5uL

* sdH,O 7.6 uL

Durchfiihrung war analog zu dem Verdau des pYE-Express-Plasmids.
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8.2.8.3 Verdau des pAdeA-Plasmids

* Ungeschnittener Vektor 25 uL (~ 100ng/L)
* Puffer 4 4 uL

* BSA 0.4 uL

* EcoRI 1.5uL

* HindIII 1.5uL

e sdH,O 7.6 uL

Durchfiihrung war analog zu dem Verdau des pYE-Express-Plasmids.

8.2.9 Aspergillus oryzae

Puffer wurden vor Beginn der Arbeit hergestellt und autoklaviert. Aspergillus oryzae wurde
in einem Czapek-D-Glucose-Medium fiir drei Tage wachsen gelassen. Mithilfe eines Baum-
wollfilters wurde dieser vom Medium getrennt. AnschlieBend wurde es zu der TF-Puffer 1
Losung zugegeben und diese wurde bei 30 °C fiir 2 h inkubiert. Nach der Filtration, wurde diese
Losung zentrifugiert (2000 rpm, 10 min). Der entstandene Riickstand wurde mit TF-Puffer 2
(15 mL) gewaschen und zentrifugiert (2000 rpm, 10 min). Nach der Resuspension des Riick-
standes in TF-Puffer 2 (1 mL) wurde ein Aliquot (0.2 mL) entnommen. Zu diesem Aliquot
wurde Plasmid (20 uL.) hinzugegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Zu dieser Mischung
wurde zweimal TF-Puffer 3 (0.25 mL) zugegeben und jeweils vermischt. Zu dieser Losung
wurde nochmal TF-Puffer 3 (0.85 mL) zugegeben und wieder vermischt. Nach Inkubation fiir
20 min bei Raumtemperatur wurde TF-Puffer 2 (5 mL) zugegeben und die Losung zentrifu-
giert (2000 rpm, 10 min). Zu dieser Losung wurde TF-Puffer 1 (0.5 mL) zugegeben und auf
einem davor hergestellten Medium (1.5 % Agar 400 mL) verteilt. AnschlieBend erfolgt eine
Uberschichtung mit einem zweiten Medium (0.6 % Agar 50 mL). Diese Platten wurden bei
30 °C fiir drei Tage inkubiert. Zur Expression wurden Kolonien auf ein CD-Stiarke Medium

transferiert und fiir fiinf Tage wachsen gelassen.
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8.3 Synthetischer Teil (Erster Syntheseplan)
8.3.1 (3S,55)-2,3-Dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon

@) 0

ij/ Me,CuLi,Et,0 it(

2 203

Methyllithium (126 mL, 1.6 m in Diethylether 200 mmol, 3 eq) wurde zu einer Kupfer(l)iodid-
Suspension (19.0 g, 100 mmol, 1.5 eq) in Diethylether (400 mL) bei —20 °C zugegeben. Die
dabei entstehende klare Losung wurde bei —20 °C fiir fiinf Minuten geriihrt. Anschlieend
erfolgte eine Absenkung der Temperatur auf —80 °C und (S5)-Carvon (10 g, 66.6 mmol, 1 eq)
in Diethylether (133 mL) wurde tropfchenweise zugegeben. Diese Mischung taute auf —30 °C
auf. AnschlieBend erfolgte die Beendigung der Reaktion durch die Zugabe von einer gesit-
tigten Ammoniumchloridlosung. Diese Mischung wurde durch Celite gefiltert und das Filtrat
mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden mit einer gesittigten Natriumchlo-
ridlosung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter
verminderten Druck entfernt und der Riickstand mithilfe Sdulenchromatographie gereinigt.
(Cyclohexan:Ethylacetat; 20:1). m = 32.3 g (97 %)

"H-NMR (500 MHz, CDCLy): 6 (ppm) =4.82 (d, 2H, J = 21.0Hz), 4.73 (d, 2H, J = 21.0Hz),
2.65 (m,4H),2.36 (m,4H),1.94 (m,4H,1.84 (m, 6H), 1.72 (m, 3H), 1.11 (d, 3H, J = 5.3 Hz),
1.05(,3H, J = 6.6Hz), 1.00 (d, 3H, J = 6.7Hz), 0.85 (d, 3H, J = 7.2Hz). (Dateiname:
33t4a075.16)

3C-NMR (126 MHz, CDCl,): o (ppm) = 213.44, 212.91, 147.66, 146.95, 111.67, 109.72,
51.57,48.42,46.65,44.01,41.10,40.77,37.73,36.27,35.13, 34.94, 21.86, 20.56, 14.01, 13.13,
11.97. (Dateiname: 33t4a075.16)

DC (R¢, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.57.

IR (Diamant-ATR): ¥ [cm™!] = 2970 (m), 2930 (m), 2875 (m), 1738 (s), 1710 (w), 1645
(w), 1451 (w), 1374 (m), 1216 (m), 1160 (m), 1091 (m), 1082 (s), 891 (s), 527 (w), 570 (m).
(Dateiname: Methylcarvon)

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 167.1432 [M + H'], berechnet fiir C;;H;3OH: m/z 167.1430

GCMS (EI*,70 eV): m/z=167.1 (8.7 %), 166.1 (71.9 %), 151.1 (12.7 %), 124.1 (7.6 %), 123.1
(11.9 %), 122.1 (4.8 %), 111.1 (7.1 %), 110.1 (15.6 %), 109.1 (20.8 %), 107.1 (9.8 %), 98.1
(3.4 %), 97.1 (35.4 %), 96.1 (27.5 %), 95.1 (89.0 %), 93.1 (7.1 %), 91.1 (4.5 %), 83.1 (38.1 %),
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82.1 (25.7 %), 81.1 (21.1 %), 79.1 (8.9 %), 77.1 (5.2 %), 70.1 (19.7 %), 69.1 (100.0 %), 68.1
(43.4 %), 67.1 (74.9 %), 65.1 (4.8 %), 57.1 (5.6 %), 56.1 (17.1 %), 55.1 (38.8 %), 54.1 (4.3 %),
53.1(15.4 %), 43.1 (10.1 %), 42.1 (6.8 %), 41.1 (42.1 %), 40.1 (5.7 %), 39.1 (16.2 %). (ED0223)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 1251; 1272 (ED0223)

8.3.1.1 HPLC Parameter:

* System Ganymed+

¢ Eluent Methanol HPLCgrade (isokratisch)

* Flussrate 1.0mL

* Druck 63 bar

* Temperatur 25°C

e Siule DAICEL Chiralpak TA, 5 um, 250 x 4.6 mm

8.3.2 (28, 3S, 5S5)-2,3-Dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon
0 o]

ij/ 1) Me,CuLi,Et,0 ij:
\” 2) Phenylsalicilat W\

2 208

Methyllithium (13 mL, 1.6 m in Diethylether, 20 mmol, 3 eq)wurde zu einer Kupfer(I)iodid-
Suspension (1.9 g, 10 mmol, 1.5 eq) in Diethylether (45 mL) bei —20 °C zugegeben. Die dabei
entstehende klare Losung wurde bei —20 °C fiir fiinf Minuten geriihrt. AnschlieBend erfolgte
eine Absenkung der Temperatur auf —80 °C und (§)-Carvon (1.0 g, 6.7 mmol, 1 eq) in Diethy-
lether (15 mL) wurde tropfchenweise zugegeben. Diese Mischung taute auf —30 °C und wieder
auf —80 °C abgekiihlt. Mittels einer Teflon-Kaniile wurde diese Losung zu einer Phenylsalicylat-
Losung (5.7 g, 27 mmol, 4 eq) in Diethylether (45 mL), welche auch bei —80 °C gekiihlt wurde,
transferiert. Diese Mischung wurde auf Raumtemperatur aufgewédrmt und Essigsdure (1.5 mL,
27 mmol, 4 eq) wurde zugegeben. AnschlieBend erfolgte die Beendigung der Reaktion durch die
Zugabe von einer gesittigten Ammoniumchloridlosung. Diese Mischung wurde durch Celite
gefiltert. Das Filtrat wurde mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden mit

einer gesittigten Natriumchloridlosung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das
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Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt und der Riickstand sdulenchromatogra-
phisch gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 20:1). m = 410 mg (37 %)

"H-NMR (500 MHz, C¢Dq): 6 (ppm) = 4.68 (d, 2H, J = 30.0Hz), 2.37 (m, 2H),2.07 (m, 1
H),1.86 (m, 2 H),1.48 (s,3H),1.43 (m,2H),0.96 (d, 1 H, J = 10.0Hz),0.60 (d, 1 H, J = 6.7 Hz).
(Dateiname fiir (25, 3S, 55-2,3-Dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon: 47p51031.16 und
(2R, 35, 55)-2,3-Dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon: 47p5a033.16)

BC-NMR (126 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) = 209.55, 147.52, 109.43, 47.77, 46.31, 40.76, 37.51,
35.88, 20.10, 13.51, 12.00.

(Dateiname fiir (25, 35, 55)-2,3-Dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon: 47p51031.16, (2R,
38, 55)-2,3-Dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon: 47p5a033.16)

DC (Ry, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.57.

IR (Diamant-ATR): ¥ [cm™!] = 2970 (m), 2930 (m), 2875 (m), 1738 (s), 1710 (w), 1645
(w), 1451 (w), 1374 (m), 1216 (m), 1160 (m), 1091 (m), 1082 (s), 891 (s), 527 (w), 570 (m).
(Dateiname: Methylcarvon)

Drehwert (o, ¢ = 0.05 g/100mL, C¢Dg) = +7.8

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 167.1432 [M + H'], berechnet fiir C;;H;3OH: m/z 167.1430

GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 167.1 (8.7 %), 166.1 (71.9 %), 151.1 (12.7 %), 124.1 (7.6 %), 123.1
(11.9 %), 122.1 (4.8 %), 111.1 (7.1 %), 110.1 (15.6 %), 109.1 (20.8 %), 107.1 (9.8 %), 98.1
(3.4 %), 97.1 (35.4 %), 96.1 (27.5 %), 95.1 (89.0 %), 93.1 (7.1 %), 91.1 (4.5 %), 83.1 (38.1 %),
82.1 (25.7 %), 81.1 (21.1 %), 79.1 (8.9 %), 77.1 (5.2 %), 70.1 (19.7 %), 69.1 (100.0 %), 68.1
(43.4 %), 67.1 (74.9 %), 65.1 (4.8 %), 57.1 (5.6 %), 56.1 (17.1 %), 55.1 (38.8 %), 54.1 (4.3 %),
53.1(15.4 %), 43.1 (10.1 %), 42.1 (6.8 %), 41.1 (42.1 %), 40.1 (5.7 %), 39.1 (16.2 %). (ED0223)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 1271 (ED0665)

141



8 EXPERIMENTALTEIL

Position | 8¢ [ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1 209.55
2 47.77 2.06 m
3 35.88 1.82 m
4 37.51 1.43 m
5 40.76 2.36 m
6 46.31 1.89;2.36 m
7 12.00 0.95 d 6.7
8 13.51 0.60 d 10.0
9 109.43 4.67 d 30.0
10 147.52
208 11 20.10 1.48 S

Abbildung 18: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 208 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.3.3 (5S5)-5,6-Dimethylcyclohex-2-enon

O O
1) O3 MeOH,
\[ 2) CU(OAC),*H,0,
203 FESO4 7H20 210

Keton 203 (3.0 g, 18 mmol, 1eq) wurde in Methanol (40 mL) gelost und diese Losung wur-
de auf —20 °C gekiihlt. Fiir drei Stunden wurde Ozon durch diese gekiihlte Losung gestromt.
AnschlieBend wurde das verbliebene Ozon mittels Argon fiir 10 min entfernt. Zu dieser Lo-
sung wurde erst Cu(OAc), - H,O (6.1 g, 30 mmol, 1.7 eq) bei —20 °C zugegeben. Nach 15 min
wurde FeSO,4 - 7H,0 (5.1 g, 18 mmol, 1.0eq) zugegeben. Die Mischung wurde langsam auf
Raumtemperatur erwiarmt. Nach 18 h wurde Wasser (40 mL) hinzugefiigt und mit Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit geséttigter Natriumbicarbonatlosung
und gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen. Nach Entfernung des Losungsmittel unter ver-
minderten Druck wurde der Riickstand in Dichlormethan (50 mL) geldst. Die Temperatur wurde
auf 0 °C herabgekiihlt und 1,8-Diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-en (1.4 mL) wurde zugegeben.
Danach durfte die Reaktion langsam auf Raumtemperatur auftauen. Nach zwolf Stunden wurde
die Reaktion mit Salzsdure (25 mL, 1.0 m) beendet und mit Dichlormethan extrahiert. Die ge-
sammelten organischen Phasen wurden mit einer gesittigten Natriumchloridlosung gewaschen
und liber Magnesiumsulfate getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck
entfernt und der Riickstand mittels Sdulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat;
20:1). m = 675 mg (30 %) (Cyclohexan:Ethylacetat; 20:1). m = 675 mg (30 %)
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"H-NMR (500 MHz, CDCLy): 6 (ppm) = 6.95 to 6.82 (m, 1 H), 6.00 to 5.94 (m, 1 H), 2.52 to
241 (m,2H),2.32 (tt, | H, J = 7.3,4.8 Hz), 2.21 t0 2.05 (q, 1 H, J = 5.1 Hz), 1.89 (dddd, 1
H,J=27,7.8,58,29Hz). 1.15(d,3H, J =6.8Hz), 1.08 (d, 3H, J = 6.6 Hz). 1.05 (d, 3 H,
J=72Hz),096 (d, 3H, J = 7.0Hz). (Dateiname: 31m5a051.15)

BC-NMR (126 MHz, CDCl;): 0 (ppm) = 203.29, 201.94, 148.41, 148.16, 129.08, 128.61,
48.54,46.30,36.22,34.19,33.46,31.87,19.84, 15.65, 12.12, 10.71. (Dateiname: 31m5a051.15)
DC (R¢, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.33.

IR (Diamant-ATR): 7 [cm™'] = 3033 (w), 2966 (w), 2931 (w), 2877 (w), 2828 (w), 1672
(s), 1454 (w), 1425 (w), 1388 (m), 1255 (w), 1138 (w), 1101 (w), 971 (m), 917 (m), 696 (m).
(Dateiname: ED34)

HRMS (APCI") = gemessen: m/z 125.0962 [M + H*], berechnet fiir CgH;,OH: m/z 125.0961
GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 124.1 (10.1 %), 109.1 (8.2 %), 95.1 (2.3 %), 91.1 (1.2 %), 82.1
(1.8 %), 81.1 (2.5 %), 79.1 (2.2 %), 77.1 (1.5 %), 69.1 (5.2 %), 68.1 (100.0 %), 67.1 (2.5 %),
65.0 (1.0 %), 56.1 (1.5 %), 55.1 (3.8 %), 53.1 (3.2 %), 51.1 (1.2 %), 42.1 (2.3 %), 41.1 (5.7 %),
40.1 (6.2 %), 39.1 (6.7 %).

(EDO0106)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1043; 1056 (ED0106)
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(@]
@ 7 Position | 3¢c[ppm] (449) 3y [ppm] (449) | mult. J [Hz]
. . 1 203.30
2 46.25 2.49 m
49 3 33.41 2.32 tt 7.3:4.8
O 4 31.89 2.18;2.43 m
5 148.16 6.86 m
BD 6 128.59 5.95 m
7 10.34 1.05 d 7.2
449 8 15.30 0.96 d 7.0
o] Position | 8¢ [ppm] (450) 0y [ppm] (450) | mult. J [Hz]
7 1 201.00
@ 2 48.52 2.08 q 5.1
8 3 30.8 2.15 m
450 4 34.22 2.11;2.40 m
o 5 148.52 6.86 m
6 129.11 6.01 m
& 7 12.20 115 d 6.8
8 19.88 1.08 d 6.6

450

Abbildung 19: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 210 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-

che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.3.4 (((35,55)-2,3-Dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)-cyclohex-1-en-1-yl)oxy)-tri-
methylsilan

OTMS OTMS

(@]
TMS-CI, NEts,
ij: DMF 130 °C, é( f:(
7 DD

203

Chlortrimethylsilan (0.96 mL, 7.5 mmol, 1.25 eq) wurde tropfchenweise zu einer Losung von
Keton 203 (1.0 g, 6.0 mmol, 1eq) in trockenem Triethylamin (2.1 mL, 15 mmol, 2.5 eq) und
trockenen Dimethylformamid (25 mL) zugegeben. Die Mischung wurde fiir 90 h auf 130 °C
unter Argon erwirmt. Anschlieend wurde die Reaktion auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die
Mischung wurde mit Diethylether verdiinnt und mit geséttigter Natriumbicarbonatlosung gewa-
schen. Die wissrige Phase wurde mit Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration wurde das Losungsmittel
unter verminderten Druck entfernt. Vakuumdestillation bei 85 °C und 1.6 mbar lieferte 1.4 g
des kinetischen 213 und des thermodynamischen Produktes 211, welches nicht weiter getrennt

werden konnte. (Dateiname: 04¢5a051.17)

8.3.5 (2R,3S5,5SS)-2,3-Dimethyl-2-(3-oxobutyl)-5-(prop-1-en-2-yl)-cyclo hexanon

OTMS fe) fe)
@( MVK, AcOH, ii\)\
ﬁ BF3*Et,0, DCM \’
211 215

Sylenolether 451 (0.20 g, 0.84 mmol, 1 eq) wurde in Dichloromethan (2.0 mL) unter Argon ge-
16st und auf —20 °C abgekiihlt. Methylvinylketon (53 uL., 0.63 mmol, 0.75 eq) in Dichloromethan
(2.0mL), BF; - Et,O (0.2 mL) und Essigsdure (36 mL, 0.63 mmol, 0.75 eq) in Dichloromethan
(1.0mL) wurde parallel tropfchenweise zugegeben. Die Mischung wurde bei —20 °C fiir eine
Stunde geriihrt. Nach dem Aufwirmen auf 0 °C wurde geséttigte Natriumbicarbonatlosung zu-
gegeben. Diese Mischung wurde mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen wurden liber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Losungsmittel
unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde mit Sdulenchromatographie gereinigt.
(Cyclohexan:Ethylacetat; 20:1). m = 50.0 mg (20 % iiber zwei Stufen)
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"H-NMR (500 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) =4.69 (d, 2H), J = 9.0Hz), 2.42 to 2.25 (m, 3H), 2.15
to 1.63 (d, 7H, J = 4.8Hz), 1.61 (s, 3H), 1.50 (s, 3H), 1.32 (m, 1 H), 0.81 (s, 3H), 0.66 (d, 3
H, J = 7.0Hz). (Dateiname: 18c5a025.16)

BC-NMR (126 MHz, C¢Dy): 0 (ppm) = 212.91, 205.55, 147.28, 110.27, 50.71, 42.42, 40.32,
37.87, 36.51, 32.40, 30.52, 29.09, 20.56, 18.53, 15.73. (Dateiname: 45¢5a004.16)

DC (Ry, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.47.

IR (Diamant-ATR): 7 [cm™'] = 2966 (m), 2935 (m), 2878 (m), 1700 (s), 1645 (s), 1455 (s),
1427 (s), 1373 (s), 1293 (m), 1263 (m), 1230 (m), 1165 (s), 1115 (m), 1060 (m), 889 (s).
(Dateiname: ZUSF3)

Drehwert (¢, ¢ = 0.74 g/100mL, CHCl;) = -25.5

HRMS (ESI*) = gemessen: m/z 237.1849 [M + H'], berechnet fiir C;5H,,0,H: m/z 237.1849
GCMS (EI*,70 eV): m/z =237.2 (1.1 %), 236.2 (6.1 %), 222.2 (2.0 %), 221.2 (13.5 %), 218.2
(5.0 %), 208.0 (1.0 %), 207.0 (4.3 %), 203.1 (2.7 %), 193.1 (5.0 %), 179.1 (3.6 %), 178.1
(1.6 %), 177.2 (1.6 %), 176.2 (5.2 %), 175.1 (6.9 %), 167.1 (6.6 %), 166.1 (36.7 %), 165.1
(27.1 %), 164.1 (1.7 %), 163.1 (7.2 %), 162.1 (1.3 %), 161.1 (4.9 %), 160.1 (4.1 %), 152.1
(1.6 %), 151.1 (11.9 %), 150.1 (1.5 %), 149.1 (2.7 %), 148.1 (1.7 %), 147.1 (3.1 %), 145.1
(2.9 %), 142.1 (1.1 %), 140.1 (1.4 %), 139.1 (6.8 %), 138.1 (8.5 %), 137.1 (16.9 %), 136.1
(5.1 %), 135.1 (14.7 %), 134.1 (2.6 %), 133.1 (4.8 %), 127.1 (1.1 %), 126.1 (2.2 %), 125.1
(9.2 %), 124.1 (10.5 %), 123.1 (84.6 %), 122.1 (15.1 %), 121.1 (31.1 %), 120.1 (4.3 %), 119.1
(5.8 %), 112.1 (1.6 %), 111.1 (15.4 %), 110.1 (22.7 %), 109.1 (41.0 %), 108.1 (22.6 %), 107.1
(22.6 %), 106.1 (1.6 %), 105.1 (4.8 %), 99.1 (5.7 %), 98.1 (8.0 %), 97.1 (28.2 %), 96.1 (19.4 %),
95.1 (55.9 %), 94.1 (4.1 %), 93.1 (13.9 %), 92.1 (1.1 %), 91.1 (6.2 %), 85.1 (1.4 %), 84.1
(6.0 %), 83.1 (46.7 %), 82.1 (27.0 %), 81.1 (17.6 %), 80.1 (2.2 %), 79.1 (9.7 %), 77.1 (5.4 %),
72.1 (1.6 %), 71.1 (11.2 %), 70.1 (5.8 %), 69.1 (31.0 %), 68.1 (18.6 %), 67.1 (38.4 %), 66.1
(1.6 %), 65.1 (3.9 %), 59.1 (1.7 %), 58.1 (6.5 %), 57.1 (4.5 %), 56.1 (2.6 %), 55.1 (34.5 %),
54.1 (3.1 %), 53.1 (10.6 %), 51.1 (1.3 %), 45.1 (1.5 %), 44.1 (3.6 %), 43.1 (100.0 %), 42.1
(3.8 %), 41.1 (33.7 %), 40.1 (3.3 %), 39.1 (9.2 %), (ED0223)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1741 (ED0223)
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Position | 8¢ [ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1 212.91
2 50.71
3 36.51 1.69 m
4 3240 1.29;1.75 m
5 40.32 2.30 m
6 4242 2.29;2.40 m
7 18.53 0.81 S
8 15.73 0.66 d 7.0
9 110.27 4.72 d 9.0
10 147.28
11 20.56 1.50 S
12 30.55 1.73;1.98 m
215 13 37.87 1.86;2.07 m
14 205.55
15 29.09 1.61 S

Abbildung 20: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 215 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.3.6 (5S5,6R)-5,6-Dimethyl-6-(3-oxobutyl)cyclohex-2-enon

O (@] O (@]
]\ O3, MeOH,
DCM, Ac,0,
\’ 215 DMAP,NEt3 240

Diketon 215 (20 mg, 85 umol, 1 eq) wurde in ein Methanol:Dichlormethan-Mischung (1 mL;
1:4) gelost. Diese Mischung wurde auf —80 °C abgekiihlt und Ozon wurde durch die Losung
geleitet. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Ozon mithilfe von Argon entfernt. Eine
Losung aus Essigsdureanhydrid, Triethylamin und DMAP (0.2 mL bestehend aus einer Losung
von 1.0 mL Essigsdureanhydrid, 1.0 mL NEt; und 6.0 mg 4-(Dimethylamino)-pyridin) wurde
zugegeben. Uber Nacht wurde die Reaktion auf Raumtemperatur erwirmt. Nach der Zugabe
von Wasser, wurde die Mischung mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit einer gesittigten Natriumchloridlosung gewaschen und tiber Magnesiumsulfat
getrocknet. Nach der Filtration wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt.
Der Riickstand wurde mittels Sdaulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1)
m=9mg 55 %

"H-NMR (500 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) = 6.07 (m, 1 H), 5.87 (dt, 1 H), J = 10.1,1.9Hz), 2.16
(m, 2H)), 1.93 (tt, 1H), J = 13.0,4.7Hz), 1.71 (dtd, 1 H), J = 18.9,4.8,1.5Hz), 1.67 (s, 3
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H), 1.66 to 1.60 (m, 2H), 1.55 to 1.43 (m, 2H)), 0.76 (s, 3H)), 0.58 (d, 3H)), J = 6.8 Hz).
(Dateiname: 19¢5a5a032.16)

BC-NMR (126 MHz, C¢{DCq): o (ppm) = 205.87,202.07, 146.10, 128.38, 47.62, 38.07, 34.14,
31.13, 28.98, 28.46, 17.39, 14.51. (Dateiname: 19c5a5a032.16)

DC (Ry, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.32.

IR (Diamant-ATR): 7 [cm™'] =3457 (m), 2970 (m), 2970 (m), 2943 (m), 1738 (s), 1592 (m),
1425 (m), 1367 (s), 1229 (s), 1216 (s), 1093 (m), 1167 (m), 896 (m), 527 (m). (Dateiname:
ED126)

Drehwert (aZDO, ¢ =0.47 g/100mL, CHCl;) = -7.2

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 195.1378 [M + H"], berechnet fiir C,H;30,H: m/z 195.1380
GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 194.1 (1.3 %), 179.1 (1.4 %), 176.1 (1.9 %), 161.1 (1.9 %), 158.1
(2.8 %), 152.1 (1.7 %), 151.1 (9.3 %), 137.1 (6.4 %), 136.1 (3.2 %), 135.1 (1.1 %), 133.1
(2.6 %), 126.1 (6.8 %), 125.1 (9.8 %), 124.1 (100.0 %), 123.1 (21.7 %), 122.1 (5.3 %), 121.1
(6.4 %), 119.1 (1.6 %), 112.1 (1.9 %), 111.1 (25.7 %), 110.1 (6.3 %), 109.1 (65.8 %), 108.1
(48.6 %), 107.1 (5.8 %), 105.1 (2.6 %), 99.1 (2.0 %), 98.1 (1.7 %), 97.1 (8.5 %), 96.1 (3.0 %),
95.1 (9.1 %), 94.0 (2.4 %), 93.1 (11.6 %), 92.0 (1.2 %), 91.1 (7.5 %), 84.1 (8.1 %), 83.1 (46.0 %),
82.1 (6.3 %), 81.1 (5.3 %), 80.1 (1.2 %), 79.1 (5.6 %), 78.0 (1.5 %), 77.1 (6.2 %), 71.0 (4.0 %),
70.1 (1.8 %), 69.1 (12.0 %), 68.0 (62.4 %), 67.1 (10.4 %), 66.1 (1.2 %), 65.1 (3.4 %), 58.1
(4.5 %), 57.1 (1.1 %), 56.1 (1.4 %), 55.0 (20.5 %), 54.1 (1.2 %), 53.0 (5.1 %), 51.0 (1.4 %),
44.0 (1.1 %), 43.0 (38.8 %), 42.1 (2.4 %), 41.1 (11.2 %), 40.0 (3.3 %), 39.0 (6.6 %). (ED0518)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 1567 (ED0518)

Position | 8¢ [ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
e} e} 1 202.07
12 153 s . 2 47.62
@ 7 3 34.14 1.63 m
A 4 31.13 1.48;1.71 m
" 5| 12838 6.07| m
6 128.38 5.87 dt 10.1; 1.9
Q Q 7 17.39 0.76 S
8 34.14 0.58 d 6.8
12 2846 1.63;2.16 m
\/ 13 3807 193;2.16 | m
240 14 205.87 m
15 28.98 1.67 S

Abbildung 21: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 240 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.3.7 (42R,5S,7S)-40,5-Dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)-4,4.,5,6,7,8-hexa-hydro-
naphthalen-2(3H)-on

O O

ii\)\ MeONa, MeOH

215

202

Diketon 215 (50 mg, 0.21 mmol, 1 eq) wurde in Methanol (4.0 mL) gelost. Eine MeONa/MeOH
Losung (4.0mL, 0.5 M, 2.0 mmol, 10 eq) wurde zugegeben. Diese Losung wurde bei 45 °C er-
hitzt. Nach zwei Stunden wurde eine gesittigte Ammoniumchloridlésung bei Raumtemperatur
zugegeben. Die Mischung wurde mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen wurden tiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration wurde das Losungsmit-
tel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels Sdulenchromatographie
gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 10:1) m = 30 mg (65 %)

"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 6 (ppm) = 5.81 (s, 1 H), 4.80 (d, 2H, J = 50 Hz), 2.36 to 2.66
(m, 5H), 2.03 (m, 1 H), 1.78 to 1.74 (m, 1 H), 1.74 (s, 3H), 1.58 to 1.73 (m, SH), 1.13 (s, 3 H),
0.87 (d, 3H, J = 6.8 Hz). (Dateiname: 30p5a040.16)

BC-NMR (126 MHz, CDCl;): 6 (ppm) = 199.20, 171.00, 147.00, 125.50, 112.15, 39.78, 38.87,
36.27, 36.20, 35.44, 34.03, 32.23, 22.72, 15.95, 15.02. (Dateiname: 30p5a040.16)

DC (R¢, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.56.

IR (Diamant-ATR): 7 [cm™!] = 2968 (m), 2933 (m), 2876 (m), 1737 (m), 1667 (s), 1615 (m),
1444 (m), 1376 (m), 1348 (m), 1263 (m), 1229 (m), 1109 (m), 953 (m), 1016 (m), 889 (m).
(Dateiname: F4.2)

Drehwert (o7}, ¢ = 0.60 g/100mL, CHCl;) = -6.7

HRMS (ESI*) = gemessen: m/z 219.1743 [M + H'], berechnet fiir C;sHy»,OH: m/z 219.1743

GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 218.2 (3.3 %), 203.1 (4.5 %), 200.1 (1.1 %), 190.2 (1.1 %), 189.2
(1.8 %), 185.1 (2.7 %), 177.1 (8.3 %), 176.1 (54.7 %), 175.1 (17.3 %), 174.1 (1.7 %), 163.1
(2.4 %), 162.1 (7.1 %), 161.1 (19.8 %), 160.1 (2.3 %), 159.2 (3.8 %), 158.1 (5.2 %), 157.1
(5.6 %), 150.1 (1.2 %), 149.1 (2.9 %), 148.1 (10.4 %), 147.1 (22.2 %), 146.1 (2.2 %), 145.1
(5.5 %), 144.1 (2.5 %), 143.1 (14.9 %), 142.1 (1.8 %), 137.1 (1.6 %), 136.1 (2.0 %), 135.1
(7.3 %), 134.1 (19.3 %), 133.1 (50.9 %), 132.1 (100.0 %), 131.1 (5.7 %), 130.1 (1.1 %), 129.1
(2.5 %), 128.1 (2.4 %), 124.1 (1.4 %), 123.1 (3.7 %), 122.1 (4.0 %), 121.1 (10.3 %), 120.1
(10.6 %), 119.1 (32.0 %), 118.1 (3.2 %), 117.1 (7.1 %), 116.1 (1.7 %), 115.1 (4.3 %), 110.1
(1.3 %), 109.1 (5.1 %), 108.1 (5.2 %), 107.1 (15.1 %), 106.1 (7.9 %), 105.1 (30.6 %), 104.1
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(1.6 %), 103.1 (2.9 %), 97.1 (2.7 %), 96.1 (3.8 %), 95.1 (15.1 %), 94.1 (5.5 %), 93.1 (17.8 %),
92.1 (6.5 %), 91.1 (25.5 %), 83.1 (2.6 %), 82.1 (1.8 %), 81.1 (8.7 %), 80.1 (4.6 %), 79.1 (18.4 %),
78.1 (4.2 %), 77.1 (15.4 %), 69.1 (6.2 %), 68.1 (1.5 %), 67.1 (11.7 %), 66.1 (2.7 %), 65.1
(6.4 %), 64.1 (1.0 %), 57.1 (1.1 %), 56.1 (1.0 %), 55.1 (14.0 %), 54.1 (1.0 %), 53.1 (6.5 %),
52.1 (1.6 %), 51.0 (2.2 %), 43.1 (3.7 %), 42.1 (1.2 %), 41.1 (11.5 %), 40.1 (1.3 %), 39.1 (5.6 %).
(ED0306)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1856 (ED0306)

Position | 8¢ [ppm] 8y [ppm] | mult. J [Hz]
1 171.00
2 38.87
3 36.27 1.64 m
4 32.23 1.73 m
5 39.78 2.48 m
6 36.20 2.56;2.66 m
7 15.95 1.13 S
8 15.02 0.88 d 6.8
9 112.50 4.75;4.85 d 50
10 147.00
11 22.72 1.73 m
12 125.50 5.81 S
13 199.20
14 34.03 2.36;2.43 m
15 3544 1.73;2.04 m

Abbildung 22: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 202 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.3.8 (42R,5S,7S,80S)-8u-hydroxy-4u,5-dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)-octa-hydro
naphthalen-2(1H)-on und
(2R,3S,55)-2,3-dimethyl-2-(3-oxobutyl)-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon

@)

P MVK, Et,0O, EtOH, O
i‘:( KOH HO o
) Rl

N
215
203 229

Zu einer Losung von Kaliumhydroxid (1.35 g, 24.1 mmol, 0.4 eq) in THF (90 mL) und Ethanol
(5.6 mL) wurde Keton 203 (10 g, 60.2 mmol, 1 eq) zugegeben. Diese Mischung wurde fiir fiinf-
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zehn Minuten geriihrt und dann auf —20 °C gekiihlt. Zu dieser Losung wurde Methylvinylketon
(6mL, 71.1 mmol, 1.2eq) in THF ((30 mL) tropfchenweise liber zwanzig Minuten zugege-
ben. Nach Beendigung der Zugabe wurde die Reaktion fiir eine Stunde geriihrt. Anschliefend
wurde eine gesittigte Ammoniumchloridlosung zugegeben. Danach erfolgte die Extraktion
mit Ethylacetat. Die organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der
Filtration wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde
mittels Sdulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1). m = 2.82 g (28 % 203),
m=227g (15 % 229), m=1.30g (13 % 215).

Folgende Daten gehoren zu dem Bizyklus 229:

"H-NMR (700 MHz, C¢Dy): & (ppm) = 4.77 (d, 2H, J = 15.0Hz), 2.49 (m, 1 H), 2.32 (d, 1 H,
J =15.0Hz), 2.15 (m, 1 H), 2.03 (m, 2H), 1.74 (m, 1 H), 1.61 (s, 3H), 1.59 (m, 1 H), 1.40 (m,
4H), 1.17 (d,3H, J = 5.0Hz), 1.05 (m, 1 H), 0.93 (s, 3 H). (Dateiname: 33s7a001.16)
BC-NMR (126 MHz, C(DCy): 0 (ppm) = 206.15, 147.82, 107.81, 74.98, 52.38, 38.77, 35.86,
33.98, 32.23, 32.14, 19.89, 16.11. (Dateiname: 33s7a001.16)

DC (Ry, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.31

IR (Diamant-ATR) =, 7 [cm~'] 2970 (m), 2931 (m), 2876 (m), 3457 (w), 1738 (s), 1715 (s),
1703 (s), 1644 (w), 1452 (s), 1372 (m), 1289 (m), 1229 (m), 1217 (m), 1165 (m), 1117 (m).
(Dateiname: Kristall oh Stufe 3)

Drehwert (azDO, ¢ =1.54 g/100mL, CHCl;) = +5.8

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 237.1848 [M + H'], berechnet fiir C;5H,,0,H: m/z 237.1849
GCMS (EI*,70 eV): m/z =221.1 (3.2 %), 219.2 (10.1 %), 218.1 (60.4 %), 204.1 (2.3 %), 203.1
(13.9 %), 193.1 (2.0 %), 189.1 (4.1 %), 185.2 (4.4 %), 179.2 (2.5 %), 177.1 (2.8 %), 176.1
(9.8 %), 175.1 (8.6 %), 167.2 (3.0 %), 166.1 (16.8 %), 165.1 (8.1 %), 163.1 (7.1 %), 162.1
(7.1 %), 161.1 (17.7 %), 160.1 (12.5 %), 159.0 (3.0 %), 153.1 (2.3 %), 152.1 (2.7 %), 151.1
(14.0 %), 149.0 (4.0 %), 148.1 (5.3 %), 147.1 (13.4 %), 146.1 (2.3 %), 145.0 (7.0 %), 143.0
(2.3 %), 141.0 (5.6 %), 139.1 (2.3 %), 138.1 (22.7 %), 137.1 (24.0 %), 136.1 (9.4 %), 135.0
(13.7 %), 134.1 (4.8 %), 133.1 (10.4 %), 132.1 (7.4 %), 126.0 (6.5 %), 125.1 (6.2 %), 124.1
(14.4 %), 123.1 (100.0 %), 122.1 (21.3 %), 121.1 (47.4 %), 120.1 (6.9 %), 119.1 (15.2 %),
112.0 (2.8 %), 111.1 (12.5 %), 110.1 (29.3 %), 109.1 (43.4 %), 108.0 (20.3 %), 107.1 (24.3 %),
106.0 (4.1 %), 105.0 (10.7 %), 99.1 (4.3 %), 98.0 (9.2 %), 97.0 (27.8 %), 96.1 (14.0 %), 95.1
(56.7 %), 94.1 (8.0 %), 93.0 (25.3 %), 92.1 (2.5 %), 91.0 (12.0 %), 85.1 (4.6 %), 84.0 (11.1 %),
83.1 (26.6 %), 82.1 (12.5 %), 81.1 (26.4 %), 80.1 (2.8 %), 79.1 (14.4 %), 78.0 (2.6 %), 77.1
(8.9 %), 71.1 (7.8 %), 70.1 (8.6 %), 69.1 (43.9 %), 68.0 (11.5 %), 67.1 (32.5 %), 65.0 (4.7 %),
57.1 (6.8 %), 56.0 (3.9 %), 55.1 (44.1 %), 54.1 (3.4 %), 53.0 (12.9 %), 43.0 (41.9 %), 42.1
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(6.1 %), 41.1 (42.3 %), 40.0 (2.5 %), 39.1 (10.1 %). (ED0597)
Retentionsindex (GCEI*MS) = 1890 (ED0597)

Folgende Daten gehdren zu dem Diketon 215:

"H-NMR (500 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) =4.69 (d, 2H), J = 9.0Hz), 2.42 to 2.25 (m, 3H), 2.15
to 1.63 (d, 7H, J = 4.8 Hz), 1.61 (s, 3H), 1.50 (s, 3H), 1.32 (m, 1 H), 0.81 (s, 3H), 0.66 (d, 3
H, J = 7.0Hz). (Dateiname: 45¢5a004.16)

BC-NMR (126 MHz, C¢Dy): o (ppm) = 212.91, 205.55, 147.28, 110.27, 50.71, 42.42, 40.32,
37.87,36.51, 32.40, 30.52, 29.09, 20.56, 18.53, 15.73. (Dateiname: 45¢5a004.16)

DC (R, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.47.

IR (Diamant-ATR): 7 [cm™'] = 2966 (m), 2935 (m), 2878 (m), 1700 (s), 1645 (s), 1455 (s),
1427 (s), 1373 (s), 1293 (m), 1263 (m), 1230 (m), 1165 (s), 1115 (m), 1060 (m), 889 (s).
(Dateiname: ZUSF3)

Drehwert (aZDO, ¢ =0.74 g/100mL, CHCl;) = -25.5

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 237.1849 [M + H"], berechnet fiir C;5H,4O,H: m/z 237.1849
GCMS (EI*, 70 eV): m/z =237.2 (1.1 %), 236.2 (6.1 %), 222.2 (2.0 %), 221.2 (13.5 %), 218.2
(5.0 %), 208.0 (1.0 %), 207.0 (4.3 %), 203.1 (2.7 %), 193.1 (5.0 %), 179.1 (3.6 %), 178.1
(1.6 %), 177.2 (1.6 %), 176.2 (5.2 %), 175.1 (6.9 %), 167.1 (6.6 %), 166.1 (36.7 %), 165.1
(27.1 %), 164.1 (1.7 %), 163.1 (7.2 %), 162.1 (1.3 %), 161.1 (4.9 %), 160.1 (4.1 %), 152.1
(1.6 %), 151.1 (11.9 %), 150.1 (1.5 %), 149.1 (2.7 %), 148.1 (1.7 %), 147.1 (3.1 %), 145.1
(2.9 %), 142.1 (1.1 %), 140.1 (1.4 %), 139.1 (6.8 %), 138.1 (8.5 %), 137.1 (16.9 %), 136.1
(5.1 %), 135.1 (14.7 %), 134.1 (2.6 %), 133.1 (4.8 %), 127.1 (1.1 %), 126.1 (2.2 %), 125.1
(9.2 %), 124.1 (10.5 %), 123.1 (84.6 %), 122.1 (15.1 %), 121.1 (31.1 %), 120.1 (4.3 %), 119.1
(5.8 %), 112.1 (1.6 %), 111.1 (15.4 %), 110.1 (22.7 %), 109.1 (41.0 %), 108.1 (22.6 %), 107.1
(22.6 %), 106.1 (1.6 %), 105.1 (4.8 %), 99.1 (5.7 %), 98.1 (8.0 %), 97.1 (28.2 %), 96.1 (19.4 %),
95.1 (55.9 %), 94.1 (4.1 %), 93.1 (13.9 %), 92.1 (1.1 %), 91.1 (6.2 %), 85.1 (1.4 %), 84.1
(6.0 %), 83.1 (46.7 %), 82.1 (27.0 %), 81.1 (17.6 %), 80.1 (2.2 %), 79.1 (9.7 %), 77.1 (5.4 %),
72.1 (1.6 %), 71.1 (11.2 %), 70.1 (5.8 %), 69.1 (31.0 %), 68.1 (18.6 %), 67.1 (38.4 %), 66.1
(1.6 %), 65.1 (3.9 %), 59.1 (1.7 %), 58.1 (6.5 %), 57.1 (4.5 %), 56.1 (2.6 %), 55.1 (34.5 %),
54.1 (3.1 %), 53.1 (10.6 %), 51.1 (1.3 %), 45.1 (1.5 %), 44.1 (3.6 %), 43.1 (100.0 %), 42.1
(3.8 %), 41.1 (33.7 %), 40.1 (3.3 %), 39.1 (9.2 %), (ED0223)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1741 (ED0223)
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Position | 8¢ [ppm] 8y [ppm] | mult. J [Hz]
1 74.98
. 2 38.77
10 OH 3 37.73 1.43 m
07" 8 1 © 41 3779 132141 m
4,2 5 33.98 2.49 m
J 6 3223 1.36; 1.60 m
5 o 7 16.04 1.17 d 5.0
8 16.11 0.93 s
//J\ OH o 9| 107.81 4.77 d 150
10 | 147.82
& j 11 19.89 1.59 m
12 5238 2.15;2.32 d 150
2 13| 206.15
14 35.86 2.03 m
15 32.14  0.97;1.74 m

Abbildung 23: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 229 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.3.9 (4uR,5S,7S)-40,5-Dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)-4,4.,5,6,7,8-hexa-hydro-
naphthalen-2(3H)-on

HO KOH, EtOH

\‘\w- \‘\

229

202

Kaliumhydroxid (1.27 g, 23.1 mmol, 3 eq) wurde in Ethanol (22.0 mL) gelost. Diese Mischung
wurde auf 80°C erwidrmt und Alkohol 229 (1.80 g, 7.71 mmol, 1eq) in Ethanol (25.0mL)
wurde tropfchenweise zugegeben. Nach einer Stunde wurde die Reaktion auf Raumtemperatur
abgekiihlt und gesittigte Ammoniumchloridlosung zugegeben. Danach wurde die Mischung
mit Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesittigter
Natriumchloridlosung gewaschen. Danach wurde die organische Phase iiber Magnesiumsulfat
getrocknet. Nach der Filtration wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt.
Der Riickstand wurde mittels Sdulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 10:1)
m = 1.82 g (92 %)

"H-NMR (500 MHz, CDCL): 6 (ppm) = 5.81 (s, 1 H), 4.80 (d, 2H, J = 50 Hz), 2.36 to 2.66
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(m, 5H), 2.03 (m, 1H), 1.78 to 1.74 (m, 1 H), 1.74 (s, 3H), 1.58 to 1.73 (m, SH), 1.13 (s, 3 H),
0.87 (d, 3H, J = 6.8 Hz). (Dateiname: 30p5a040.16)

BC-NMR (126 MHz, CDCl;): o (ppm) = 199.20, 171.00, 147.00, 125.50, 112.15, 39.78, 38.87,
36.27, 36.20, 35.44, 34.03, 32.23, 22.72, 15.95, 15.02. (Dateiname: 30p5a040.16)

DC (Ry, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.56.

IR (Diamant-ATR) = # [cm~'] 2968 (m), 2933 (m), 2876 (m), 1737 (m), 1667 (s), 1615 (m),
1444 (m), 1376 (m), 1348 (m), 1263 (m), 1229 (m), 1109 (m), 953 (m), 1016 (m), 889 (m).
(Dateiname: F4.2)

Drehwert (a/ZDO, ¢ =0.60 g/100mL, CHCl;) = -6.7

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 219.1743 [M + H'], berechnet fiir C;sH»,OH: m/z 219.1743

GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 218.2 (3.3 %), 203.1 (4.5 %), 200.1 (1.1 %), 190.2 (1.1 %), 189.2
(1.8 %), 185.1 (2.7 %), 177.1 (8.3 %), 176.1 (54.7 %), 175.1 (17.3 %), 174.1 (1.7 %), 163.1
(2.4 %), 162.1 (7.1 %), 161.1 (19.8 %), 160.1 (2.3 %), 159.2 (3.8 %), 158.1 (5.2 %), 157.1
(5.6 %), 150.1 (1.2 %), 149.1 (2.9 %), 148.1 (10.4 %), 147.1 (22.2 %), 146.1 (2.2 %), 145.1
(5.5 %), 144.1 (2.5 %), 143.1 (14.9 %), 142.1 (1.8 %), 137.1 (1.6 %), 136.1 (2.0 %), 135.1
(7.3 %), 134.1 (19.3 %), 133.1 (50.9 %), 132.1 (100.0 %), 131.1 (5.7 %), 130.1 (1.1 %), 129.1
(2.5 %), 128.1 (2.4 %), 124.1 (1.4 %), 123.1 (3.7 %), 122.1 (4.0 %), 121.1 (10.3 %), 120.1
(10.6 %), 119.1 (32.0 %), 118.1 (3.2 %), 117.1 (7.1 %), 116.1 (1.7 %), 115.1 (4.3 %), 110.1
(1.3 %), 109.1 (5.1 %), 108.1 (5.2 %), 107.1 (15.1 %), 106.1 (7.9 %), 105.1 (30.6 %), 104.1
(1.6 %), 103.1 (2.9 %), 97.1 (2.7 %), 96.1 (3.8 %), 95.1 (15.1 %), 94.1 (5.5 %), 93.1 (17.8 %),
92.1(6.5 %), 91.1 (25.5 %), 83.1 (2.6 %), 82.1 (1.8 %), 81.1 (8.7 %), 80.1 (4.6 %), 79.1 (18.4 %),
78.1 (4.2 %), 77.1 (15.4 %), 69.1 (6.2 %), 68.1 (1.5 %), 67.1 (11.7 %), 66.1 (2.7 %), 65.1
(6.4 %), 64.1 (1.0 %), 57.1 (1.1 %), 56.1 (1.0 %), 55.1 (14.0 %), 54.1 (1.0 %), 53.1 (6.5 %),
52.1 (1.6 %), 51.0 (2.2 %), 43.1 (3.7 %), 42.1 (1.2 %), 41.1 (11.5 %), 40.1 (1.3 %), 39.1 (5.6 %).
(ED0306)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1856 (ED0306)

8.3.10 (41S,55)-41,5-Dimethyl-5,6-dihydronaphthalen-2(4«H)-on
o] o]

SeO;, AcOH,

Ac,0
3 298

Zu einer Losung von Dienon 3 (90 mg, 0.53 mmol, 1 eq) in Essigsdure (25 mL) und Essig-
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saureanhydrid (0.10 mL, 1.04 mmol, 2 eq) wurde SeO, (110 mg, 1.0 mmol, 1 eq) hinzugefiigt.
Die Mischung wurde auf 140 °C fiir 24 h erhitzt. Nach Filtration wurde mit einer gesattigte
Natriumhydroxidlosung (20 mL) und mit einer gesittigten Natriumbicarbonatlosung gewa-
schen. Die Mischung wurde mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
wurden liber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration wurde das Losungsmittel unter
verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels Sdulenchromatographie gereinigt.
(Cyclohexan:Ethylacetat; 8:1) m = 49 mg (53 %).

"H-NMR (500 MHz, C¢Dg): 6 (ppm) = 6.37 (dd, 1 H, J = 10.2,0.6Hz), 6.28 (dd, 1 H, J =
10.2,1.8 Hz), 6.09 (dt, 1 H, J = 1.8,0.8 Hz), 5.80 (dddt, 1 H, J = 9.8,2.7,1.3,0.7 Hz), 5.56
to 5.41 (m, 1H), 1.67 to 1.36 (m, 3 H), 0.68 (s, 3H), 0.53 (d, 3H), J = 6.6 Hz). (Dateiname:
49p52a006.16)

BC-NMR (126 MHz, C¢Dy): 5 (ppm) = 184.40, 151.05, 133.85, 128.49, 127.97, 127.79, 124.29,
40.27, 34.79, 32.15, 18.61, 14.70. (Dateiname: 49p5a006.16)

DC (R¢, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.19.

IR (Diamant-ATR) = ¥ [cm™~'] 3025 (m), 2970 (m), 1738 (s), 1436 (m), 1367 (s), 1229 (s),
1206 (s), 1017 (m), 906 (m), 730 (m), 698 (m), 539 (m), 516 (m). (Dateiname: ED198)
Drehwert (), ¢ = 0.71 g/100mL, CHCl;) = +2.8

HRMS (ESI*) = gemessen: m/z 175.1117 [M + H'], berechnet fiir C;,H;4OH: m/z 175.1117
GCMS (EI*,70 eV): m/z = 175.1 (7.4 %), 174.1 (54.1 %), 173.1 (3.8 %), 160.1 (5.4 %), 159.1
(47.1 %), 158.0 (2.4 %), 157.0 (2.7 %), 156.1 (1.1 %), 147.1.1 (2.4 %), 146.1 (16.9 %), 145.1
(18.9 %), 144.0 (7.6 %), 143.0 (1.4 %), 142.1 (1.9 %), 141.0 (7.0 %), 133.0 (1.6 %), 132.1
(12.6 %), 131.1 (100.0 %), 130.1 (4.6 %), 129.0 (13.8 %), 128.0 (10.4 %), 127.0 (4.8 %), 119.0
(1.3 %), 118.1 (1.8 %), 117.0 (11.0 %), 116.0 (14.0 %), 115.0 (24.7 %), 105.1 (5.2 %), 104.0
(1.7 %), 103.1 (4.7 %), 102.0 (2.5 %), 92.0 (2.8 %), 91.0 (23.2 %), 89.0 (2.4 %), 79.1 (2.6 %),
78.0 (3.0 %), 77.0 (8.0 %), 65.0 (3.6 %), 64.1 (1.7 %), 63.0 (2.7 %), 53.0 (2.4 %), 52.0 (1.2 %),
51.0 (3.1 %), 50.0 (1.0 %), 41.0 (1.4 %), 39.0 (2.7 %), (ED0698)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1702 (ED0698)
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Position | 8¢ [ppm] 8y [ppm] | mult. J [Hz]
1 159.95
O 2 40.27
@@ 3 34.79 1.60 m
] 4 32.15 1.39 m
8 208 5 133.85 5.47 m
. 6 128.15 5.80 | dddt 9.8;2.7;1.3;0.7
o) 7 14.41 0.68 s
g@ 8 13.89 0.53 d 6.6
9 124.06 6.09 dt 1.8;0.8
208 10 184.80
11 128.45 6.28 dd 10.2; 1.8
12 151.04 6.37 dd 10.2; 0.6

Abbildung 24: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 298 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.3.11 (6S)-1,6-Dimethyl-2-oxocyclohex-3-en-1-yl acetat

(@) O
ﬁt( Pb(OAc),, Toluene, Ef N\
140°C

210 299

Enon 210 (0.20 g, 1.6 mmol, 1 eq) in Toluol (5 mL) wurde auf 65 °C erhitzt. Zu dieser Losung
wurde Pb(OAc), (0.68 g, 1.5 mmol, 0.94 eq) in einen Zeitraum von 20 min zugegeben. Anschlie-
Bend wurde es fiir siebzehn Tage bei 120 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen der Reaktion wurde
eine gesittigte Natriumbicarbonatlosung zugegeben. Mit Ethylacetat wurde die Mischung extra-
hiert. Die gesammelten organische Phase wurde mit einer geséttigten Natriumchloridlosung
gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration wurde das Losungsmit-
tel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels Sdulenchromatographie

gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 16 mg (6 %)

"H-NMR (500 MHz, C¢Dy): & (ppm) = 6.04 to 5.87 (m, 4 H), 1.83 (m, 2 H), 1.74 (s, 3H)), 1.65
(m, 2H), 1.58 (s, 3H), 1.51 (s, 3H), 1.39 (m, 2H), 1.04 (s, 3H), 0.74 (d, 3H, J = 6.7 Hz), 0.66
(d, 3H, J = 6.9 Hz). (Dateiname: 01s71003.17)

BC-NMR (175 MHz, C4DCy): O (ppm) = 195.04 , 194.55, 168.70, 168.49, 146.46, 144.28,
128.22, 127.20, 83.74, 38.88, 33.74, 32.62, 31.60, 20.66, 20.30, 18.24, 16.00, 14.31, 13.56.
(Dateiname: 01s71003.17)

DC (R¢, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.26.

IR (Diamant-ATR): ¥ [cm™!] = 3003 (m), 2943 (m), 2943 (m), 2970 (m), 3457 (m), 1738
(s), 1687 (s), 1426 (m), 1368 (s), 1229 (s), 1099 (m), 1020 (m), 1124 (m), 973 (m), 952 (m).
(Dateiname: ED230)

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 183.1016 [M + H'], berechnet fiir C;oH;4O3H: m/z 183.1016
GCMS (EI', 70 eV): m/z = 141.1 (3.6 %), 140.1 (39.7 %), 140.1 (39.7 %), 139.1 (19.3 %),
123.0 (5.2 %), 122.1 (51.8 %), 121.1 (2.9 %), 114.0 (14.0 %), 112.1 (3.6 %), 111.1 (34.1 %),
107.1 (34.1 %), 97.1 (5.7 %), 95.1 (11.1 %), 94.1 (3.2 %), 93.1 (13.3 %), 91.1 (3.2 %), 81.1
(3.1 %), 79.1 (8.3 %), 77.1 (5.8 %), 73.0 (4.1 %), 72.1 (78.7 %), 69.1 (7.2 %), 68.0 (30.0 %),
67.1 (6.7 %), 65.1 (2.2 %), 57.1 (5.8 %), 55.0 (8.6 %), 53.1 (5.6 %), 44.0 (3.2 %), 43.0 (100.0 %),
42.1 (2.9 %), 41.1 (7.8 %), 40.1 (3.3 %), 39.1 (7.7 %). (EDO704)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1341; 1343 (ED0704)
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5 o Position | c[ppm] (a) o [ppml (a) | Sc [ppm] (b) 0y [ppm] (b)
- I 194.99 194.59
S 2 83.81 82.59
3 33.74 3.23 33.74 3.23
o 2 4 3262 139 1.65 3160 1.60; 1.83
5 146.46 591 146.46 591
0 Oz 6 14428 5.97 14428 5.97
0 7 16.00 1.04 18.24 151
L ) 8 14.31 0.74 13.56 0.66
12 168.49 168.73
299 13 20.66 1.74 18.19 1.58

Abbildung 25: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 203 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.3.12 (4uR,55)-40,5-Dimethyl-4,40,5,6-tetrahydronaphthalen-2(3H)-on

O 0

03' MeOH,

CuBF, FeBF,

\I\\\‘ ’
202 3

Enon 202 (1.28 g, 5.89 mmol, 1 eq) wurde in Methanol (36.0 mL) gelost. Diese Mischung wurde
auf —40 °C gekiihlt und Ozon durch die Losung gefiihrt, bis kein Edukt in der Reaktion verblie-
ben war. AnschlieBend wurde die Losung auf —20 °C erwidrmt und CuBF, (2.1 g, 8.86 mmol,
1.5eq) in Wasser (4.6 mL) und FeBF, -6 - H,O (2.4 g, 7.12 mmol, 1.2 eq) in Wasser (4.6 mL)
wurden nacheinander iiber fiinf Minuten zugegeben. Diese Losung wurde fiir 30 min bei —20 °C
und dann fiir 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach der Zugabe von Wasser wurde die
Losung mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter
Natriumbicarbonatlosung, gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen. Anschliefend wurde
die organische Phase liber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration wurde das Losungs-
mittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels Sdulenchromatographie
gereinigt.(Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 554 mg (54 %)

"H-NMR (300 MHz, C¢Dy): o (ppm) = 5.78 (m, 1 H), 5.74 (m, 1 H), 5.69 (m, 1 H), 2.29 (m,
2H), 1.66 (m, 2H), 1.57 (m, 1 H), 1.44 (m, 1 H), 1.25 (m, 2 H), 0.60 (s, 3H), 0.50 (d, 3H,
J = 6.8 Hz). (Dateiname: 34c5a028.16)

BC-NMR (126 MHz, C{DCy): 6 (ppm) =196.95,161.27, 136.38, 128.15, 124.06, 37.80, 35.73,
34.08, 33.73, 32.08, 14.41, 13.88. (Dateiname: 34c5a028.16)
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DC (Ry, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.21.

IR (Diamant-ATR): ¥ [cm™'] = 2970 (m), 2945 (m), 2868 (m), 1737 (s), 1435 (m), 1232 (s),
1093 (m), 1046 (m), 996 (m), 925 (m), 527 (m). (Dateiname: ED193)

Drehwert (o), ¢ = 1.03 g/100mL, CHCl;) = +2.4

HRMS (ESI*) = gemessen: m/z 177.1277 [M + H'], berechnet fiir C;,H4,OH: m/z 177.1274

GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 177.1 (9.2 %), 176.1 (75.4 %), 162.1 (3.3 %), 161.1 (27.5 %),
149.1 (4.4 %), 148.1 (37.5 %), 147.1 (10.2 %), 143.0 (4.3 %), 135.1 (5.4 %), 134.1 (41.9 %),
133.1 (100.0 %), 132.1 (8.4 %), 131.1 (3.6 %), 128.0 (3.1 %), 121.1 (3.8 %), 120.1 (12.2 %),
119.1 (41.1 %), 118.1 (3.5 %), 117.1 (9.8 %), 116.0 (3.1 %), 115.0 (8.6 %), 107.1 (3.7 %),
106.1 (12.0 %), 105.1 (64.4 %), 104.1 (4.7 %), 103.0 (7.8 %), 93.1 (6.2 %), 92.1 (11.5 %),
91.1 (39.3 %), 89.0 (2.5 %), 80.1 (2.3 %), 79.1 (12.7 %), 78.1 (8.1 %), 77.0 (21.1 %), 67.1
(3.1 %), 65.8 (2.7 %), 63.0 (3.7 %), 55.1 (8.8 %), 53.0 (6.2 %), 51.1 (71.5 %), 44.0 (3.0 %),
41.1 (12.3 %), 40.0 (3.9 %), 39.1 (11.7 %).

(ED0628)

Retentionsindex (GCEI*MS) = 1613 (ED0628)

Position | 8¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1 161.27
O 2 35.73
@@ 3 37.80 1.25 m
! 4 32.08 1.65 m
8 3 5 136.38 5.69 m
o 6 128.22 5.76 m
o 7 14.41 0.62 s
8 13.88 0.52 d 6.8
S 12 124.06 5.78 S
~ 3 13 196.95
14 34.08 2.29 m
15 33.73 1.23;1.43 m

Abbildung 26: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 3 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.3.13 Allyl 2,2,2-trichloroacetimidat

| CCIsCN, NaH L
|VOH o\(I:NH

CCly

290 291

Eine Losung von Allylalkohol (1.0 mL, 15 mmol, 1eq) in wasserfreiem Diethylether (30 mL)
wurde tropfchenweise zu einer Losung von Natriumhydrid (60 % in Ol, 35 mg, 15 mmol, 1 eq)
in Diethylether (30 mL) bei Raumtemperatur unter Argon zugegeben. Diese Losuung wurde fiir
20 min geriihrt und dann auf 0 °C herabgekiihlt. Trichloroacetonitril (2.0 mL, 15 mmol, 1 eq)
wurde iiber fiinf Minuten zugegeben und die Reaktion wurde langsam auf Raumtemperatur
erwirmt. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt und zu dem Riickstand
wurde n-Hexan (30 mL) mit einigen Tropfen Methanol zugegeben. Diese Losung wurde erst
geschiittelt und dann durch Celite gefiltert. Entfernung des Losungsmittels unter verminderten
Druck lieferte Verbindung 291. m = 2.55 g (85 %)

"H-NMR (499 MHz, C¢Dy): o (ppm) =5.75 (ddt, 1 H), J = 17.2,10.7,5.5 Hz), 5.16 (dq, 1 H),
J=17.2,1.6Hz),4.96 (dq, 1 H), J = 10.5, 1.4 Hz),4.57 (dt,2H), J = 5.5, 1.5 Hz). (Dateiname:
09¢5a021.17)

BC-NMR (126 MHz, C4DCs): 0 (ppm) = 162.05 , 131.42, 127.97, 117.87, 69.33. (Dateiname:
09¢5a021.17)

IR (Diamant-ATR): # [cm™!] = 3369 (m), 3240 (m), 3183 (m), 2956 (s), 2853 (m), 1694 (s),
1653 (m), 1617 (m), 1543 (m), 1377 (s), 1229 (m), 1108 (m), 830 (s), 760 (s), 693 (s), 616 (s),
440 (m). (Dateiname: ED261)

MS (EL, 70 eV) m/z = 165.90 [M*-Cl]

GCMS (EI*, 70 e€V): m/z = 174.0 (3.2 %), 171.0 (3.3 %), 168.0 (8.7 %), 166.0 (14.3 %), 148.9
(2.1 %), 147.9 (2.1 %), 146.9 (5.7 %), 145.9 (3.2 %), 144.9 (6.4 %), 143.9 (2.6 %), 139.9
(2.1 %), 138.0 (6.9 %), 136.0 (7.2 %), 131.9 (2.5 %), 130.0 (6.9 %), 127.9 (2.1 %), 125.9
(3.4 Y%), 122.9 (2.4 %), 120.9 (7.6 %), 118.9 (24.8 %), 116.9 (26.2 %), 114.0 (2.2 %), 113.0
(3.1 %), 111.9 (13.2 %), 110.9 (15.8 %), 109.9 (21.4 %), 108.9 (21.3 %), 102.0 (3.5 %), 101.0
(2.8 %), 99.9 (2.2 %), 98.0 (3.7 %), 96.0 (2.1 %), 87.0 (3.0 %), 86.0 (2.7 %), 85.0 (6.6 %), 84.0
(64.9 %), 83.0 (7.1 %), 81.9 (26.6 %), 77.0 (6.5 %), 76.0 (2.1 %), 75.0 (22.1 %), 67.0 (2.3 %),
64.0 (3.2 %), 63.0 (2.7 %), 62.0 (8.2 %), 58.0 (7.6 %), 57.0 (71.5 %), 56.1 (15.4 %), 55.0
(3.2 %), 49.0 (4.4 %), 47.0 (12.0 %), 44.0 (5.1 %), 43.0 (3.1 %), 42.1 (13.9 %), 41.1 (100.0 %),
40.1 (11.0 %), 39.1 (98.6 %), 38.0 (7.7 %), 37.0 (2.7 %), 36.0 (4.8 %), 35.0 (2.2 %). (ED0O750)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 1081 (ED0750)
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8.3.14 1-(Allyloxy)propan-2-ol

O:{ + LOH Na Lo
292 290 293 J\
OH

Zu dem Alkohol 290 (23 mL, 34 mmol, 10eq) wurde Natrium (0.32 g, 4.1 mmol, 1.2 eq) zu-
gegeben. Diese Losung wurde fiir eine Stunde geriihrt. Epoxid 292 (2.0 g, 3.4 mmol, 1eq)

wurde tropfchenweise zugegeben und die Losung wurde anschlieend fiir eine Stunde refluxiert.
Ein Teil des Alkohols 290 wurde bei Raumdruck mittels Destillation entfernt. H,SO, (3 M,
4 mL) wurde zugegeben und weitere Destillation konnte Alkhol 290 vollstindig entfernen. Das
zuriickbleibende Produkt ist Verbindung 293. m = 2.25 g (56 %)

"H-NMR (300 MHz, C¢Dy): o (ppm) = 5.74 (ddt, 1H, J = 17.3,10.7,5.4Hz), 5.13 (dq, 1
H, J = 17.2,1.7Hz), 5.00 (dq, 1 H, J = 10.5,1.5Hz), 3.81 (ddd, 1 H), 3.70 (dt, 2H, J =
54,1.5Hz), 3.07 (dd, 1H, J = 9.2,3.5Hz), 3.01 (dd, 1H, J = 9.2,7.7Hz), 1.00 (d, 3H),
J = 6.3Hz). (Dateiname: 11¢c5a031.17)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCy): 0 (ppm) = 13491, 116.02, 75.82, 71.70, 66.11, 18.70. (Da-
teiname: 11¢5a031.17)

DC (R¢, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.31.

IR (Diamant-ATR): 7 [cm™!] = 3455 (w), 3025 (m), 2970 (m), 2941 (m), 1738 (s), 1454 (m),
1367 (s), 1216 (s), 1092 (m), 925 (m), 527 (m). (Dateiname: ED447)
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8.3.15 1-(Allyloxy)propan-2-on

|
LOJ\ IBX, DMSO kl
OH o)

293 289

2-lodoxybenzoesidure (3.96 g, 14.3 mmol, 1.6 eq) wurde in Dimethylsulfoxid (45 mL) zugegeben.
Nach dreilig Minuten war es vollstindig gelost und Verbindung 293 (1.00 g, 8.94 mmol, 1 eq)
wurde langsam zugegeben. Diese Losung wurde iiber Nacht geriihrt. Nach Filtration wurde die
Losung mit Ethylacetat:Wasser (1:5) extrahiert und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach
Filtration wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde

mittels Sdulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 3:1) m = 150 mg (16 %)

"H-NMR (700 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) = 5.68 (ddt, 1 H, J = 17.2,10.6,5.4Hz), 5.12 (d, 2 H,
J =20.0Hz),5.12(d, 2H, J = 15.0Hz), 3.68 (d, 1H, J = 10.0Hz), 3.59 (s, 3H), 1.77 (s, 3
H). (Dateiname: 25p5a037.17)

BC-NMR (176 MHz, C4DC): o (ppm) = 205.09, 134.20, 116.47, 75.15, 71.64, 25.60. (Da-
teiname: 25p5a037.17)

DC (R, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.45.

IR (Diamant-ATR) = 7 [cm™'] 2970 (w), 2928 (w), 2864 (w), 1727 (s), 1422 (m), 1356 (m),
1229 (m), 1217 (m), 1109 (s), 994 (m), 928 (m), 608 (w), 528 (w). (Dateiname: allyl aceton)

8.3.16 1-(Allyloxy)propan-2-on

o Ag,0, Allylbromid, o

Ho. M o

181 CaSoy 289 j\
N

Zu der Losung von 1-Hydroxyaceton (0.925 mL, 13.5 mmol, 1 eq) und Allylbromid (10.8 mL,

125 mmol, 9 eq) wurde CaSO, (8.10 g, 59.6 mmol, 4 eq) zugegeben. Diese Suspenson wurde auf
0°C abgekiihlt und Silberoxid (5.35 g, 21.6 mmol, 1.6 eq) portionsweise iiber einen Zeitraum
von 30 min zugegeben. Diese Mischung wurde auf Raumtemperatur aufgewidrmt und fiir eine
weitere Stunde geriihrt. Zu der Mischung wurde Ethylacetat zugegeben und iiber Celite gefiltert.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand
wurde mittels Sdulenchromatographie gereinigt.(Cyclohexan:Ethylacetat; 10:1) m = 2.37 g
(24 %)
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"H-NMR (700 MHz, C¢Dy): o (ppm) = 5.68 (ddt, 1 H, J = 17.2,10.6,5.4Hz), 5.12 (d, 2H,
J =20.0Hz),5.12(d, 2H, J = 15.0Hz), 3.68 (d, 1H, J = 10.0Hz), 3.59 (s, 3H), 1.77 (s, 3
H). (Dateiname: 20p5a037.17)

BC-NMR (176 MHz, C4DC): o (ppm) = 205.09, 134.20, 116.47, 75.15, 71.64, 25.60. (Da-
teiname: 20p5a037.17)

DC (R¢, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.45.

IR (Diamant-ATR) = # [cm~!] 2970 (w), 2928 (w), 2864 (w), 1727 (s), 1422 (m), 1356 (m),
1229 (m), 1217 (m), 1109 (s), 994 (m), 928 (m), 608 (w), 528 (w). (Dateiname: allyl aceton)

8.3.17 (4uR,55)-3-(2-Hydroxypropan-2-yl)-4o,5-dimethyl-4,44,5,6-tetrahydro-
naphthalen-2(3H)-on

0 0
o
LiIHMDS

ZnCl,, Aceton |

3 10

Hexamethyldisilazan (0.60 mL, 2.9 mmol, 5 eq) wurde in THF (3 mL) gel6st und auf —60 °C
herab gekiihlt. n-Butyllithium (1.8 mL, 1.6 m in n-Hexan, 2.8 mmol, 4.9 eq) wurde zugegeben
und die Losung wurde fiir 30 min geriihrt. AnschlieBend wurde die Temperatur auf —78 °C
gesenkt und Dienon 3 (0.10 mL, 0.58 mmol, 1eq) in THF (1.0mL) iiber 30 min zugegeben.
Nach einer Stunde wurde Zinkchlorid (0.63 mL, 1.0 m in Diethylether, 0.63 mmol, 1.1 eq) zuge-
geben. Nach 10 min wurde Aceton (0.34 mL, 4.6 mmol, 8 eq) zugegeben und fiir weitere 15 min
geriihrt. Schliellich wurde mit einer 5 % 2,3-Dihydroxybernsteinsdurenlésung die Reaktion
beendet. Diese Losung wurde dann auf Raumtemperatur aufgewidrmt und eine Mischung aus
Cyclohexan/Ethylacetat (1:1) wurde zugegeben. Die organische Phase wurde mit einer 5 %
2,3-Dihydroxybernsteinsdurenlosung und mit einer geséttigten Natriumchloridlosung gewa-
schen. Die organische Phase wurde iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration
wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels

Saulenchromatographie gereinigt.(Cyclohexan:Ethylacetat; 10:1) m = 90 mg (67 %)

"H-NMR (300 MHz, C¢Dy): & (ppm) = 5.65 (m, 3H), 2.61 (dd, 1H, J = 14.1,4.8 Hz), 1.77
(dd, 1H, J = 12.8,4.8Hz), 1.64 to 1.48 (m, 1 H), 1.29 (s, 3H), 1.25 (s, 3H), 1.27 (m, 1 H),
0.61 (s,3H), 0.51 (d, 3H, J = 6.8 Hz). (Dateiname: 0113a032.17)

BC-NMR (126 MHz, CDCy): & (ppm) =202.73,162.55,137.68, 127.42,124.33,72.40, 51.89,
37.77, 36.93, 36.17, 31.95, 28.33, 24.76, 14.86, 13.84. (Dateiname: 01132032.17)
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DC (Ry, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.30.

IR (Diamant-ATR): ¥ [cm™!] = 2925 (m), 2854 (m), 1716 (m), 1680 (m), 1647 (m), 1450
(m), 1377 (m), 1228 (m), 1214 (m), 1148 (m), 1098 (m), 1033 (s), 917 (m), 893 (m), 729 (m).
(Dateiname: ED338)

Drehwert (azDO, ¢ =0.31 g/100mL, CHCl;) = +12.9

HRMS (ESI*) = gemessen: m/z 235.1690 [M + H'], berechnet fiir C;sH,,O,H: m/z 235.1693
GCMS (EI*,70 eV): m/z =177.1 (12.8 %), 176.1 (100.0 %), 162.0 (5.0 %), 161.1 (34.2 %),
149.1 (4.3 %), 148.1 (42.6 %), 147.1 (12.5 %), 143.1 (4.3 %), 135.1 (4.9 %), 134.1 (45.3 %),
133.1 (90.4 %), 132.2 (7.8 %), 131.2 (3.1 %), 129.1 (2.2 %), 128.2 (2.3 %), 127.9 (2.3 %), 121.1
(3.6 %), 120.1 (10.1 %), 119.1 (38.5 %), 118.2 (2.8 %), 117.1 (8.1 %), 116.1 (2.3 %), 115.1
(8.7 %), 107.1 (3.1 %), 106.1 (10.1 %), 105.1 (49.9 %), 104.2 (3.0 %), 103.1 (5.6 %), 93.2
(4.6 %), 92.1 (8.1 %), 91.1 (26.9 %), 79.1 (8.7 %), 78.1 (4.6 %), 77.1 (12.1 %), 65.1 (5.3 %),
55.1 (3.3 %), 53.1 (2.5 %), 51.1 (2.9 %), 41.1 (3.5 %), 39.1 (3.3 %). (ED0924)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 1625 (ED0924)

Position | d¢[ppm] 8y [ppm] | mult. J [Hz]
1 162.55
2 31.94
3 37.79 1.27 m
4 31.95 1.58 m
5 137.68 5.65 m
1§)H 6| 127.12 5.65 m
7 14.86 0.61 S
o 8 13.84 0.51 d 6.8
12 124.33 5.65 m
@ 13 202.73
ﬁ)H 14 51.89 2.61 dd 14.1;4.38
10 15 36.93 1.78 dd 12.8;4.8
16 24.76 1.29 S
17 72.40
18 28.33 1.25 S

Abbildung 27: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 10 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.3.18 (4uR,5S)-40,5-Dimethyl-3-(propan-2-ylidene)-4,4.,5,6-tetra-hydronaph-
thalen-2(3H)-on

OH
CeCl3 Nal, |

MeCN

10 5

Zu einer Losung von Dienon 10 (70 mg, 0.43 mmol, 1 eq) in Acetonitril (4.3 mL) und CeCl; - 7 H,O
(0.16 g, 0.45 mmol, 1.03 eq) wurde Natriumiodid (64 mg, 0.55 mmol, 1.3 eq) zugegeben. Diese
Losung wurde fiir 24 h mit Lichtausschluss refluxiert. Verdiinnt mit Diethylether wurde dann
Salzsdure (10 mL, 0.5 M) zugegeben. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wissrige
Phase mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer gesittig-
ten Natriumbicarbonatlosung und mit einer gesittigten Natriumchloridlosung gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden tiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration
wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels

Saulenchromatographie gereinigt.(Cyclohexan:Ethylacetat; 7:1) m = 53 mg (82 %)

"H-NMR (700 MHz, C¢Dg): 6 (ppm)=5.91(s, 1 H),5.81 (s, 1 H),5.67(s,1H, J =9.6,5.3,2.7 Hz),
2.68 (d, 1H, J = 13.6Hz), 2.31 (d, 1H, J = 2.2Hz), 1.91 (m, 1 H), 1.73 to 1.55 (m, 2H),
1.54 (s, 3H), 1.29 (m, 4H), 0.74 (d, 3H, J = 0.9 Hz), 0.62 (d, 3H, J = 6.8 Hz). (Dateiname:
20s7a021.17)

BC-NMR (175 MHz, C¢DCy): o (ppm) = 190.07, 158.91, 142.77, 135.80, 127.96, 127.92,
126.56, 39.665, 38.26, 37.38, 32.06, 22.77, 21.94, 15.06, 13.95. (Dateiname: 20s7a021.17)
DC (R¢, 2:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.70.

IR (Diamant-ATR): # [cm™'] = 3463 (m), 2917 (m), 2970 (m), 2860 (m), 1737 (m), 1644 (m),
1726 (m), 1374 (m), 1442 (m), 1230 (m), 1216 (m), 1055 (m), 1025 (m), 887 (m), 807 (m).
(Dateiname: ED345)

Drehwert (o7, ¢ = 0.38 g/100mL, CHCl;) = +2.6

HRMS (APCI") = gemessen: m/z 217.1586 [M + H*], berechnet fiir C;,H,OH: m/z 217.1586
GCMS (EI*, 70 eV): m/z =218.2 (2.2 %), 217.1 (15.2 %), 216.1 (100.0 %), 202.2 (5.0 %),
201.1 (32.2 %), 188.1 (2.9 %), 187.1 (6.7 %), 186.2 (2.4 %), 183.1 (3.1 %), 175.1 (4.0 %),
174.1 (4.6 %), 173.1 (14.8 %), 172.1 (3.7 %), 171.1 (2.2 %), 168.1 (3.3 %), 161.1 (6.9 %),
160.1 (8.4 %), 159.1 (18.8 %), 158.1 (4.1 %), 157.1 (3.9 %), 155.0 (2.8 %), 153.1 (2.5 %),
148.1 (7.0 %), 147.1 (6.9 %), 146.1 (4.9 %), 145.1 (15.0 %), 144.1 (4.3 %), 143.1 (5.3 %),
142.1 (4.1 %), 141.1 (6.3 %), 134.1 (2.1 %), 133.1 (12.3 %), 132.1 (3.4 %), 131.0 (11.2 %),
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130.1 (2.2 %), 129.1 (6.7 %), 128.1 (8.4 %), 127.1 (3.4 %), 121.1 (3.0 %), 120.1 (2.6 %), 119.1
(8.3 %), 117.1 (5.0 %), 116.0 (2.3 %), 115.1 (7.4 %), 110.0 (2.9 %), 109.1 (2.7 %), 107.1
(9.4 %), 106.0 (2.0 %), 105.1 (11.7 %), 103.0 (2.6 %), 95.1 (3.7 %), 93.1 (3.0 %), 91.0 (9.7 %),
79.1 (5.1 %), 77.0 (5.9 %), 67.1 (3.0 %), 65.1 (3.2 %), 55.0 (2.2 %), 41.1 (3.6 %). (ED0906)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 1861 (ED0906)

Position | d¢[ppm] 8y [ppm] | mult. J [Hz]
1 158.91
2 38.26
0 3 37.38 1.39 m
4] 3206 163 m
16
> 5 135.80 5.67 S
8 7 s 18 6 127.96 5.81 S
7 15.06 0.74 d 0.9
o 8 13.95 0.62 d 6.8
(‘ Sy 12 126.56 5.91 S
X 13 190.07
\A ) 14 127.92
5 15 39.66 1.91;2.67 d 13.6
16 22.77 2.31 S
17 142.77
18 21.94 1.54 S

Abbildung 28: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton § und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.3.19 (2R,8S,8xR)-3’,3’,8,8u-Tetramethyl-8,8u-dihydro-1H-spiro[naphthalene-2,2’-
oxiran]-3(7H)-on

0 0]
®)

/ ol
mCPBA \

5 283

Dienon 5 (50mg, 0.23 mmol, 1eq) wurde in Dichlormethan (3 mL) bei 0°C gelost. Meta-
Chlorperbenzoesaure (74 mg, 0.43 mmol, 1.9 eq ) wurde zugegeben und die Losung {iber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde Wasser zugegeben und mit Ethlyacetat
extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet.

Nach der Filtration wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt Der Riickstand
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wurde mittels Sdulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 7:1) m = 17 mg
(32 %)

"H-NMR (300 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) = 5.84 (s, 1 H), 5.73 (ddd, 1 H, J = 9.7,2.9, 1.0 Hz), 5.64
(ddd, 1H, J =9.7,5.7,2.5Hz), 1.82 to 1.73 (m, 2H), 1.67 to 1.47 (m, 4 H), 1.38 (s, 3H), 1.23
(tt, 1H, J = 6.9,4.8Hz), 0.74 (d, 3H, J = 0.8Hz), 0.47 (d, 3H, J = 6.8 Hz). (Dateiname:
30s7a006.17)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCy): 6 (ppm) = 193.52 , 160.67, 136.78, 127.97, 125.16, 65.48,
64.24, 38.86, 38.17, 37.14, 31.59, 20.95, 18.79, 16.62, 13.77. (Dateiname: 30s7a006.17)

DC (R, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.22.

IR (Diamant-ATR, 7 [em~!]) =3016 (m), 2970 (m), 2947 (m), 2925 (m), 2853 (m), 1738 (s),
1436 (m), 1367 (s), 1229 (s), 1206 (s), 516 (m), 1092 (m), 899 (m), 796 (m). (Dateiname:
ED341)

Drehwert (aZDO, ¢ =0.10 g/100mL, CHCl;) = +10

HRMS (ESIY) = gemessen: m/z 233.1535 [M + H*], berechnet fiir C;sH,,0,H: m/z 233.1536.
GCMS (EI*, 70 eV): m/z =233.1 (17.6 %), 232.1 (100.0 %), 218.1 (2.6 %), 217.1 (17.4 %),
216.1 (7.3 %), 201.1 (2.5 %), 192.1 (6.1 %), 191.1 (11.7 %), 190.1 (2.4 %), 189.1 (5.3 %),
177.1 (8.7 %), 175.1 (5.4 %), 174.1 (4.5 %), 173.1 (6.0 %), 163.1 (5.6 %), 161.1 (4.6 %), 160.1
(11.3 %), 159.1 (79.2 %), 158.2 (2.6 %), 157.1 (2.9 %), 149.1 (4.2 %), 148.1 (4.4 %), 147.1
(7.1 %), 146.1 (8.0 %), 145.1 (18.6 %), 144.1 (5.0 %), 143.1 (2.3 %), 141.1 (5.2 %), 133.1
(11.6 %), 132.1 (10.4 %), 131.1 (57.5 %), 130.1 (3.9 %), 129.1 (8.2 %), 128.0 (5.0 %), 127.1
(2.3 %), 121.1 (3.0 %), 120.1 (4.1 %), 119.1 (19.3 %), 117.1 (11.4 %), 116.1 (7.5 %), 115.1
(12.4 %), 111.0 (7.9 %), 107.1 (4.0 %), 106.1 (2.7 %), 105.1 (13.7 %), 104.1 (2.7 %), 103.1
(4.9 %), 95.1 (3.3 %), 93.1 (2.8 %), 92.1 (3.0 %), 91.1 (20.1 %), 79.1 (4.8 %), 78.1 (2.8 %),
77.1 (7.8 %), 69.0 (2.1 %), 65.1 (3.5 %), 55.0 (2.2 %), 53.1 (2.3 %), 43.0 (5.1 %), 41.1 (4.6 %),
39.0 (2.9 %). (ED0907)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1984 (ED0907)
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Position | 6¢[ppm] 0y [ppm] | mult. J [Hz]
1| 160.67
2| 3817
o 3| 3714 123 tt 6.9:4.8
@@ o 4| 3159 149:159| m
s 5| 136.78 564 | ddd 9.7:5.7:2.5
| A 6| 127.97 573 | ddd 9.7:2.9:1.0
71 1662 0.74 d 0.8
o 8| 1377 0.47 d 6.8
12| 125.16 5.84 s
13| 19352
N 14| 6548
283 15|  38.86 176 | m 2.0
16| 1879 1.38 s
17| 6424
18| 2095 1.14 s

Abbildung 29: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton § und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.3.20 (1aR,3S,3aR,7bS)-3,3a-dimethyl-5-(propan-2-ylidene)-1a,2,3,3a,4,5-hexa-
hydronaphtho[1,2-b]Joxiren-6(7bH)-on

O (0]
DMDO

5 275

Zu dem Dienon 5 (73 mg, 0.32 mmol, 1 eq) und Tetrabutylaamoniumhydrogensulfit (4.8 mg,
0.14 mmol, 0.4 eq) in dem Acetonitril/Dimethoxymethan-Gemisch (2:1 , 2.7 mL) wurde Ace-
ton (0.70mL, 9.6 mmol, 30eq) und wissrige K,CO3; Losung (0.64 mL, 0.1 M) zugegeben.
Oxone®(0.59 g in 2.8 mL 4 x 10~* M Na,EDTA Losung) und wissrige K,CO3; Losung (2.9 mL,
1.66 m) wurde parallel mithilfe von zwei Spritzenpumpen iiber zwei Stunden zugegeben. Nach
der Zugabe wurde die Losung fiir weitere dreilig Minuten geriihrt. AnschlieBend wurde Wasser
zugegeben und die Reaktionsmischung mit Ethylacetat extrahiert. Die gesammelten organi-
schen Phasen wurden mit Wasser und gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen und iiber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration wurde das Losungsmittel unter verminderten
Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels Saulenchromatographie gereinigt. (Cyclohex-
an:Ethylacetat; 10:1) m = 8 mg (11 %)

"H-NMR (700 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) =6.19 (s, 1 H),2.92 (d, 1 H, J = 3.6 Hz), 2.87 (dd, 1 H,
J=35,1.3Hz),2.52(d,1H, J = 13.9Hz),2.27(d,4H, J = 2.3Hz),2.23(d, 1 H, J = 2.2 Hz),
1.89t0 1.81 (m, 1 H), 1.71 to 1.60 (m, 2H), 1.46 (d,4H, J = 1.6 Hz), 1.22 to 1.10 (m, 2 H), 0.95
(d, 1H, J = 0.9Hz), 0.94 to 0.85 (m, 1 H), 0.58 (d, 3H, J = 0.9Hz), 0.51 (d, 3H, J = 6.8 Hz).
(Dateiname: 3413c054.17)

BC-NMR (176 MHz, C¢DCy): & (ppm) = 188.68, 158.19, 133.53,127.29, 119.99, 54.79, 54.50,
51.42,39.53, 37.41, 29.90, 29.58, 22.88, 22.11, 16.03, 13.33. (Dateiname: 3413c054.17)

DC (R¢, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.16.

IR (Diamant-ATR) = 7 [cm™'] 2926 (w), 1720 (s), 1440 (w), 1363 (s), 1231 (s), 1098 (w), 523
(s). (Dateiname: ED341)

Drehwert (azDO, ¢ =0.10 g/100mL, CHCl;) = +10

HRMS (ESIY) = gemessen: m/z 233.1536 [M + H*], berechnet fiir C;sH,,0,H: m/z 233.1536.
GCMS (EI*, 70 eV): m/z =233.1 (17.7 %), 232.2 (100.0 %), 218.2 (2.6 %), 217.1 (17.6 %),
216.2 (9.5 %), 201.2 (3.6 %), 192.1 (6.3 %), 191.1 (11.4 %), 190.1 (2.6 %), 189.1 (5.9 %),
177.1 (8.3 %), 175.0 (5.4 %), 174.2 (4.5 %), 173.1 (6.6 %), 163.1 (5.5 %), 161.1 (4.8 %), 160.1
(11.7 %), 159.1 (79.3 %), 158.2 (2.3 %), 157.1 (3.3 %), 149.1 (5.6 %), 148.1 (4.4 %), 147.1
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(8.7 %), 146.1 (8.5 %), 145.1 (20.1 %), 144.1 (6.0 %), 143.1 (2.4 %), 142.1 (2.1 %), 141.1
(5.9 %), 135.1 (2.2 %), 133.1 (11.6 %), 132.1 (11.2 %), 131.1 (57.1 %), 130.1 (4.3 %), 129.1
(9.4 %), 128.1 (6.1 %), 127.1 (2.6 %), 121.1 (3.6 %), 120.0 (3.7 %), 119.1 (20.2 %), 118.1
(4.5 %), 117.0 (12.3 %), 116.1 (8.5 %), 115.1 (13.2 %), 111.0 (8.0 %), 107.1 (4.2 %), 106.1
(3.0 %), 105.1 (14.7 %), 104.1 (2.8 %), 103.1 (5.4 %), 95.1 (3.6 %), 93.0 (3.1 %), 92.1 (3.5 %),
91.1 (21.4 %), 81.1 (2.1 %), 79.1 (5.6 %), 78.0 (3.5 %), 77.0 (8.7 %), 69.1 (2.5 %), 67.1 (2.1 %),
65.1 (4.0 %), 55.0 (2.7 %), 53.1 (2.4 %), 43.0 (6.3 %), 41.1 (5.0 %), 39.1 (3.2 %). (ED0941)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 1981 (ED0941)

Position | 6¢[ppm] 0y [ppm] | mult. J [Hz]
1| 158.19
2 37.42
o o 3 29.90 1.18 m
@@ 4] 2958 131:1.64| m
Nyie 5| 5197 2.87 | dd 3.4;13
87 6 51.42 2.92 d 3.6
7 16.03 0.58 d 0.9
Or —— 8 13.60 0.51 d 6.8
o 12| 133.53 6.19 s
(' ) 13| 188.68
14| 128.06
275 15 39.54 1.85:2.92 d 3.6
16 22.88 227 d 2.3
17| 144.86
18 22.12 1.46 d 1.6

Abbildung 30: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 452 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile
sind HMBC-Korrelationen und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.3.21 Methyl 2-((8S,8aR)-8,8a-dimethyl-3-0x0-1,2,3,7,8,8a-hexahydro
naphthalen-2-yl)-2-hydroxypropanoat

00O
o} o
LIHMDS W —OH

Methylpyruvat
ZnCl,

3 294

Hexamethydisilazan (0.30 mL, 1.45 mmol, 5eq) wurde in Diethylether (1.5 mL) bei —60 °C
zugegeben. n-Butyllithium (0.9 mL, 1.6 m in n-Hexan 1.44 mmol, 4.9 eq) wurde langsam zu-
gegeben. Die Losung wurde fiir dreilig Minuten geriihrt und dann auf —78 °C abgekiihlt. Das
Dienon 3 50 mg, 0.28 mmol, 1 eq in THF (1.0 mL) wurde langsam zugegeben und die Losung
wurde fiir eine Stunde geriihrt. Zinkchlorid (0.30 mL, 1.0 m in Diethylether 0.30 mmol, 1.1 eq)
wurde hinzugefiigt. Nach fiinfzehn Minuten wurden Methylpyruvat (0.80 mL, 8.9 mmol, 31 eq)
hinzugegeben. Die Losung wurde liber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt. Die Reaktion wurde
mit 5 % 2,3-Dihydroxybernsteinsdurenlosung beendet. Die Mischung wurde mit Ethylacetat
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet.
Nach der Filtration wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riick-
stand wurde mittels Sdaulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 65 mg
(81 %)

"H-NMR (400 MHz, C¢Dy): & (ppm) =5.711t05.59 (m, 3H),5.43 (q, 1 H, J = 0.9Hz), 3.56 (s,
1H),3.35(s,3H),2.78 (dd, 1 H, J = 13.8,5.0Hz), 2.03 (d, 1 H, J = 13.1 Hz), 1.86 (m, 2 H),
1.68 to 1.43 (m, 4 H), 1.37 to 1.25 (m, 3H), 0.62 (d, 3H, J = 0.6 Hz), 0.52 (d, 3H, J = 6.8 Hz).
(Dateiname: 01132032.17)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCy): & (ppm) =200.71,175.10, 162.63, 137.68, 123.72,76.88, 51.56,
51.39, 37.69, 31.94, 23.55, 14.97, 13.87. (Dateiname: 01132032.17)

DC (Ry, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.39.

IR (Diamant-ATR, 7 [em~']) =2955 (m), 2923 (m), 2870 (m), 1740 (m), 1656 (m), 1456 (m),
1375 (m), 1259 (m), 1229 (m), 1206 (m), 1124 (m), 1092 (m), 1022 (m), 799 (m), 731 (m).
(Dateiname: ED462)

Drehwert (aZDO, ¢ =1.21 g/100mL, CHCl;) = +30.6
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Position | 6¢[ppm] 0y [ppm] | mult. J [Hz]
1] 163.23
2 36.49
o 3 29.08 1.32 m
@@ o 4 31.94 1.57 m
D 5| 137.68 5.64 m
S e 6| 127.97 5.68 m
8 204 o 7 14.97 0.62 d 0.6
o 8 13.87 0.52 d 6.8
oH 12| 12372 5.70 m
%O\ 13| 200.71
14 51.56 2.79 dd 13.8;5.0
s S 15 39.49 1.86;2.03 t 13.12
16 37.69 1.32 s
17 76.88
18 | 175.10
18 51.39 3.35 s

Abbildung 31: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 294 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile
sind HMBC-Korrelationen und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.4 Synthetischer Teil (Zweiter Syntheseplan)

8.4.1 (R)-Trimethyl((2-methyl-5-(prop-1-en-2-yl)-cyclohexa-1,3-dien-1-yl)- oxy)silan

o OTMS
@/ FeCl; ,MeMgBr @/
\[ TMS-CI, NET5, DMPU, ﬁ
2 THF 317

Methylmagnesiumbromid (9.6 mL, 3.0 m in n-Hexan 29 mmol, 2.2 eq) in THF (15 mL) wurde
auf —20°C abgekiihlt. Dazu wurde eine Losung von Enon 2 (2.0 g, 13 mmol, 1eq) in THF
(8.0 mL) iiber zwei Stunden zugegeben. AnschlieBend wurde die Reaktion fiir 1.5 h geriihrt und
dann auf 0 °C aufgewidrmt. Zu dieser Losung wurde Chlorotrimethylsilan (2.3 mL, 18 mmol,
1.4 eq), 1,3-Dimethyl-3,4,5,6-tetrahydro-2(1H)-pyrimidinon (1.9 mL, 16 mmol, 1.2eq) und
Triethylamin (2.4 mL, 17 mmol, 1.3 eq) nacheinander zugegeben. Diese Mischung wurde auf
Raumtemperatur erwiarmt und fiir weitere 9.5 h geriihrt. Danach wurde die Reaktion wieder
auf 0 °C abgekiihlt und Phosphatpuffer (pH 7.0) wurde zugegeben. Die entstandene Mischung
wurde durch Celite gefiltert. Der Eluent wurde mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen wurden mit geséttigter Natriumchloridlosung gewaschen. Die organischen
Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter verminderten
Druck entfernt und der Riickstand mithilfe einer kurzen Saulenchromatographie (Cyclohexan

bis Ethylacetat) gereinigt.

m = 440 mg

8.4.2 (4R,5S)-4-Hydroxy-2-methyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-2-enon

OTMS (0]
NOBn, DCM
\‘\\\" \I\\\"
-78 °C OH
317 6

Zu einer Losung von Nitrosobenzol (0.51 g, 4.8 mmol, 2.4 eq) in Dichloromethan (6.0 mL) wur-
de Essigsdure (0.26 mL 4.5 mmol, 2.35 eq) und Sylilenolether 317 (0.44 mg 2.0 mmol, 1 eq) bei
—78 °C zugegeben. Die Losung wurde iiber Nach bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend
wurde die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur erhoht und fiir vier weitere Stunden ge-

rithrt. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt und der Riickstand mithilfe
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Sédulenchromatographie gereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat; 10:1) m = 20 mg (6 % iiber zwei
Stufen)

"H-NMR (500 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) = 6.38 (s, 1 H), 4.67 (dd, 2H, J = 25.0,0.8 Hz), 3.94 (dt,
1H, J=9.3,22Hz),2.33t02.29 (m, 2H), 1.97 (dd, 1 H, J = 16.7,14.5Hz), 1.72 (dd, 3H,
J=21,14Hz). 1.38 (dd, 3H , J = 1.5,0.8 Hz). (Dateiname: 20p5a019.17)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCy): & (ppm) =197.01, 147.43,143.57,134.40, 113.52, 68.35, 52.29,
40.85, 18.77, 15.14. (Dateiname: 20p5a019.17)

DC (Ry, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.18.

IR (Diamant-ATR) = # [cm~'] 3415 (m), 2971 (m), 2922 (m), 1664 (s), 1446 (m), 1377 (m),
1270 (m), 1247 (m), 1177 (m), 1100 (s), 1029 (s), 892 (m), 563 (m), 436 (m). (Dateiname:
Hydroxycarvon)

Drehwert (aZDO, ¢ =1.23 g/100mL, CHCl;) = -42.7

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 167.1065 [M + H*], berechnet fiir C,(H;40,H: m/z 167.1067
GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 166.1 (3.2 %), 123.0 (2.4 %), 109.1 (3.4 %), 107.0 (2.2 %), 104.9
(2.3 %), 99.0 (4.9 %), 98.0 (100.0 %), 95.0 (2.2 %), 91.1 (3.6 %), 79.0 (3.1 %), 77.0 (4.0 %),
70.0 (36.4 %), 69.0 (32.4 %), 68.1 (2.6 %), 67.1 (4.3 %), 55.0 (3.8 %), 53.0 (4.7 %), 43.1
(13.3 %), 42.0 (8.4 %), 41.1 (13.3 %), 40.0 (2.8 %), 39.1 (9.1 %). (ED0O752)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 1380 (ED0752)

O
7 Position | 8¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
@ 1 197.01
115’\\‘“ 2| 134.40
o OH 3 147.43 6.38 S
6 4 68.35 3.94 m
5 52.29 2.33 m
6 40.58 1.94 dd 16.7;14.5
7 15.14 1.72 dd 16.7;14.5
9 113.52 4.67 dd 25.0;0.8
10 143.57
11 18.77 1.38 dd 1.5;0.8

Abbildung 32: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 6 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.4.3 CuAlOx-Katalysator

Zu AlCl; - 7H,0 (16 g, 0.66 mol, 1eq) und Kupferchlorid (20 g, 0.15 mol, 2.2 eq) in Wasser
(0.20L) wurde eine Losung aus Na,CO; (5.1 g, 0.48 mol, 0.72 eq) und Natriumhydroxid (20.8 g,
0.52 mol, 0.79 eq) in Wasser (0.40 L) in einen Zeitraum von zwei Stunden zugegeben. Anschlie-
Bend wurde die Losung auf 70 °C fiir 22 h erhitzt. Nach der Filtration wurde der Filterkuschen
fiir 24 h bei 105 °C getrocknet. Nach dem Morsern wurde der Katalysator fiir drei Tage an der
Luft zur Oxidation stehen gelassen.

8.4.4 (4R,5S)-4-Hydroxy-2-methyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-2-enon

o) o)
ij/ CUAIOx, KOtBuU,
\\\“' W
ﬁ EtOH
OH
2 6

Der CuAlOx-Katalysator (3.2 g) wurde zu Ethanol (0.38 L) zugegeben und fiir 10 min gertihrt.
Kalium-tert-butanolat (2.2 g, 19 mmol, 0.5 eq) und Enon 2 (6.0 mL, 38 mmol, 1.0eq) wurde
hinzugefiigt. Die Losung wurde fiir 24 h geriihrt. Nach Filtration wurde der Filterkuchen mit
Ethanol gewaschen und das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand

wurde mithilfe von Sdulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m =3.69 g
(54 %)

"H-NMR (500 MHz, C¢D): & (ppm) = 6.38 (s, 1 H), 4.67 (dd, 2 H, J = 25.0,0.8 Hz), 3.94 (dt,
1H, J =9.3,2.2Hz), 2.33 t0 2.29 (m, 2H), 1.97 (dd, 1 H, J = 16.7,14.5Hz), 1.72 (dd, 3H,
J=21,14Hz). 1.38 (dd, 3H , J = 1.5,0.8 Hz). (Dateiname: 20p5a019.17)

BC-NMR (126 MHz, CsDCy): 6 (ppm) = 197.01, 147.43, 143.57, 134.40, 113.52, 68.35, 52.29,
40.85, 18.77, 15.14. (Dateiname: 20p5a019.17)

DC (R¢, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.18.

IR (Diamant-ATR) = ¥ [cm™!] 3415 (m), 2971 (m), 2922 (m), 1664 (s), 1446 (m), 1377 (m),
1270 (m), 1247 (m), 1177 (m), 1100 (s), 1029 (s), 892 (m), 563 (m), 436 (m). (Dateiname:
Hydroxycarvon)

Drehwert (), ¢ = 1.23 g/100mL, CHCl;) = -42.7

HRMS (ESI*) = gemessen: m/z 167.1065 [M + H'], berechnet fiir C,(H;4O,H: m/z 167.1067
GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 166.1 (3.2 %), 123.0 (2.4 %), 109.1 (3.4 %), 107.0 (2.2 %), 104.9
(2.3 %), 99.0 (4.9 %), 98.0 (100.0 %), 95.0 (2.2 %), 91.1 (3.6 %), 79.0 (3.1 %), 77.0 (4.0 %),
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70.0 (36.4 %), 69.0 (32.4 %), 68.1 (2.6 %), 67.1 (4.3 %), 55.0 (3.8 %), 53.0 (4.7 %), 43.1
(13.3 %), 42.0 (8.4 %), 41.1 (13.3 %), 40.0 (2.8 %), 39.1 (9.1 %). (ED0752)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 1380 (ED0752)

8.4.5 (4R,5S)-1,2-Dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-2-ene-1,4-diol

) HO
i ~ A|M63

\[ OH W[ OH
6 349

Enol 6 (50 mg, 0.3 mmol, 1 eq) wurde in Dichlormethan (2.0 mL) gelost. Nach Abkiihlen auf
0°C wurde AlMe; (1.5mL, 2.0 M, 3.0 mmol, 10 eq) hinzugegeben. Nach zwei Stunden wurde
das Eisbad entfernt und die Losung in eine gesittigte Natrium/Kalium-tartratlosung transferiert.
Diese wurde dann mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden iiber Magne-
siumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt und der
Riickstand mittels Saulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 24 mg
(44 %)

"H-NMR (500 MHz, C¢Ds): o (ppm) =5.38 (q, 1 H), J = 1.7Hz), 4.77 (td, 2H), 3.98 to 3.83
(m, 1 H),2.15 (ddd, 1 H), J = 13.3,9.1,2.7Hz), 1.65 (dd, 3H), J = 3.6,1.9Hz), 1.14 (d, 3H),
J = 0.8 Hz). (Dateiname: 20p5a019.17)

3C-NMR (126 MHz, C¢DCy): 0 (ppm) = 145.59, 140.31, 126.76, 112.11, 71.54, 69.02, 50.43,
43.60, 26.04, 19.26, 16.46. (Dateiname: 20p5a019.17)

DC (R, 2:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.49.

IR (Diamant-ATR) = #[cm™'] 3334 (m), 3004 (m), 2970 (m), 2944 (m), 1738 (s), 1646 (m),
1437 (m), 1367 (s), 1229 (s), 1114 (m), 1018 (m), 998 (m), 1031 (m), 962 (m), 945 (m).
(Dateiname: ED291)

Drehwert (azDO, ¢ =0.48 g/100mL, CHCl;) = -22.7

MS (EL, 70eV) m/z =182.16 [M*°].

GCMS (EI*, 70 €V): m/z = 164.1 (2.6 %), 149.1 (4.3 %), 148.1 (2.8 %), 146.1 (9.9 %), 139.1
(3.1 %), 135.1 (3.1 %), 133.1 (6.3 %), 131.1 (12.7 %), 125.1 (2.2 %), 124.2 (2.7 %), 123.1
(13.5 %), 122.1 (7.2 %), 121.1 (9.7 %), 119.1 (2.4 %), 116.1 (2.4 %), 115.0 (9.7 %), 114.1
(100.0 %), 113.1 (15.6 %), 112.1 (2.8 %), 111.1 (2.5 %), 110.1 (2.2 %), 109.1 (22.1 %), 108.2
(3.2 %), 107.0 (9.7 %), 106.0 (4.5 %), 105.1 (7.9 %), 100.0 (2.0 %), 98.1 (3.2 %), 97.1 (2.2 %),
96.0 (5.2 %), 95.1 (7.7 %), 94.1 (3.4 %), 93.1 (6.4 %), 91.0 (12.0 %), 86.0 (4.8 %), 85.1 (75.8 %),
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83.1 (10.8 %), 82.1 (3.3 %), 81.1 (5.6 %), 79.1 (6.7 %), 76.9 (6.9 %), 71.1 (9.5 %), 70.1 (2.2 %),
69.0 (12.4 %), 65.0 (3.3 %), 57.1 (7.5 %), 55.0 (5.7 %), 53.1 (4.4 %), 43.0 (14.3 %), 41.1
(9.2 %), 39.0 (4.2 %). (ED0824)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1453 (ED0824)

8.4.6 (2S,3S5)-6-Methyl-5-0x0-3-(prop-1-en-2-yl)-7-oxabicyclo[4.1.0]heptan-2-yi

acetat
o) o)
< PPhy, DIAD,
0 0
w ACOH, Et,0 w :

OH

0.0
328 334 \f

Epoxid 328 (50 mg, 0.27 mmol, 1 eq) wurde in Diethylether (10 ml) gelost. Zu dieser Losung

wurde PPh; (0.16 g, 0.54 mmol, 2 eq), Azodicarbonsdurediisopropylester (0.12 mL, 0.54 mmol,
2eq) und Essigsdure (34 uL., 0.54 mmol, 2eq) bei 0 °C zugegeben. Diese Mischung wurde
langsam auf Raumtemperatur erwirmt und fiir zwei Tage geriihrt. Das Losungsmittel wurde
unter verminderten Druck entfernt und der Riickstand wurde mittels Sdulenchromatographie

gereinigt.(Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 43 mg (71 %)

"H-NMR (500 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) = 5.61 (t, 1 H), J = 3.1Hz), 4.73 to 4.37 (m, 2 H), 3.09
(d, 1H), J = 3.5Hz), 2.61 (dd, 1H), J = 12.2,5.0Hz), 2.45 (s, 3H), 2.33 (dd, 1 H), J =
18.0,12.4Hz), 2.16 (dd, 1 H), J = 18.0,5.3Hz), 1.52 (s, 3H), 1.46 (s, 3H) 1.26 (s, 3H).
(Dateiname: 20p5a009.17)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCq): 6 (ppm) = 202.16, 168.91, 142.53, 111.83, 67.60, 59.61, 58.73,
37.78, 36.55, 21.69, 19.72, 14.85. (Dateiname: 2013a019.17)

DC (Ry, 2:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.41.

IR (Diamant-ATR) = #[cm~!]3016 (m), 2970 (m), 2946 (m), 1739 (s), 1436 (s), 1367 (s), 1229
(s), 1093 (m), 899 (m), 796 (m), 774 (m), 539 (m), 516 (s). (Dateiname: ED290)

Drehwert (o7, ¢ = 0.06 g/100mL, CHCl;) = +1.1

HRMS (ESI*) = gemessen: m/z 250.1436 [M + MeCN + H"], berechnet fiir C1,H;,0;CH;CNH:
m/z 250.1438.

GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 182.0 (5.9 %), 167.1 (6.2 %), 166.1 (1.4 %), 165.1 (6.7 %), 164.1
(51.0 %), 163.1 (3.1 %), 154.1 (1.6 %), 153.1 (4.2 %), 149.0 (6.7 %), 148.0 (2.1 %), 147.1
(1.2 %), 140.0 (3.0 %), 139.1 (9.8 %), 138.0 (1.2 %), 137.1 (3.9 %), 136.0 (13.1 %), 135.1
(9.8 %), 127.0 (1.2 %), 125.1 (2.7 %), 124.1 (3.1 %), 122.9 (5.2 %), 122.1 (18.5 %), 121.1

177



8 EXPERIMENTALTEIL

(42.4 %), 120.2 (2.8 %), 119.0 (3.0 %), 114.1 (1.3 %), 112.0 (2.3 %), 111.1 (17.4 %), 110.0
(1.7 %), 109.1 (5.2 %), 108.1 (6.2 %), 107.0 (8.9 %), 105.9 (1.6 %), 105.1 (2.8 %), 99.1 (2.6 %),
98.0 (20.4 %), 97.1 (14.1 %), 96.1 (4.5 %), 95.1 (9.9 %), 94.0 (6.3 %), 93.1 (33.5 %), 92.1
(2.3 %), 91.1 (8.3 %), 87.1 (3.8 %), 86.0 (3.0 %), 85.0 (55.4 %), 84.2 (2.6 %), 83.1 (6.0 %),
82.0 (1.4 %), 81.1 (3.7 %), 80.0 (2.6 %), 79.1 (10.2 %), 78.1 (2.4 %), 76.9 (6.3 %), 71.0 (4.3 %),
70.0 (1.8 %), 69.0 (6.1 %), 68.0 (7.3 %), 67.1 (8.9 %), 65.1 (2.5 %), 57.1 (1.5 %), 55.1 (5.3 %),
53.1 (5.6 %), 51.0 (1.7 %), 45.0 (1.3 %), 44.0 (4.5 %), 43.0 (100.0 %), 42.0 (2.9 %), 41.0
(7.6 %), 40.1 (1.6 %), 39.0 (4.7 %).

(ED0827)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1533 (ED0827)

o o7 Position | d¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1] 20212
10 \\“.O 2 58.73
ﬁ : 3 67.60 5.62 t 4.0
12
8 0711( 4 59.61 3.10 d 35
3G 5 37.78 2.61 dd 12.2;5.0
6 36.55 2.15;2.58 dd 18.0;5.3
o_ 7 14.85 1.28 s
8| 111.83 4.69 m
) o 9 | 142.53
Q ’ \ 10| 21.69 148 | s
\O—?% 11| 168.91
B O 12 19.72 1.53 s

Abbildung 33: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 334 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.4.7 (1R,6S)-3-Methyl-4-o0x0-6-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-2-en-1-yl acetat

0 0

Ac,0, DMAP,
hi i
OH O O
6 329

Alkohol 6 (91 mg, 0.55 mmol, 1 eq) wurde in Dichloromethan (3.0 mL) gelost. Zu dieser Lo-
sung wurde Essigsdureanhydrid (63 uL, 0.66 mmol, 1.2 eq) und katalytische Mengen von 4-
(Dimethylamino)pyridin zugegeben und fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Eine gesittigte
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Natriumbicarbonatlosung wurde hinzugegeben und die Reaktionslosung mit Dichlormethan
extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt und der Riickstand mithilfe Sdulen-

chromatographie gereinigt.(Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 17 mg (15 %)

"H-NMR (500 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) = 6.08 (dq, 1 H, J = 2.9, 1.5 Hz), 5.50 (m, 1 H), 4.66 (m,
2H), 2.55 (dddd, 1 H), J = 13.8,9.9,4.0,0.7Hz), 2.29 (dd, 1H, J = 16.1,4.1 Hz), 1.96 (dd, 1
H, J=16.1,13.6Hz), 1.69 (dd, 1 H, J = 1.5,0.9Hz), 1.68 (dd, 3H, J = 2.1, 1.5Hz), 1.65 (s,
3H), 1.44 (s, 3H). (Dateiname: 19¢5a056.17)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCy): 6 (ppm) = 195.84, 169.12, 143.01, 142.49, 136.22, 113.37,
69.70, 49.08, 40.73, 20.03, 18.65, 15.16. (Dateiname: 19¢5a056.17)

DC (R¢, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.29.

IR (Diamant-ATR): 7 [cm™'] = 2970 (w), 2924 (w), 1737 (s), 1680 (s), 1446 (m), 1368 (s),
1226 (s), 1099 (m), 1026 (s), 1099 (m), 1026 (s), 973 (m), 900 (m). (Dateiname: ED345)
Drehwert (), ¢ = 0.08 g/100mL, CHCl3) = +0.3

HRMS (APCI") = gemessen: m/z 250.1436 [M+MeCN +H"], berechnet fiir C1,H;,0;CH;CNH:
m/z 250.1438.

GCMS (EI*, 70 €V): m/z = 166.1 (3.7 %), 149.1 (6.5 %), 148.1 (47.9 %), 147.0 (2.4 %), 140.0
(9.1 %), 137.1 (2.5 %), 133.0 (9.1 %), 124.0 (4.8 %), 123.0 (4.2 %), 121.1 (3.1 %), 120.1
(9.1 %), 119.0 (4.0 %), 111.0 (2.1 %), 109.1 (3.4 %), 108.0 (2.3 %), 107.0 (5.7 %), 106.1
(8.0 %), 105.1 (27.5 %), 99.0 (4.3 %), 98.0 (100.0 %), 97.0 (3.4 %), 95.0 (2.5%), 93.0 (4.2 %),
91.1 (12.0 %), 80.0 (2.0 %), 79.1 (8.6 %), 78.1 (2.4 %), 77.1 (8.0 %), 70.1 (9.8 %), 69.0 (9.4 %),
68.0 (2.9 %), 67.0 (5.6 %), 65.0 (3.5 %), 55.0 (2.9 %), 53.1 (6.1 %), 51.0 (2.5 %), 45.1 (2.0 %),
44.0 (3.0 %), 43.0 (59.9 %), 42.0 (4.2 %), 41.0 (13.3 %), 40.0 (2.7 %), 39.0 (11.5 %). (EDO760)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 1476 (ED0760)
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0] Position | 8¢[ppm] O [ppm] | mult. J [Hz]
7 1| 195.84
' 2| 136.22
1‘@““ ‘ 3| 14249 6.08 | dq 29;1.5
8 O\lnl/ 4| 69.70 5.60 dt 10.0; 1.2
O 5| 49.08 2.55 | dddd 13.8:9.9; 4.0; 0.7
6| 4073 229 | dd 16.1; 4.1 ,
* 7 15.16 1.69 | dd 1.5;0.9
8| 113.37 4.66 dt 14.15; 1.7
/‘* 9| 143.01
Q\L/ 10 18.65 1.44 s
07( 11| 169.12
329 O 12 20.03 1.65 s

Abbildung 34: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 329 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.4.8 (4R,5S)-4-(Methoxymethoxy)-2-methyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclo- hex-2-enon

0 o)
¢/ MOM-CI, DIPEA, @/
\H L DMAP, MeCN \H L om
6 331

Enol 6 (0.80 g, 4.8 mmol, 1 eq) wurde in Acetonitril (16 mL) gelost. 4-(Dimethylamino)pyridin
0.18 g, 1.4 mmol, 0.3 eq), N,N-Diisopropylethylamin (1.7 mL, 9.8 mmol, 2.0 eq) und Chloro-
methylmethylether (0.72mL, 9.5 mmol, 2.0 eq) wurden bei 70 °C sequentiell hinzugegeben
und fiir eine Stunde refluxiert. Zu der Reaktionsmischung wurde eine gesittigte Ammonium-
chloridlosung zugegeben und mit Ethylacetat extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen
wurden liber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration wurde das Losungsmittel unter
verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels Sdulenchromatographie gereinigt.
(Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 910 mg (90 %)

"H-NMR (499 MHz, C¢Dg): 6 (ppm) = 6.32 (m, 1 H), 4.71 (s, 2H),4.56 to 4.27 (m, 2 H),
398 (td, 1H, J = 9.5,1.4Hz), 3.11 (s, 3H), 2.60 (td, 1 H, J = 13.5,4.0Hz), 2.35 (dd, 3H,
J=16.2,13.4Hz),2.04 (dd,3H, J = 16.2,13.4Hz), 1.74 (t, 3H, J = 1.65Hz), 1.46 (s, 3H).
(Dateiname: 2613d030.17)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCq): 0 (ppm) = 196.47, 144.85, 144.02, 135.06, 113.03, 95.50, 73.99,
55.01, 50.03, 41.29, 19.24, 15.31. (Dateiname: 2613d030.17)

DC (R¢, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.77.

IR (Diamant-ATR) = #[cm™'] 2943 (m), 1737 (s), 1679 (s), 1647 (s), 1446 (m), 1372 (s), 1235
(s), 1148 (s), 1096 (s), 1039 (s), 1025 (s), 916 (s), 893 (s), 847 (s), 787 (s). (Dateiname: ED371)
Drehwert (¢, ¢ = 0.84 g/100mL, CHCl;) = -12.4

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 211.1329 [M + H'], berechnet fiir C,H;3O3H: m/z 211.1329
GCMS (EI*,70 eV): m/z =211.1 (2.5 %), 210.1 (19.0 %), 181.1 (4.6 %), 179.1 (5.8 %), 178.1
(6.5 %), 167.1 (4.1 %), 166.1 (2.5 %), 165.1 (7.1 %), 163.1 (2.0 %), 151.1 (4.4 %), 150.1
(6.0 %), 149.1 (18.4 %), 148.1 (48.1 %), 147.1 (4.4 %), 143.1 (6.6 %), 142.1 (89.3 %), 137.1
(3.7 %), 136.1 (8.1 %), 135.1 (5.6 %), 133.1 (6.4 %), 131.1 (3.1 %), 130.1 (3.0 %), 123.1
(3.6 %), 122.1 (4.3 %), 121.1 (71.9 %), 120.1 (7.9 %), 119.1 (4.4 %), 113.1 (8.3 %), 112.1
(34.6 %), 109.1 (4.5 %), 108.1 (10.6 %), 107.1 (18.8 %), 106.1 (4.8 %), 105.1 (10.9 %), 103.1
(2.5 %), 98.1 (6.6 %), 97.1 (15.6 %), 96.1 (2.3 %), 95.1 (7.5 %), 94.1 (2.2 %), 93.1 (8.5 %), 92.1
(2.0 %), 91.1 (14.6 %), 83.1 (2.6 %), 82.1 (2.2 %), 81.1 (16.7 %), 80.1 (3.0 %), 79.1 (13.8 %),
78.1 (2.4 %), 77.1 (9.5 %), 69.1 (8.7 %), 68.1 (3.4 %), 67.1 (4.6 %), 65.1 (3.2 %), 55.1 (3.9 %),
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53.1 (4.3 %), 46.1 (2.1 %), 45.1 (100.0 %), 41.1 (6.5 %), 39.1 (4.2 %). (ED1127)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 1528 (ED1127)

Q . Position | d¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1| 196.47
10 2| 135.06
? ! 3| 144.86 6.32 m
it 4 73.99 3.98 td 95,14
ool 5| 5003 260 | W 13.5;4.0
12 6 4129 2.04;2.35 dd 16.2;13.4
O 7 15.32 1.74 t 1.65
8| 113.03 471 m
> 9| 144.02
WIJ Q 10 19.24 1.46 s
o) 11 95.50 4.41 dd 16.2;13.4
331 O 12 55.03 3.11 S

Abbildung 35: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 331 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.4.9 (3R,4R,5S)-4-(Methoxymethoxy)-2,3-dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclo-

hexan-1-on
0 o)
Me,Culi,
A N
OMOM (0]
331 335 W
o\

Methyllithium (25 mL, 1.6 M in Diethylether, 40 mmol, 2.7 eq) wurde zu einer Suspension von
Kupferiodid (4.53 g, 23 mol, 1.5 eq) in Diethylether (50 mL) bei —20 °C zugegeben. Die dabei
entstehende klare Losung wurde bei —20 °C fiir 15 min geriihrt und Enon 331 (3.1 g, 15 mmol,
1 eq) in Diethylether (3.0 mL)) wurde langsam zugegeben. Diese Mischung wurde auf Raum-
temperatur erwirmt und die Reaktion mit einer gesittigten Ammoniumchloridlosung beendet.
Nach Extraktion mit Ethylacetat wurde die Die organischen Phasen wurden mit einer gesittigten
Natriumchloridlosung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel
wurde unter verminderten Druck entfernt und der Riickstand mithilfe Sdulenchromatographie
gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 20:1). m =2.10 g (80 %)
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"H-NMR (300 MHz, C¢Dy): o (ppm) =4.77 (d, 2H, J = 8.3Hz), 4.55 to 4.29 (m, 2H), 3.14
(s, 3H), 2.63 (ddd, 1H, J = 13.3,10.9,5.2Hz), 2.34 (d, 2H, J = 7.8Hz), 2.27 (dd, 1 H,
J =14.0,5.1Hz), 1.58 (m, 1 H), 1.55 (m, 3H), 0.96 (d, 3H, J = 1.5,0.8 Hz), 0.92 (s, 1 H),
0.75 (q, 6 H, J = 8.0Hz). (Dateiname: 36p5a006.17)

BC-NMR (126 MHz, C({DCy): 0 (ppm) = 208.11, 144.83, 142.45, 95.05, 78.45, 55.13, 45.89,
45.80, 43.99, 39.97, 18.96, 11.73, 7.77. (Dateiname: 36p5a006.17)

DC (R¢, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.35.

IR (Diamant-ATR) = ¥ [cm™'] 2917 (m), 2973 (m), 2939 (m), 1706 (s), 1669 (s), 1449 (m),
1375 (m), 1209 (s), 1150 (s), 1033 (s), 904 (m). (Dateiname: MS35)

HRMS (APCI") = gemessen: m/z 185.1170 [M + H*], berechnet fiir C;3H»,O3H: m/z 185.1172
GCMS (EI*, 70 e€V): m/z = 168.1 (2.4 %), 166.2 (3.6 %), 165.1 (2.6 %), 164.1 (11.1 %), 163.2
(1.1 %), 153.1 (5.6 %), 151.1 (2.3 %), 149.1 (1.7 %), 148.1 (5.3 %), 146.1 (3.8 %), 141.1
(1.9 %), 139.1 (1.2 %), 138.1 (1.3 %), 137.1 (2.4 %), 136.1 (5.2 %), 135.2 (1.8 %), 129.1
(1.5 %), 126.1 (1.2 %), 125.1 (3.6 %), 124.1 (2.5 %), 123.1 (4.8 %), 122.1 (3.1 %), 121.1
(16.2 %), 120.2 (2.0 %), 114.1 (7.2 %), 113.1 (100.0 %), 111.1 (6.2 %), 110.1 (3.1 %), 109.1
(7.3 %), 108.1 (2.1 %), 107.1 (5.3 %), 105.1 (1.2 %), 99.1 (3.2 %), 98.1 (15.3 %), 97.1 (5.9 %),
96.1 (3.0 %), 95.1 (11.8 %), 94.1 (2.1 %), 93.1 (4.2 %), 91.1 (3.0 %), 85.1 (7.3 %), 84.1 (1.8 %),
83.1 (9.1 %), 82.1 (8.6 %), 81.1 (12.0 %), 80.1 (1.8 %), 79.0 (5.9 %), 77.1 (2.7 %), 72.1 (1.3 %),
70.0 (1.5 %), 69.1 (18.4 %), 68.1 (5.0 %), 67.1 (12.1 %), 65.0 (1.6 %), 57.1 (7.9 %), 56.1
(2.6 %), 55.1 (7.5 %), 53.1 (3.8 %), 46.0 (1.6 %), 45.1 (68.3 %), 44.1 (2.6 %), 43.0 (46.4 %).
(ED1172)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1546, 1557 (ED1172)
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o Position | 8c[ppm] 8y [ppm] | mult. J [Hz]
! 1] 20811
” 2 43.99 227 | dd 14.0; 5.1
ﬁ‘ 8 3 38.97 1.58 m
9 0#2 4 78.45 3.69 | dd 10.8; 4.3
SN 5 45.80 2.63 | ddd 13.3;10.9;5.2
6 39.97 2.34 d 7.8
7 7.77 0.96 d
O 8 11.73 0.74 d
9| 11245 4.77 d 8.3
10| 144.83
ﬁ\% 11 18.96 1.55 m
N 12 95.05 4.43;4.47 d 7.0
s O 13 55.13 3.14 s

Abbildung 36: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 335 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.4.10 (((3S,4R,5S)-4-(Methoxymethoxy)-2,3-dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclo-
hex-1-en-1-yl)oxy)trimethylsilan

@)
| Me,CulLi
W\\“‘ TMS-CI, NEt;
OMOM
331 348

Kupferiodid (2.0 g, 11 mmol, 2.3 eq) in THF (3.0 mL) wurde auf —20 °C gekiihlt und Methyl-
lithium ( 9.0 mL, 1.6 m in Diethylether, 1.44 mmol, 3.3 eq) wurde langsam zugegeben. Diese
Losung wurde fiir eine Stunde geriihrt und Enon 331 (1.0 g, 4.8 mmol, 1 eq) in THF (3.0 mL)
und Trimethylsilylchlorid (0.5 mL, 3.9 mmol, 0.8 eq) wurde gleichzeitig langsam zugegeben.
Diese Losung wurde fiir eine Stunde geriihrt und Triethylamin (0.2 mL, 1.4 mmol, 0.3 eq)
wurde zugegeben. Nach 30 min wurde Wasser zugegeben und mit Ethylacetat extrahiert. Die
gesammelten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtra-
tion wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt und der Riickstand mittels

NMR-Spektroskopie charakterisiert.

"H-NMR (499 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) = 4.91 to 4.79 (m, 1 H), 4.68 to 4.49 (m, 2 H), 3.32 (dd, 1
H, J =10.2,7.6 Hz), 3.24 (s, 3H), 2.54 (td, 1 H, J = 10.6,5.2Hz), 2.41 to 2.33 (m, 1 H), 2.29
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(dddd, 1H, J =16.2,11.0,3.0,2.1 Hz), 2.18 t0 2.05 (m, 1 H), 1.68 (m, 3H), 1.66 to 1.62 (m, 3

H),1.20(d,3H, J = 6.9Hz),0.13 (d, 9H, J = 1.0Hz). (Dateiname: 48¢5a005.17)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCq): & (ppm) = 146.05, 141.66, 113.40, 112.37, 96.70, 83.32, 55.35,

47.97,41.35, 34.73, 20.31, 17.38, 13.65, 0.36. (Dateiname: 48c5a005.17)

14

Position | d¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1] 141.66
2 | 113.40
3 41.35 2.36 m
4 83.32 3.32 dd 10.2; 7.6
5 47.97 2.54 td 10.6; 5.2
6 3473 2.11;229 | dddd 16.2;11.0; 3.0, 2.1
7 13.65 1.64 m
| 8 17.38 1.20 d 6.9
oSN 9| 11237 483 | m
s 10 | 146.05
11 20.31 1.68 m
\l 7 12 96.70 4.59 m
o) > 13 55.35 3.24 s
h 14 0.36 0.13 d 1.0
348 O

Abbildung 37: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 348 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.4.11 (4R,5S)-4-Methoxy-2-methyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-2-enon

O O
KH, Mel
ﬁ‘\w ﬁ““.
OH OMe
6 330

Enol 6 (1.0g, 6.0mmol, 1eq) wurde in THF (20mL) bei 0°C gelost. Zu dieser Mischung
wurde Kaliumhydrid (0.36 g, 60 % in Mineral6l, 9.0 mmol, 1.5 eq) zugegeben. Nach 10 min
wurde Methyliodid (1.1 mL, 18 mmol, 3 eq) hinzugegeben und die Reaktionsmischung iiber
Nacht geriihrt. Zu der Reaktionsmischung wurde eine gesittigte NaS,03 zugegeben und mit
Ethylacetat extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen wurden mit einer gesittigten

Natriumchloridlosung gewaschen und wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der
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Filtration wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde

mittels Saulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 10:1) m = 231 mg (21 %)

"H-NMR (300 MHz, C4Dg): 6 (ppm) = 6.38 t0 6.19 (m, 1 H), 4.84 to 4.63 (m, 2 H), 3.52 (t, 1 H,
J =2.0Hz), 3.00 (s, 3H), 2.54 (dddd, 1 H, J = 13.5,9.6,4.0,0.7 Hz), 2.36 (d, 1 H, J = 4.0Hz),
2.03(d, 1H, J = 2.8Hz), 1.73 (dd, 3H, J = 2.0,1.5Hz), 1.49 (dd, 3H, J = 1.5,0.8 Hz).
(Dateiname: 48c5a004.18)

BC-NMR (75 MHz, C¢Ds): 0 (ppm) = 197.17, 144.49, 133.28, 112.50, 77.73, 55.76, 49.00,
41.51, 19.69, 15.26. (Dateiname: 48c5a004.18)

DC (R, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.17.

IR (Diamant-ATR): # [cm~!] = 3002 (m), 2970 (m), 1738 (s), 1677 (m), 1446 (m), 1367 (s),
1229 (s), 1094 (m), 893 (m), 932 (m), 1046 (m), 527 (m). (Dateiname: ED496)

Drehwert (aZDO, ¢ =0.53 g/100mL, CHCl;) = -25.3

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 197.1536 [M + H"], berechnet fiir C,H,,O,H: m/z 197.1536
GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 180.1 (10.0 %), 137.1 (3.9 %), 136.1 (2.1 %), 123.1 (4.2 %), 121.1
(2.3 %), 120.1 (6.0 %), 113.0 (6.4 %), 112.0 (100.0 %), 107.1 (4.8 %), 105.0 (4.4 %), 97.0
(3.2 %), 93.0 (2.4 %), 91.0 (6.1 %), 84.0 (23.9 %), 79.0 (5.1 %), 77.0 (5.3 %), 70.1 (2.1 %),
69.0 (45.4 %), 67.0 (2.6 %), 65.0 (2.2 %), 56.0 (4.2 %), 55.0 (4.0 %), 53.0 (4.5 %), 41.0 (8.6 %),
40.0 (2.1 %), 39.0 (7.0 %). (ED1207)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1365 (ED1207)

@) Position | d¢[ppm] 8y [ppm] | mult. J [Hz]
7 1] 197.17
‘ 2| 133.28
“ﬁ““ ‘ 3| 144.49 628 | m
8 O, 4 77.73 3.52 t 2.0
330 5 49.00 2.54 | dddd 13.5;9.6;4.0; 0.7
o 6 4151 2.03;2.36 d 4.0
> 7 15.26 1.73 dd 2.0;1.5
o j 8| 11250 4.70 m
\I 9 | 144.49
L/o\ 10 19.69 1.49 dd 1.5;0.8
330 11 55.76 3.00 s

Abbildung 38: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 330 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.4.12 (3R,4R,5S)-4-Methoxy-2,3-dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl) cyclohexanon

(0] O
; Me,CuLi I
\” OMe \[ OMe
330 345

Kupferiodid (0.38 g, 2.0 mmol, 1.5 eq) wurde in Diethylether (5.0 mL) vorgelegt und Methylli-
thium (2.1 mL, 1.6 m) in Diethylether, 3.4 mmol, 2.6 eq) wurde langsam zugegeben. Nach zehn
Minuten wurde Enon 330 (0.23 g, 1.3 mmol, 1 eq in Diethylether (1.0 mL) zugegeben. Nach
einer Stunde wurde die Reaktion mit der Zugabe von einer gesittigten Natriumbicarbonatlosung
beendet und mit Ethylacetat extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen wurden mit einer
gesittigten Natriumchloridlosung gewaschen und wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet.
Nach der Filtration wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand
wurde mittels Sdulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 10:1) m = 106 mg
(42 %)

"H-NMR (300 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) = 4.88 to 4.68 (m, 1 H), 3.60 (dt, 1 H, J = 10.0,2.1 Hz),
3.12(dd, 1 H, J = 10.7,4.2Hz), 3.01 (s, 1 H), 2.97 (d, 1 H, J = 3.5Hz), 2.91 to 2.85 (m, 1 H),
2.81t0 2.66 (m, 1 H), 2.63 to 2.54 (m, 1 H), 2.37 to 2.28 (m, 1 H), 2.22 (d, 1 H, J = 5.2 Hz),
219, 1H, J=5.1Hz),1.77(dd, 1H, J =2.1,1.4Hz), 1.57 (dd, 1 H, J = 1.5,0.8 Hz), 1.46
(dd, 1H, J = 1.5,0.8Hz), 1.10 (d, 1H, J = 6.6Hz), 1.07 (d, 1H, J = 6.7Hz), 1.03 (d, 3H,
J =6.7Hz),098 (d, 1H, J = 6.6Hz),091 (d, 1H, J = 6.4Hz), 0.78 (d, | H, J = 6.6 Hz),
0.67 (d, 3H, J = 7.0Hz). (Dateiname: 14s7a010.18)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCy): 5 (ppm) = 208.28, 145.15, 111.95, 82.08, 55.95, 45.62, 44.27,
36.73, 19.14, 11.85, 7.30. (Dateiname: 14s7a010.18)

DC (R¢, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.13.

IR (Diamant-ATR): ¥ [cm™!] = 3455 (m), 2942 (m), 2987 (m), 1738 (s), 1446 (m), 1370 (s),
1216 (s), 1094 (m), 895 (m), 950 (m), 798 (m), 845 (m), 528 (m). (Dateiname: ED497)
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Position | 8¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
O 1| 20828
! 2| 45.62 1.99 m
10 3 36.73 2.03 m
ﬁ 12 4 82.08 2.97 s
8 Oy 51 4562 258 | dd 10.7;42
6 4427 1.95;2.21 dd 14.0;5.1
7 11.85 0.98 d 6.6
8| 111.95 4.79 m
9| 145.15
10 19.14 1.57 m
11 55.95 2.97 s
12 7.30 0.67 d 7.0

Abbildung 39: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 345 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.4.13 (3R,4R,5S5)-4-Hydroxy-2,3-dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon

O O
@/ MeMgBr, DMPU ¢<
ﬁ OH \[ OH
6 350

Methylmagnesiumbromid (1.8 mL, 1.0 m in THF, 1.8 mmol, 3.0 eq) und Dimethylpropylenharn-
stoff (0.15 mL, 1.2 mmol, 0.25 eq) wurden in THF (1.0 mL) bei 0 °C geldst. Nach 30 min wurde
Enon 6 (0.10 g, 0.60 mmol, 1eq) in THF (1.0 mL) langsam zugegeben und die Reaktionslo-
sung wurde fiir eine Stunde geriihrt. Nach einer Stunde wurde die Reaktion mit der Zugabe
von einer gesittigten Ammoniumchloridlosung beendet und mit Ethylacetat extrahiert. Die
gesammelten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration
wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels

Saulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 3:1) m = 86 mg (80 %)

"H-NMR (300 MHz, C¢Dg): 6 (ppm) = 4.95 to 4.51 (m, 1 H), 3.60 to 3.40 (m, 1 H), 2.64 (ddd,
1H, J=145,6.5,1.0Hz),2.45(dd, 1H, J = 3.7,1.1Hz),2.40 (dd, 1 H, J = 3.6,1.0Hz), 2.38
to 2.21 (m, 1H), 2.11 (dd, 1 H, J = 13.9,4.8Hz, 1.81 (td, 1 H, J = 13.7,1.0Hz), 1.53 (s, 1
H),1.41 (dt, 1H, J =1.5,0.7Hz), 1.39 to 1.32 (m, 1 H), 1.01 (d, 1 H, J = 6.8 Hz), 0.98 to 0.93
(m, 1H),0.78 (d, 1 H, J =6.9Hz), 0.74 (d, 1 H, J = 6.9 Hz). (Dateiname: 51s7a009.17)

BC-NMR (126 MHz, C{DCy): (ppm) =203.40, 144.83,144.03, 113.72, 113.48,71.48, 70.76,
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49.14,47.40,46.36,45.57,43.10, 41.24, 39.38, 38.65, 29.70, 21.70, 17.83, 16.03, 12.07, 11.65,
7.28. (Dateiname: 51s7a009.17)

DC (R¢, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.14.

IR (Diamant-ATR) = 7 [cm™'] 3456 (w), 2970 (m), 2943 (m), 1739 (s), 1447 (m), 1367 (s),
1229 (s), 1216 (s), 1094 (m), 1023 (m), 992 (i), 897 (m), 516 (m). (Dateiname: ED427)
GCMS (EI*,70 eV): m/z = 183.1 (2.3 %), 182.1 (17.8 %), 153.1 (7.4 %), 139.1 (5.3 %), 137.1
(2.1 %), 126.1 (2.7 %), 125.1 (4.9 %), 124.1 (7.7 %), 121.1 (2.5 %), 114.1 (6.9 %), 113.1
(100.0 %), 112.2 (3.4 %), 111.1 (2.9 %), 109.1 (20.6 %), 108.1 (4.9 %), 107.1 (5.1 %), 98.1
(3.1 %), 97.1 (19.2 %), 96.1 (4.5 %), 95.1 (4.9 %), 93.1 (4.8 %), 91.1 (2.8 %), 86.1 (2.9 %), 85.1
(24.4 %), 84.1 (3.8 %), 83.1 (11.8 %), 82.1 (2.0 %), 81.1 (6.4 %), 80.1 (2.1 %), 79.1 (4.8 %),
77.1 (2.3 %), 71.1 (10.7 %), 70.1 (4.8 %), 69.1 (35.1 %), 68.1 (13.4 %), 67.1 (14.9 %), 58.1
(6.3 %), 57.1 (13.2 %), 56.1 (5.6 %), 55.1 (11.8 %), 53.1 (5.7 %), 43.1 (35.0 %), 41.1 (17.0 %),
39.1 (5.4 %). (ED1159)

Retentionsindex (GCEI*MS) = 1436, 1455 (ED1159)
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O Position | d¢c[ppm] (453) Oy [ppm] (453) | mult. J [Hz]
15777 1 203.40
1In 5 3 2 49.14 2.30 m
ﬁ‘ 8 3 29.70 1.52 m
9 Ssg' 4 70.76 3.46 m
5 47.40 2.34 m
O 6 39.38 241;2.64 | ddd 14.5;6.5; 1.0
7 12.07 1.01 d 6.8
8 16.03 0.78 d 6.9
\|“ 9 113.48 4.75; 4.89 m
L/OH 10 144.83
453 11 21.70 1.41 dt 1.5;0.7
Position | 8¢ [ppm] (454) Oy [ppm] (454) | mult. J [Hz]
1 203.40
2 41.24 2.02 m
3 38.65 1.54 m
4 71.48 3.56 m
5 46.36 2.36 m
6 43.10 1.81;2.10 dd 13.9; 4.8
7 11.650.95 d| 69
8 7.28 0.75 d 6.9
9 113.72 4.57; 4.64 m
10 144.03
isa 11 17.83 1.53 s

Abbildung 40: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 453 und Keton 454
und NMR-Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-
Korrelationen und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.4.14 2-(2-lodoethyl)-2-methyl-1,3-dioxolan

N Me3SiCl '\/#\o

o) Nal, MeCN 0
168 354

Zu Natriumiodid (18 g, 0.12 mol, 1 eq) und frish destilliertes Methylvinylketon (8.3 g, 0.12 mol,
1 eq) wurde Acetonitril (0.25 L) zugegeben. AnschlieBend erfolgte die schnelle Zugabe von
Chlortrimethylsilan (15 mL, 0.12 mol, 1 eq) und die Reaktionsmischung wurde fiir fiinf Minuten
geriihrt. Danach folgte die schnelle Zugabe von Ethylenglykol (6.7 mL, 0.12 mol, 1eq) und
diese Mischung wurde fiir fiinf Minuten geriihrt. Diese Losung wurde dananch in eine 5 %
Natriumbicarbonatldsung (0.10 L mit N-Pentan (0.30 L) gegeben. Nach der Durchmischung
wurde die unterste Phase entnommen und die verbliebenene beiden Phasen mit 5 % Na,SO;

und gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen bis nur noch eine Phase sichtbar war. Das
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Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt und der Riickstand wurde iiber eine Alumini-
umoxidsdule mit N-Hexan gewaschen. Das Losungsmittel wurde erneut unter verminderten

Druck entfernt und das gewiinschte Produkt erhalten. m = 14.2 mg (49 %)

"H-NMR (499 MHz, C¢Dg): & (ppm) = 3.45 to 3.30 (m, 4 H), 3.03 t0 2.91 (m, 2 H), 2.19 to 2.1
(m, 2H), 1.02 (s, 3 H). (Dateiname: 51¢5a010.17)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCy): 6 (ppm) =109.41, 64.38,44.43,23.42. (Dateiname: 51¢5a010.17)
IR (Diamant-ATR): # [cm~!] = 3004 (m), 2970 (m), 2929 (m), 1739 (s), 1436 (m), 1367 (s),
1229 (s), 1034 (m), 1113 (m), 845 (m), 898 (m), 948 (m), 527 (m). (Dateiname: ED422)
HRMS (APCI*) = gemessen: m/z 240.9720 [M —H"], berechnet fiir CsH;o10,: m/z 240.9720
GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 182.9 (2.9 %), 155.0 (14.6 %), 140.9 (1.5 %), 127.9 (2.0 %), 126.9
(3.7 %), 113.5 (2.1 %), 100.1 (8.5 %), 99.1 (5.7 %), 88.1 (5.9 %), 87.1 (100.0 %), 85.1 (3.2 %),
71.1 (1.7 %), 56.1 (1.3 %), 55.1 (7.9 %), 54.1 (1.3 %), 53.1 (2.3 %), 45.1 (1.4 %), 44.1 (1.4 %),
43.1 (40.9 %), 42.1 (2.3 %), 41.1 (1.3 %), 39.1 (2.1 %).

(ED1148)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1209 (ED1148)
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8.4.15 (4R,5S)-2-Methyl-5-(prop-1-en-2-yl)-4-((triethylsilyl)oxy)cyclohex-2-enon

(0]
(0]
¢/ TES- Cl, DIPEA, DCM @/
L L
OSIEt3

31 332
Enon 331 (50 mg, 0.30 mmol, 1 eq) wurde in Dichlormethan (2.0 mL) bei 0 °C geldst. Zu dieser
Losung wurde Chlorotriethylsilan (55 uL, 0.33 mmol, 1.1 eq) und Diisopropylamin (0.14 mL,
0.68 mmol, 2.5 eq) zugegeben. Die Mischung wurde auf Raumtemperatur erwéirmt und fiir 16 h
geriihrt. Die Reaktion wurde mit der Zugabe von NaHCOj; beendet und die Reaktionslosung mit
Dichloromethan extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen wurden mit einer gesittigten
Natriumchloridlosung gewaschen und liber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration
wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels

Saulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 10:1) m = 76 mg (90 %)

"H-NMR (300 MHz, C¢D): 6 (ppm) = 6.34 (dq, 1H, J = 2.8,1.5Hz), 473 (d, 2H), J =
20.0Hz), 4.10 (dt, 1 H, J = 9.0,2.0Hz), 2.65 to 2.51 (m, 1 H), 2.40 (dd, 1 H, J = 16.2,3.9 Hz),
2.22t02.12 (m, 1 H),2.06 (dd, 1H, J = 16.2,13.3Hz), 1.78 (t, 3H, J = 1.7 Hz), 1.49 (dd, 3 H,
J=15,0.8Hz),0.97 (t, 9H, J = 7.9Hz), 0.55 (q, 6 H, J = 8.0 Hz). (Dateiname: 21p5a002.17)
BC-NMR (126 MHz, C¢DCy): § (ppm) = 196.71, 147.29, 144.12, 134.53,112.97,70.25,51.97,
41.04, 20.18, 15.35, 6.75, 5.03. (Dateiname: 21p5a002.17)

DC (R¢, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.52.

IR (Diamant-ATR, 7 [em~']) = 2956 (m), 2926 (m), 2877 (m), 2855 (m), 1737 (s), 1724 (s),
1417 (m), 1260 (m), 1229 (m), 1216 (m), 1082 (m), 1019 (m), 895 (m). (Dateiname: MS32)
Drehwert (), ¢ = 1.05 g/100mL, CHCl;) = +2.4

HRMS (APCI") = gemessen: m/z 281.1930 [M+H"], berechnet fiir C;sH,30,SiH: m/z 281.1931
GCMS (EI*,70 eV): m/z =236.2 (3.4 %), 221.1 (7.2 %), 219.2 (15.4 %), 218.2 (95.7 %), 204.1
(3.2 %), 203.1 (19.6 %), 200.1 (2.2 %), 193.1 (3.6 %), 189.1 (4.4 %), 185.1 (5.7 %), 179.1
(4.0 %), 177.1 (3.8 %), 176.1 (15.2 %), 175.1 (12.9 %), 167.1 (4.7 %), 166.1 (26.5 %), 165.1
(13.9 %), 163.1 (8.7 %), 162.1 (7.4 %), 161.1 (21.1 %), 160.1 (14.1 %), 159.1 (3.4 %), 153.1
(2.2 %), 152.1 (2.9 %), 151.1 (15.8 %), 150.2 (2.1 %), 149.1 (4.3 %), 148.1 (5.9 %), 147.1
(14.0 %), 146.1 (2.7 %), 145.1 (6.9 %), 143.1 (2.6 %), 141.1 (5.2 %), 139.1 (3.0 %), 138.1
(5.6 %), 137.1 (4.1 %), 136.1 (9.4 %), 135.1 (13.7 %), 134.1 (5.6 %), 133.1 (11.0 %), 132.1
(14.0 %), 131.1 (2.2 %), 126.1 (5.0 %), 125.1 (6.4 %), 124.1 (13.0 %), 123.1 (100.0 %), 122.1
(19.2 %), 121.1 (45.2 %), 120.1 (6.4 %), 119.1 (13.1 %), 111.1 (10.5 %), 110.1 (23.5 %), 109.1
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(37.2 %), 108.1 (18.2 %), 107.1 (19.2 %), 106.1 (3.2 %), 105.1 (8.5 %), 99.1 (3.3 %), 98.1
(6.4 %), 97.1 (19.5 %), 96.1 (10.1 %), 95.1 (41.7 %), 94.1 (5.0 %), 93.1 (17.1 %), 91.1 (8.4 %),
85.1 (2.1 %), 84.1 (6.0 %), 83.1 (17.8 %), 82.1 (9.7 %), 81.1 (15.2 %), 79.0 (9.3 %), 77.0
(5.5 %), 71.1 (3.5 %), 70.1 (3.2 %), 69.1 (20.5 %), 68.1 (5.8 %), 67.1 (17.3 %), 65.1 (2.7 %),
57.1 (2.6 %), 55.1 (16.2 %), 53.0 (4.9 %), 43.0 (15.8 %), 41.1 (12.0 %), 39.0 (3.2 %). (ED0842)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 1958 (ED0842)

o)
7 Position | 8¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
@ 1] 196.71
10}’\“" 2| 13453
8 o\si/lz_ 13 3] 147.29 6.34 dq 28;15
~ 4| 7025 4.10 dt 9.0;2.0
332 5 5197 256 m
6 41.04 2.06;2.40 dd 16.2:3.9
o) 7 15.35 1.78 t 1.7
8| 112.97 473 d 20.0
9| 144.12
ﬁ 10 20.18 1.49 dd 15,08
|‘/‘o\ r— 11 5.03 0.55 q 8.0
P\~ 2 675 0.97 t 7.9

332

Abbildung 41: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 332 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.4.16 Ethyl 3-((2R,3R,4S)-3-(methoxymethoxy)-1,2-dimethyl-6-oxo-4-(prop-1-en-2-

yl)cyclohexyl)propanoat
o] o] o]
Me,CulLi o™
W Etzo RS
\[ BrC,H,COOEt \H
OMOM OMOM
331 361

Kupferiodid (2.0 g, 11 mmol, 2.2 eq) in THF (80 mL) wurde auf 0 °C gekiihlt und Methyllithium
(13 mL, 1.6 m in Diethylether, 21 mmol, 4.3 eq) wurde langsam zugegeben. Diese Losung wurde
fiir eine Stunde geriiht und Enon 331 (1.0 g, 4.8 mmol, 1 eq) in THF (3 mL) wurde langsam
zugegeben. Diese Losung wurde fiir eine Stunde geriihrt und 3-Brompropionsiureethylester

(6.1 mL, 48 mmol, 10 eq) in THF (3.0 mL) wurde iiber 10 min zugegeben. Diese Losung wurde
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tiber Nacht geriihrt und die entstehende klare rote Reaktionslosung wurde mit der Zugabe
von NaHCO; beendet. Danach wurde mit Ethylacetat extrahiert. Die gesammelten organi-
schen Phasen wurden mit NaHCO3;, gesittigter Ammoniumchloridlosung und mit gesatigter
Natriumchloridlosung gewaschen und liber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration
wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels

Saulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 770 mg (80 %)

(Mischung aus zwei Diastereomere die mittels Normalphasechromatographie nicht voneinander

getrennt werden konnten. (dr 73:27))

"H-NMR (300 MHz, C¢Dy): 0 (ppm) = 4.85 to 4.68 (m, 2H), 4.10 to 3.98 (m, 1 H), 3.97 to
3.87 (m, 1 H), 3.08 (s, 3H), 2.63 to 1.86 (m, 8 H), 1.55 (dd, 3H),J = 1.5,0.8 Hz), 1.00 (d, 3 H),
J =6.3Hz),0.93 (t,4H), J = 7.3Hz), 0.83 (d, 3H),J = 7.1 Hz). (Dateiname: 09p5a014.18)
BC-NMR (126 MHz, C4DCy): O (ppm) = 213.99, 174.31, 173.89, 172.74, 146.98, 114.68,
96.00, 95.15, 80.53,76.54,74.57, 60.64, 60.07, 59.84, 55.16, 51.13, 50.74, 48.03, 44.33, 43.10,
43.06,41.73,40.92,37.94,37.81, 35.45, 33.29,32.03, 29.33,27.44, 22.53, 20.32, 19.14, 13.91,
13.86, 13.59, 10.48. (Dateiname: 09p5a014.18)

DC (R, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.20.

IR (Diamant-ATR): # [cm~!] = 2970 (m), 2934 (m), 2893 (m), 1714 (m), 1737 (s), 1647 (m),
1452 (m), 1375 (m), 1146 (s), 1101 (s), 1031 (s), 916 (m), 894 (m), 543 (m). (Dateiname:
ED440)

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 327.2170 [M + H'], berechnet fiir C;;H;3OH: m/z 327.2166
GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 326.2 (5.2 %), 281.2 (3.0 %), 266.2 (2.5 %), 265.2 (6.1 %), 264.2
(30.1 %), 263.2 (2.6 %), 251.2 (4.1 %), 250.2 (4.0 %), 249.2 (22.9 %), 248.2 (2.6 %), 235.2
(3.3 %), 231.2 (6.6 %), 224.1 (3.4 %), 223.2 (2.2 %), 221.2 (3.0 %), 220.2 (6.0 %), 219.2
(10.6 Y%), 218.2 (2.5 %), 209.1 (2.7 %), 207.1 (3.2 %), 205.1 (3.1 %), 197.1 (5.1 %), 196.1
(28.7 %), 193.1 (4.5 %), 191.1 (3.6 %), 190.1 (2.0 %), 189.1 (7.4 %), 179.1 (4.3 %), 178.1
(11.7 %), 177.1 (6.1 %), 175.1 (4.2 %), 169.1 (3.8 %), 168.1 (8.3 %), 167.1 (80.6 %), 165.1
(7.2 %), 164.1 (13.4 %), 163.1 (100.0 %), 161.2 (3.8 %), 159.1 (3.1 %), 157.1 (3.4 %), 151.1
(2.6 %), 150.1 (5.1 %), 149.1 (14.3 %), 147.1 (4.8 %), 141.1 (13.7 %), 140.1 (5.0 %), 139.1
(50.6 %), 137.1 (3.1 %), 135.1 (5.3 %), 133.1 (3.9 %), 125.1 (6.1 %), 124.1 (2.7 %), 123.1
(14.2 %), 122.1 (6.6 %), 121.1 (9.9 %), 119.1 (3.9 %), 113.1 (3.7 %), 112.1 (4.6 %), 111.1
(42.1 %), 110.1 (5.1 %), 109.1 (14.4 %), 107.1 (7.6 %), 105.1 (5.3 %), 99.1 (7.7 %), 98.1
(6.7 %), 97.1 (9.6 %), 96.1 (4.3 %), 95.1 (15.2 %), 93.1 (6.5 %), 91.0 (3.3 %), 85.1 (2.5 %),
83.1 (21.6 %), 82.1 (6.1 %), 81.1 (10.4 %), 79.1 (5.4 %), 77.1 (2.3 %), 69.1 (12.0 %), 68.1
(4.5 %), 67.1 (8.3 %), 55.1 (14.7 %), 53.1 (2.6 %), 45.1 (48.9 %), 43.1 (5.4 %), 41.1 (6.4 %).
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(ED1154)
Retentionsindex (GCEI*MS) = 2088, 2128 (ED1154)
Position | d¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1| 21391
o) 0O 2 41.78
Y 3 4430 1.78 m
TN
@ 1277 140715, 4| 7627 402 | dd 114:5.1
ﬂﬁw“ 8 5 40.10 3.08 m
s O 6 3521 1.49;2.13 m
sl W 7 18.11 0.86 s
Olis 8 10.23 1.47 d 72
9| 111.03 4.43;487 m
o o 10 | 147.43
o 11 19.13 1.08 s
o 12 27.43  1.94;2.03 m
W 13 37.92  1.49;221 m
\J o 14| 173.79
R 15|  60.08 3.76 q 7.1
361 O 16 13.61 0.79 t 7.1
17 94.55 4.40 d 6.8
18 55.02 3.17 s

Abbildung 42: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 361 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.4.17 3-((2R,3R,4S)-3-(Methoxymethoxy)-1,2-dimethyl-6-oxo0-4-(prop-1-en-2-
yl)cyclohexyl)propanylsaure

(0] (0] (0] (0]
LiOH
(0] OH
W\“«iﬁi\/{; MeOH, Hzo \[\\\u
OMOM ‘ OMOM
361 371

Ester 361 (1.5 g, 4.6 mmol, 1 eq) wurde in Methanol (8.0 mL) und Wasser (2.7 mL) gelost. Zu
dieser Losung wurde Lithiumhydroxid (1.5 g, 14 mmol, 3 eq) zugegeben und die Reaktionsmi-
schung iiber Nacht geriihrt. Zu dieser Losung wurde Ameisensiure zugegeben bis der pH einen
Wert von 5 erreichte. Danach wurde mit Ethylacetat extrahiert. Die gesammelten organischen
Phasen wurden mit gesattigter Natriumchloridlosung und mit Wasser gewaschen. AnschlieBend

wurde diese liber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach der Filtration wurde das Losungsmittel
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unter verminderten Druck entfernt. Die Rohmasse wurde ohne weitere Reinigung in der néchsten

Stufe verwendet. m=1.50 g

8.4.18 (4x«R,5R,6R,7S)-6-(Methoxymethoxy)-4u,5-dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)-
3,4,40,5,6,7-hexahydro-2H-chromen-2-on

OH Ac0,

" AcoNa
OMOM \”
OMOM

372

Sdure 9 (1.5 g, 4.6 mmol, 1.0 eq) wurde in Essigsdureanhydrid (82 mL) gelost und Natriumacetat
(0.82 g, 10 mmol, 2.2 eq) hinzugegeben. Die Losung wurde fiir zwei Stunden refluxiert und dann
mit Ethylacetat verdiinnt. Diese Losung wurde mit NaHCO3, gesittigter Natriumchloridlosung
und Wasser gewaschen. Die organischen Phasen wurden liber Magnesiumsulfat getrocknet
und gefiltert. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt und der Riickstand
mithilfe Sdulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 172 mg (25 %

tiber zwei Stufen)

"H-NMR (300 MHz, C¢Dy): 0 (ppm)=5.15(dd, 1H, J =4.8,1.2Hz),4.82(t, 1 H, J = 1.6 Hz),
447 (t,1H,J =7.6Hz),433(d, 1H, J = 6.9Hz), 3.46 (s, 1 H), 3.10 (s, 3H), 2.83 (d, 1 H,
J = 4.7Hz), 2.26 to 2.06 (m, 2H), 1.62 (t, 3H), J = 1.0Hz), 1.48 (m, 1 H), 1.12 (ddd, 1
H), J = 13.1,6.8,3.9Hz) 1.03 (s, 3H), 0.95 to 0.86 (m, 1H), 0.77 (d, 3H), J = 7.1 Hz).
(Dateiname: 47s7a004.18)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCy): o (ppm) = 196.46, 166.61, 155.27, 145.47, 113.41, 104.46,
95.39,77.90, 55.03,45.94,37.84, 34.40, 32.05, 27.46,21.82, 17.43, 11.75. (Dateiname: 47s7a004.18)
DC (R, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.18.

IR (Diamant-ATR) = # [cm~'] 2977 (m), 2937 (m), 1732 (s), 1447 (m), 1375 (m), 1180 (m),
1153 (m), 1033 (s), 918 (w), 896 (w). (Dateiname: ED668.2)

Drehwert (ozzDO, ¢ =0.41 g/100mL, CHCl;) = -47.5

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 281.1744 [M + H*], berechnet fiir C,sH,4O4H: m/z 281.1747
GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 167.1 (3.6 %), 165.1 (3.9 %), 164.1 (2.8 %), 153.1 (2.2 %), 151.1
(5.1 %), 137.1 (5.0 %), 136.1 (2.2 %), 135.1 (5.2 %), 133.1 (2.1 %), 125.1 (4.0 %), 124.1
(15.0 %), 123.1 (21.5 %), 122.1 (15.3 %), 121.1 (4.8 %), 111.1 (4.4 %), 110.1 (6.4 %), 109.1
(19.8 %), 108.1 (2.4 %), 107.1 (5.2 %), 105.1 (2.9 %), 98.1 (4.2 %), 97.1 (5.7 %), 96.1 (4.6 %),

196



8 EXPERIMENTALTEIL

95.1 (24.1 %), 93.1 (5.7 %), 91.1 (4.3 %), 85.1 (13.4 %), 83.1 (4.7 %), 82.1 (4.6 %), 80.1
(4.2 %), 79.1 (7.7 %), 77.1 (4.5 %), 69.1 (5.7 %), 68.1 (4.1 %), 67.1 (10.8 %), 65.1 (2.3 %),
55.1 (6.3 %), 53.1 (6.0 %), 46.1 (2.9 %), 45.1 (100.0 %), 43.1 (27.8 %), 39.1 (6.2 %),
(ED1614)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 1601 (ED1614)

0 Position | 8¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1| 15527
0125 2| 3440
3| 3785 1.48 m
u 7 41 7791 3.46 s
B’ 8 5| 45095 2.83 d 4.7
o 015 6| 104.46 516 | dd 48;12
3 Ouys 71 1744 1.03 s
8 11.74 0.78 d 7.1
o 9| 11341 4.69;4.80 t 1.6
o 10| 14547
y 1| 218 1.62 t 1.0
) 12| 166.60
\l 13 27.46 2.18 m
o 14| 3206 093114 m
D 15| 9540 433,448 | d 6.9
7 OQ 16| 55.03 3.10 s

Abbildung 43: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 372 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.4.19 (2R,3R,4R,5S5)-4-(Methoxymethoxy)-2,3-dimethyl-2-(3-oxobutyl)-5-(prop-1-en-
2-yl)cyclohexanon

O

o
MelLi 0]

w L ou OMOM

373

372

Enol 372 (0.17 g, 0.61 mmol, 1 eq) wurde in Diethylether (10 mL) geldst und auf —25 °C ab-
gekiihlt. Methyllithium (0.61 mL, 1.6 m in Diethylether, 0.98 mmol, 1.6 eq) wurde langsam
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zugegeben. Nach zwei Stunden wurde die Reaktion mit der Zugabe von Ammoniumchlorid-
l6sung beendet und dann mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden iiber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt und

der Riickstand in der ndchsten Stufe ohne weitere Reinigung verwendet. m = 195 mg

8.4.20 (4«R,5R,6R,7S)-6-(Methoxymethoxy)-4,5-dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)-
4,40,5,6,7,8-hexahydronaphthalen-2(3H)-on

0]
(0]
KOH
(0]
) MeOH .
i h

OMOM OMOM
373 8

Diketon 373 (0.20 g, 0.66 mmol, 1 eq) wurde in Methanol (15 mL) gelost und eine wissrige
Losung von Kaliumhydroxid (10 %, 1 mL) wurde zugegeben. Diese Losung wurde fiir zwei
Stunden refluxiert. AnschlieBend wurde das Losungmittel unter verminderten Druck entfernt
und Wasser hinzugegeben. Diese wurde dann mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen
wurden liber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck
entfernt und der Riickstand mithilfe Sdulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat;
10:1) m = 20 mg (12 % iiber zwei Stufen)

"H-NMR (499 MHz, C¢Dy): 6 (ppm) =597 (d, 1H, J =2.2Hz), 498 to 4.71 (m, 2H), 4.44
(d,1H, J =69Hz),4.35(d, 1H, J = 6.9Hz), 3.59 (td, 1H, J = 15.0,1.7Hz), 3.12 (s, 3H),
2.75(ddd, 3H, J = 15.1,6.4,2.2 Hz), 2.45 to 2.33 (m, 1 H), 2.31 to 2.19 (m, 1 H), 2.13 (dt, 1
H, J =15.0,1.7Hz), 1.57 to 1.45 (m, 3H), 1.45 (dt, 1 H, J = 7.1,3.5Hz), 1.37 to 1.20 (m, 2
H),1.10(d, 3H, J = 0.7Hz), 0.81 (d, 3H, J = 7.1 Hz). (Dateiname: 17¢5a013.18)
BC-NMR (176 MHz, C¢DCy): o (ppm) = 196.30, 168.21, 145.13, 127.97, 125.84, 113.32,
05.94, 79.64, 55.19, 44.68, 39.72, 38.32, 35.94, 33.69, 31.48, 22.67, 18.36, 11.79. (Dateiname:
17¢5a013.18)

DC (Ry, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.24.

IR (Diamant-ATR) = ¥ [cm™'] 2966 (m), 2931 (m), 1713 (s), 1665 (s), 1450 (m), 1379 (m),
1245 (m), 1207 (s), 1146 (s), 1031 (s), 972 (m), 863 (m), 770 (m). (Dateiname: ED497)
Drehwert (ozzDO, ¢ =0.10 g/100mL, CHCI;) = +0.0

HRMS (APCI") = gemessen: m/z 279.1951 [M + H*], berechnet fiir C;7H,sO3H: m/z 279.1955
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Position | 8¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1 168.21
u 2 38.32
3 39.72 1.45 m
4 79.64 3.59 td 15.0; 1.7
5 44.68 2.39 m
6 3148 2.132.75 ddd 15.1;6.4;2.2
7 18.36 1.10 d 0.7
8 11.79 0.81 d 7.1
9 113.32 4.81 m
10 145.13
11 22.67 1.53 S
12 125.84 5.97 d 2.2
13 196.30
14 33.69 2.25 m
15 3594 1.26;1.45 m
16 95.94 4.35 d 6.9
17 55.19 3.12 S

Abbildung 44: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 8 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.4.21 (4uR,5R,6S)-6-(Methoxymethoxy)-4u,5-dimethyl-4,4.,5,6-tetra-hydro
naphthalen-2(3H)-on

03' MeOH,

CuBF, FeBF,

Rl

0
o
8 w 374 W
0 O

~

Keton 8 (34 mg, 0.12 umol, 1 eq) wurde in Ethanol (10.0 mL) geldst und auf —40 °C gekiihlt.
Ozon wurde durch die Losung gestromt bis der Eduktspot auf der Diinnschichtchromatographie-
platte verschwand. Anschlieend wurde die Losung auf —20 °C erwéarmt und CuBF, (50 mg,
0.21 mmol, 1.8 eq) in Wasser (1.0 mL) und FeBF, - 6 - H,O (57 mg, 0.168 umol, 1.4 eq) in Was-
ser (1.0 mL) wurden nacheinander iiber einen Zeitraum von fiinf Minuten langsam zugegeben.
Diese Losung wurde fiir 30 min bei —20 °C und dann fiir weitere 30 min bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach der Zugabe von Wasser wurde die Reaktion dann mit Ethylacetat extrahiert. Die

gesammelten organischen Phasen wurden mit einer geséttigten Natriumbicarbonatlosung, einer
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gesittigten Natriumchloridlosung gewaschen. Die organischen Phasen wurden iiber Magne-
siumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt und der
Riickstand mittels Sdulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 18 mg
(64 %)

"H-NMR (700 MHz, C¢Dg): & (ppm) = 6.13 (s, 1 H), 5.96 (ddt, 1 H, J = 2.0, 1.4,0.7 Hz), 5.80
to 5.77 (m, 1H), 4.45(d, 1H, J = 6.7Hz),4.34 (d, 1 H, J = 6.7Hz), 3.53 (m, 1 H), 3.10 (s, 3
H), 1.67to 1.43 (m, 1 H), 1.48 to 1.31 (m, 1 H), 1.31 to 1.18 (m, 2H), 1.06 (d, 3H, J = 6.7 Hz),
0.78 (d, 3H, J = 7.1 Hz). (Dateiname: 37s7a008.17)

BC-NMR (176 MHz, C¢DCy): 6 (ppm) = 196.36, 157.61, 134.52, 132.44, 129.44, 96.76, 74.37,
54.74, 41.62, 36.64, 34.19, 25.89, 18.07, 10.37. (Dateiname: 37s7a008.17)

DC (R¢, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.21.

IR (Diamant-ATR): 7 [cm™'] = 2970 (m), 2945 (m), 2868 (m), 1737 (s), 1667 (s), 1435 (m),
1232 (s), 1170 (s), 1150 (m), 1104 (m), 929 (w), 528 (w). (Dateiname: MS21)

Drehwert (), ¢ = 1.03 g/100mL, CHCl;) = +2.4

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 177.1277 [M + H'], berechnet fiir C;,H;4,OH: m/z 177.1274

Position | 8¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1] 15761
0 2| 36.64
@@ 3 41.62 1.28 m
i ] 4] 7437 353 m
o 50 13452 596 | ddt 2.0;1.4;0.7
1\ 314 6| 129.44 5.79 m
7 18.07 1.06 d 6.7
o 8 10.37 0.78 d 7.1
12| 13244 6.13 s
o 13| 196.36
Jo 14 3419 1.20;1.48 m
0\ 374 15 25.89 1.61 m
16 96.76 4.33;4.44 d 6.7
17 54.74 3.10 s

Abbildung 45: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 374 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.4.22 (4S,5R)-4-(Methoxymethoxy)-5,6-dimethylcyclohex-2-en-1-on

O (0]
03’ MeOH,
\” CuBF, FeBF,
OMOM OMOM
348 351

Keton 348 (300 mg, 0.133 mmol, 1eq) wurde in Ethanol (10.0mL) gelost und auf —40°C
gekiihlt. Durch diese Losung wurde Ozon gestromt bis der Eduktspot auf der Diinnschicht-
chromatogaphieplatte nicht mehr sichtbar. AnschlieBend wurde die Losung auf —20 °C er-
wirmt und CuBF, (390 mg, 0.165 mmol, 1.2 eq) in Wasser (2.0 mL) und FeBF,x¢ - H,O (450 g,
0.133 mmol, 1 eq) in Wasser (2.0 mL) wurden nacheinander in einen Zeitraum von fiinf Minu-
ten zugegeben. Diese Losung wurde fiir 30 min bei —20 °C und dann bei Raumtemperatur fiir
weitere 30 min geriihrt. Nach der Zugabe von Wasser wurde die Reaktion dann mit Ethylacetat
extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen wurden mit einer gesittigten Natriumbicarbo-
natlosung, einer gesittigten Natriumchloridlosung gewaschen. Die organischen Phasen wurden
tiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt
und der Riickstand mithilfe Sdulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1)
m = 86 mg (36 %)

"H-NMR (500 MHz, C¢Dg): 6 (ppm) = 6.42 (dd, 1 H, J = 10.1,4.4Hz), 6.34 (dd, 1H, J =
10.1,3.7Hz), 5.88 (d, 2H, J = 10.6 Hz), 4.46 to 4.30 (m, 3 H), 3.75 to 3.62 (m, 2 H), 3.08 (s,
2H), 3.05(s,3H),2.71 (dd, 1H, J = 7.2,42Hz),2.08 (d, 1 H, J = 13.1 Hz), 1.63 (m, 1 H),
1.07 (d,3H, J =7.1Hz),095 (d, 2H, J = 7.2Hz), 0.87 (d, 3H, J = 6.9Hz), 0.69 (d, 2H,
J = 7.0Hz). (Dateiname: 03p5a047.19)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCq): 6 (ppm) = 200.24, 199.71, 145.39, 144.90, 129.20, 129.01,
05.89,95.79,74.93,72.34, 54.87, 54.79, 44.29,43.51,39.73, 39.63, 14.85, 13.26, 12.75, 11.01.
(Dateiname: 03p5a047.19)

DC (R¢, 5:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.21.

IR (Diamant-ATR): ¥ [cm™!] = 2971 (m), 2936 (m), 2887 (m), 1732 (s), 1683 (s), 1454 (m),
1387 (m), 1257 (m), 1214 (m), 1151 (m), 1037 (s), 918 (m), 820 (m). (Dateiname: ED482T10)
HRMS (ESI") = gemessen: m/z 177.1277 [M + H'], berechnet fiir C;,H;4,OH: m/z 177.1274
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(@]
7 Position | 8¢[ppm] (456) Oy [ppm] (456) | mult. J [Hz]
@ 1 200.24
[ Vs 2 43.51 2.71 dd  7.2;24
_0._0 3 39.73 2.08 d 13.1
10 9 456 4 74.93 3.65 m
o 5 144.90 6.42 dd 10.1;4.4
6 129.01 5.88 d 10.6
7 11.01 0.95 d 7.2
8 13.26 0.69 d 7.0
9 95.79 4.39 m
10 54.87 3.08 S
Position | 8¢ [ppm] (457) 0y [ppm] (457) | mult. J [Hz]
1 199.71
2 44.29 2.95 m
3 39.63 1.63 m
4 72.34 3.70 m
5 145.39 6.34 dd 10.1;3.7
6 129.20 591 d 10.6
7 12.75 1.07 d 7.1
8 14.85 0.87 d 6.9
9 95.89 4.39 m
10 54.79 3.05 S

Abbildung 46: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 351 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen

und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.5 Synthetischer Teil (Dritter Syntheseplan)

8.5.1 (2R,4S,41S,6S,7R,8R,8uR)-Ethyl 7-(methoxymethoxy)-8,8x-dimethyl-10-0x0-6-
(prop-1-en-2-yl)octahydro-1H-40,2-(epoxymethano)naphthalene-4-carboxylat

MeZCuLi
THF

\” BrC,H,COOEt
OMOM

331

Kupferiodid (2.0 g, 11 mmol, 2.3 eq) in THF (80 mL) wurde auf 0 °C gekiihlt und Methyllithi-
um (13 mL, 1.6 M in Diethylether, 21 mmol, 4.4 eq) wurde zugegeben. Diese Losung wurde
fiir zwanzig Minuten geriihrt und Enon 331 (1.0 g, 4.8 mmol, 1eq) in THF (3.5 mL) wurde
langsam zugegeben. Diese Losung wurde fiir 1.5 h geriihrt und 3-Brompropionsédureethylester
(1.5mL, 11 mmol, 2.3 eq) in THF (3.5 mL) wurde in dem Zeitraum von einer Stunde zugege-
ben. Danach wurde die Reaktion iiber Nacht weiter geriihrt. Die dabei entstehende klare griine
Reaktionslosung wurde mit der Zugabe von NaHCO; beendet und fiir 1.5 h weiter geriihrt. In
dieser Zeit verdndert sich die Farbe von griin zu gelb. Die Reaktionslosung wurde dann mit
Ethylacetat extrahiert und mit NaHCO3, gesittigter Ammoniumchloridlosung und mit geséttig-
ter Natriumchloridlosung gewaschen. Die organischen Phasen wurden liber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt und der Riickstand

mithilfe Sdulenchromatographie gereinigt. (Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 518 mg (29 %)

"H-NMR (300 MHz, C¢D): 6 (ppm) =4.79 (s, 1 H), 4.39 (s, 1 H), 4.34 (d, 1 H, J = 7.0Hz),
4.24 (d, 1H, J = 6.9Hz), 3.98 to 3.82 (m, 3H), 3.71 (s, 1 H), 3.10 (s, 3H) ,2.99 (dd, 1 H,
J =10.7,7.5Hz), 2.86 to 2.80 (m, 1 H), 2.41 to 2.28 (m, 3H), 1.62 (d, 3H, J = 1.3Hz), 1.49
(dd, 1H, J =6.9,3.4Hz), 1.27 (ddd, 1 H, J = 12.9,5.5,2.6 Hz), 0.96 (t, 3H, J = 7.1 Hz), 0.84
(d,3H, J=69Hz),0.71 (d, 1 H, J = 13 Hz). (Dateiname: 27¢5b007.18)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCy): o (ppm) = 173.83, 171.88, 146.95, 111.05, 96.01, 83.18, 78.49,
59.89, 55.33,43.74,42.25,39.69, 39.33, 39.12,35.71, 31.46, 24.98, 23.51, 18.54, 13.82, 12.21.
(Dateiname: 27¢5b007.18)

DC (Ry, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.50.

IR (Diamant-ATR): 7 [cm™'] = 2970 (m), 2944 (m), 1738 (s), 1448 (m), 1373 (s), 1217 (s),
1178 (s), 1145 (s), 1279 (s), 1030 (s), 929 (m), 915 (m), 528 (m). (Dateiname: ED614)
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Drehwert (o), ¢ = 1.36 g/100mL, CHCl;) = +11.4

GCMS (EI*, 70 €V): m/z = 355.1 (4.0 %), 348.2 (2.7 %), 343.0 (2.3 %), 342.1 (2.4 %), 341.0
(7.4 %), 331.1 (3.9 %), 327.1 (4.9 %), 320.2 (2.5 %), 319.2 (8.8 %), 318.2 (26.4 %), 303.2
(3.1 %), 289.1 (2.7 %), 283.1 (6.2 %), 282.0 (9.3 %), 281.1 (32.8 %), 277.2 (2.7 %), 275.2
(7.1 %), 274.2 (8.1 %), 273.2 (20.7 %), 272.2 (34.5 %), 269.1 (2.5 %), 267.0 (5.1 %), 265.0
(3.5 %), 261.2 (2.4 %), 259.2 (6.1 %), 257.2 (7.8 %), 256.1 (2.5 %), 255.1 (3.9 %), 254.1
(3.9 %), 253.0 (10.8 %), 251.0 (2.5 %), 249.1 (4.8 %), 254.1 (3.9 %), 247.2 (5.1 %), 246.2
(7.9 %), 245.1 (22.6 %), 244.2 (44.8 %), 243.2 (2.6 %), 233.1 (4.0 %), 232.1 (4.3 %), 231.2
(9.0 %), 230.1 (3.7 %), 229.1 (16.8 %), 227.1 (2.9 %), 221.1 (2.3 %), 219.1 (3.7 %), 218.1
(4.6 %), 217.1 (9.5 %), 216.1 (2.2 %), 215.1 (4.0 %), 213.1 (3.0 %), 211.1 (2.4 %), 210.1
(2.9 %), 209.1 (13.8 %), 208.1 (22.5 %), 207.1 (100.0 %), 206.1 (2.3 %), 205.1 (4.3 %), 204.1
(4.2 %), 203.1 (6.0 %), 201.1 (4.5 %), 199.1 (14.6 %), 198.1 (3.6 %), 197.1 (4.0 %), 195.1
(3.0 %), 194.1 (2.4 %), 193.1 (7.5 %), 192.0 (3.7 %), 191.0 (15.7 %), 190.1 (3.1 %), 189.1
(7.3 %), 188.1 (2.4 %), 187.1 (7.8 %), 186.1 (2.0 %), 185.1 (5.8 %), 184.1 (4.9 %), 183.1
(22.5 %), 179.1 (4.2 %), 178.1 (2.6 %), 177.1 (6.5 %), 176.1 (2.7 %), 175.1 (5.4 %), 173.1
(6.0 %), 172.1 (2.5 %), 171.1 (7.7 %), 166.1 (2.4 %), 165.1 (6.8 %), 164.1 (2.6 %), 163.1
(7.5 %), 162.1 (4.2 %), 161.1 (8.3 %), 160.1 (3.9 %), 159.1 (16.4 %), 158.1 (4.7 %), 157.1
(8.8 %), 156.1 (3.9 %), 153.1 (2.1 %), 151.1 (3.8 %), 150.1 (2.6 %), 149.1 (7.4 %), 148.1
(4.0 %), 147.1 (12.2 %), 146.1 (4.1 %), 145.1 (10.4 %), 144.1 (2.6 %), 143.1 (8.3 %), 142.1
(2.6 %), 137.1 (3.5 %), 136.1 (4.5 %), 135.1 (14.3 %), 134.1 (3.7 %), 133.1 (14.4 %), 132.0
(2.2 %), 131.1 (6.3 %), 129.1 (3.1 %), 128.1 (3.1 %), 125.1 (3.9 %), 124.1 (2.6 %), 123.1
(5.6 %), 123.1 (5.6 %), 122.1 (3.4 %), 121.1 (9.0 %), 120.1 (3.9 %), 119.1 (11.5 %), 117.1
(4.0 %), 115.0 (3.0 %), 111.0 (4.7 %), 110.0 (4.2 %), 119.1 (11.5 %), 117.1 (4.0 %), 115.0
(3.0 %), 111.0 (4.7 %), 110.0 (4.2 %), 109.1 (8.7 %), 108.1 (4.4 %), 107.1 (12.2 %), 106.1
(4.1 %), 105.1 (12.1 %), 103.0 (2.4 %), 99.1 (2.4 %), 98.1 (2.1 %), 97.0 (6.1 %), 96.1 (17.4 %),
95.1 (13.5 %), 94.1 (3.5 %), 93.1 (9.6 %), 92.1 (2.3 %), 91.1 (12.2 %), 87.1 (2.3 %), 85.1
(3.4 %), 83.1 (5.9 %), 82.0 (3.8 %), 81.1 (11.7 %), 80.1 (2.4 %), 79.1 (8.4 %), 78.1 (3.5 %),
77.1 (5.7 %), 74.1 (2.0 %), 73.1 (20.0 %), 69.1 (9.4 %), 68.1 (4.5 %), 67.1 (9.5 %), 65.1 (2.2 %),
60.0 (2.3 %), 57.1 (2.7 %), 55.1 (24.8 %), 53.1 (4.2 %), 45.1 (55.8 %), 44.0 (19.4 %), 43.0
(7.8 %), 41.1 (9.8 %), 40.0 (5.3 %), 39.1 (2.5 %). (ED1244)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 2705 (ED1244)
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Position | d¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1 83.18
2 42.25
3 39.12 1.50 dd 6.9;34
4 78.49 3.71 S
5 43.74 2.35 m
6 23.51 2.36;2.81 m
7 18.54 1.17 m
8 12.36 0.84 d 6.9
9 111.05 4.39 S
10 146.95
11 24.98 1.61 d 1.3
12 96.01 4.24;4.34 d 7.0
13 35.71 3.10 S
14 40.05 2.99 m
15 31.46 1.60 d 1.3
16 36.1 2.36 m
17 173.83
18 39.69 0.73;1.26 | ddd 12.9;5.5;2.6
19 171.88
20 59.89 3.90 m
21 13.82 0.95 t 7.1

Abbildung 47: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 9 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.5.2 Ethyl (1S,3R,40R,5R,6R,7S,80.S)-3-acetyl-8c-hydroxy-6-(methoxymethoxy)-
44,5-dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)decahydronaphthalene-1-carboxylat

411

Ester 9 (50 mg, 0.13 mmol, 1 eq) wurde in THF (1.5 mL) gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu dieser
Losung wurde Methyllithium (120 uL, 1.6 m in Diethylether, 1.5 eq) in einen Zeitraum von
fiinfzehn Minuten zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht geriihrt und dann mit

der Zugabe einer gesittigten Ammoniumchloridlosung beendet. Die Reaktionslosung wurde
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dann mit Ethylacetat extrahiert und mit gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen. Die
organischen Phasen wurden tiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter
verminderten Druck entfernt und der Riickstand mithilfe Sdulenchromatographie gereinigt.
(Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 23 mg (44 %)

1H NMR (500 MHz, Benzene-d6) § 4.88 (s, 1H), 4.82 (s, 1H), 4.65 (s, 1H), 4.48 (d,J = 6.9 Hz,
1H), 4.37 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 3.97 (s, 1H), 3.89 — 3.76 (m, 1H), 3.19 (s, 2H), 3.15 (dd, J = 13.2,
3.9 Hz, 1H), 2.52 (dd, J = 14.6, 7.7 Hz, 1H), 2.43 (d,J = 7.3 Hz, 1H), 2.18 (q, J = 12.6 Hz, 1H),
1.99 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 1.82 (d, J = 20.2 Hz, 1H), 1.68 (s, 2H), 1.56 (d, J = 10.9 Hz, 7H),
1.48 (s, 2H), 1.01 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 0.89 (t, J = 7.1 Hz, 2H).

"H-NMR (500 MHz, C¢Dy): & (ppm) = 4.88 (s, 1 H), 4.82 (s, 1 H), 4.65 (s, 1 H), 4.48 (d, 1 H,
J =69Hz),4.37 (d, 1H, J = 6.9Hz), 3.97 (m, 1 H), 3.89 to 3.76 (m, 1 H), 3.19 (s, 3H), 3.15
(dd, 3H, J = 13.2,39Hz), 2.52 (dd, 1 H, J = 14.6,7.7Hz), 2.43 (d, 1 H, J = 7.3Hz), 2.18
(g, 1H, J = 12.6 Hz), 1.98 (d, 1H, J = 15.0Hz), 1.82 (d, 1 H, J = 20.2Hz), 1.68 (s, 3H),
1.56 (d,3H), J = 109Hz), 1.48 (s, 3H, J =20.2Hz), 1.01 (d, 3H, J = 7.0Hz), 0.89 (t, 3H,
J = 7.1 Hz). (Dateiname: 48c5a011.18)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCy): o (ppm) =207.71, 177.43, 147.88, 109.87, 96.18, 80.03, 72.15,
60.37,55.30,45.32,44.55,44.15,41.83, 34.27, 33.18, 30.63, 29.73, 27.93, 26.67, 23.19, 18.24,
13.58, 11.90. (Dateiname: 48c5a011.18)

DC (R, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.43

IR (Diamant-ATR): 7 [cm™'] = 3469 (w), 2947 (m), 1728 (s), 1714 (s), 1452 (m), 1372 (s),
1229 (s), 1150 (s), 1094 (m), 913 (w). (Dateiname: ED687)

Drehwert (a2, ¢ = 0.14 g/100mL, CHCl3) =+7.1

GCMS (EI*, 70 eV): m/z = 357.1 (1.4 %), 356.1 (2.0 %), 355.1 (6.1 %), 347.1 (1.1 %), 346.1
(3.1 %), 344.1 (1.4 %), 343.1 (4.2 %), 342.0 (4.1 %), 341.1 (12.2 %), 334.3 (1.0 %), 333.1
(1.2 %), 332.1 (1.7 %), 331.1 (5.1 %), 329.1 (2.3 %), 328.1 (2.6 %), 327.0 (8.5 %), 326.1
(1.1 %), 325.0 (2.8 %), 319.2 (1.1 %), 318.2 (1.3 %), 317.2 (4.4 %), 316.3 (16.2 %), 315.0
(1.8 %), 301.2 (1.2 %), 289.2 (2.0 %), 284.1 (1.7 %), 283.1 (8.1 %), 282.1 (12.4 %), 281.1
(44.5 %), 275.2 (1.2 %), 273.2 (2.8 %), 272.2 (1.3 %), 271.2 (2.1 %), 270.2 (2.5 %), 269.1
(3.1 %), 268.0 (1.9 %), 267.0 (6.2 %), 266.1 (1.6 %), 265.1 (1.6 %), 259.1 (1.0 %), 258.1
(1.2 %), 257.2 (1.8 %), 255.1 (4.1 %), 254.1 (4.2 %), 253.1 (17.2 %), 252.1 (1.4 %), 251.0
(2.9 %), 250.1 (1.4 %), 249.0 (4.2 %), 245.2 (1.6 %), 244.2 (2.5 %), 243.2 (10.7 %), 242.2
(37.8 %), 239.0 (1.7 %), 237.2 (3.0 %), 235.1 (1.5 %), 234.3 (1.4 %), 233.2 (1.4 %), 231.2
(1.4 %), 229.2 (2.2 %), 228.2 (2.2 %), 227.2 (8.1 %), 226.2 (13.7 %), 225.2 (3.8 %), 223.1
(1.8 %), 221.1 (3.5 %), 220.2 (1.1 %), 219.2 (3.3 %), 218.2 (1.0 %), 217.2 (1.8 %), 216.1
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(1.1 %), 215.2 (1.5 %), 213.2 (2.5 %), 211.1 (2.3 %), 210.1 (3.4 %), 209.1 (18.9 %), 208.1
(22.3 %), 207.1 (100.0 %), 205.1 (3.6 %), 203.2 (2.2 %), 202.2 (2.1 %), 201.2 (3.7 %), 200.2
(3.2 %), 199.2 (14.0 %), 198.2 (3.0 %), 197.1 (5.6 %), 196.1 (2.0 %), 195.1 (5.8 %), 194.2
(6.0 %), 193.1 (14.1 %), 192.1 (4.3 %), 191.1 (15.5 %), 189.2 (3.7 %), 188.2 (1.8 %), 187.2
(3.9 %), 186.2 (1.7 %), 185.2 (4.2 %), 184.1 (3.1 %), 183.2 (12.4 %), 182.2 (2.8 %), 181.2
(8.2 %), 180.1 (7.7 %), 179.1 (6.7 %), 178.1 (2.5 %), 177.1 (8.7 %), 176.1 (2.5 %), 175.1
(3.7 %), 174.2 (1.3 %), 173.1 (4.2 %), 172.2 (1.3 %), 171.1 (3.6 %), 170.1 (2.0 %), 169.2
(2.5 %), 167.1 (2.0 %), 166.1 (2.5 %), 165.2 (7.2 %), 164.2 (11.7 %), 163.1 (10.8 %), 162.1
(4.2 %), 161.1 (5.9 %), 160.1 (3.6 %), 159.2 (12.4 %), 158.2 (7.3 %), 157.2 (9.7 %), 156.1
(5.9 %), 155.1 (1.9 %), 154.1 (2.3 %), 153.1 (3.5 %), 152.2 (7.3 %), 151.1 (6.1 %), 150.1
(3.3 %), 149.1 (10.2 %), 148.1 (3.4 %), 147.1 (14.5 %), 146.1 (3.1 %), 145.2 (7.6 %), 144.1
(2.0 %), 143.1 (6.5 %), 142.1 (3.9 %), 141.1 (1.5 %), 140.1 (1.2 %), 139.1 (4.5 %), 138.2
(4.0 %), 137.1 (8.3 %), 136.1 (5.5 %), 135.1 (23.5 %), 134.1 (3.9 %), 133.1 (17.1 %), 132.1
(1.9 %), 131.1 (5.5 %), 130.1 (1.3 %), 129.1 (3.6 %), 128.1 (10.1 %), 127.1 (1.9 %), 126.1
(2.2 %), 125.1 (14.1 %), 124.2 (7.7 %), 123.2 (9.7 %), 122.2 (5.3 %), 121.1 (13.8 %), 120.1
(8.8 %), 119.1 (11.6 %), 118.2 (1.5 %), 117.1 (3.4 %), 116.1 (1.1 %), 115.1 (4.1 %), 113.1
(2.5 %), 111.1 (11.1 %), 110.2 (8.0 %), 109.1 (26.0 %), 108.2 (7.4 %), 107.2 (13.2 %), 106.1
(2.6 %), 105.1 (11.6 %), 103.9 (1.0 %),103.1 (2.9 %), 101.1 (1.7 %), 99.1 (2.6 %), 98.1 (3.5 %),
97.1 (11.8 %), 96.1 (19.5 %), 95.1 (18.4 %), 94.1 (3.1 %), 93.2 (11.3 %), 92.2 (2.4 %), 91.1
(11.9 %), 89.1 (1.4 %), 87.1 (3.6 %), 85.1 (3.3 %), 84.2 (2.1 %), 83.1 (15.2 %), 82.1 (6.4 %),
81.2 (17.6 %), 80.1 (3.2 %), 79.1 (9.2 %), 78.1 (3.3 %), 77.1 (5.8 %), 75.1 (2.8 %), 74.1 (3.5 %),
73.1 (36.7 %), 72.2 (1.3 %), 71.1 (6.8 %), 70.1 (2.2 %), 69.1 (14.6 %), 68.2 (3.7 %), 67.1
(14.0 %), 65.1 (2.2 %), 61.1 (1.7 %), 60.1 (3.0 %), 59.1 (3.2 %), 58.1 (1.6 %), 57.1 (4.5 %), 56.1
(2.0 %), 55.1 (28.9 %), 54.1 (1.1 %), 53.1 (4.3 %), 46.1 (2.4 %), 45.1 (85.5 %), 44.1 (14.1 %),
43.1 (56.1 %), 42.1 (1.7 %), 41.1 (14.8 %), 40.1 (3.1 %), 39.1 (2.9 %). (ED1741)
Retentionsindex (GCEI"MS) = 2604 (ED1741)
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Position | d¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1 72.15
2 41.84
3 33.18 1.95 m
4 80.03 3.97 m
5 44.15 2.43 d 7.3
6 2793 1.82;2.18 q 12.6
7 18.24 1.48 S
8 11.90 1.01 d 7.0
9 109.87 4.65;4.82 S
10 147.88
11 23.19 1.56 d 10.9
12 96.18 4.37;4.48 d 6.9
13 55.30 3.19 S
14 44.55 3.15 dd 13.2;39
15 30.63 1.98;2.52 dd 14.6;7.7
16 45.78 3.32 d 13.0;3.9
| 17 2741 1.86;2.05 m
0. .0 o) 18 177.43
~ an 19| 6037 381 m
20 13.58 0.89 t 7.1
21 26.67 1.68 S
22 207.71
23 4.88 S

Abbildung 48: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 203 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.

8.5.3 Ethyl (1S,3R,40R,5R,6R,7S,80.S)-3-acetyl-8c-hydroxy-6-(methoxymethoxy)-
44,5-dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)decahydronaphthalene-1-carboxylat

408

Ester 9 (0.10 mg, 0.26 mmol, 1 eq) wurde in Diethylether (1.5 mL) geldst und auf 0 °C abgekiihlt.
Zu dieser Losung wurde Methyllithium (328 uL., 1.6 M in Diethylether, 2.0 eq) in einen Zeitraum

von fiinfzehn Minuten zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht geriihrt und dann
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mit der Zugabe einer gesittigten Ammoniumchloridlosung beendet. Die Reaktionslosung wurde
dann mit Ethylacetat extrahiert und mit gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen. Die
organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter
verminderten Druck entfernt und der Riickstand mithilfe Sdulenchromatographie gereinigt.
(Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 66 mg (66 %)

"H-NMR (500 MHz, C¢Dy): & (ppm) =4.94 (s, 1 H), 4.91 to 4.88 (m, 2 H), 4.66 to 4.61 (m, 1
H),4.58 (dd, 1H, J = 6.9,4.1Hz), 4.53 to 4.49 (m, 1H), 4.41 (d, 1 H, J = 6.9Hz), 3.32 (dd,
1H, J=13.0,39Hz),3.24 (d, 1 H, J = 5.1 Hz), 3.21 (s, 3H), 2.66 to 2.56 (m, 2 H), 2.51 to
2.45 (m, 1H), 2.18 (td, 1 H, J = 6.9,3.2Hz), 2.08 to 1.98 (m, 2H), 1.91 (m, 1H), 1.87 (d, 1
H, J = 12.5Hz), 1.78 to 1.72 (m, 1 H), 1.71 to 1.68 (m, 2 H), 1.67 to 1.62 (m, 2H), 1.61 (d,
3H,J=1.2Hz) 1.58 (s, 3H), 1.51 to 1.43 (m, 1 H), 1.40 (s, 1 H), 1.17 (s, 1 H), 1.12 (d, 3H,
J =7.0Hz) 1.07 (s, 1 H), 0.96 (d, 6H, J = 14.8Hz) 091 (t, 3H, J = 7.1 Hz) 0.41 (s, 2H),
0.30 (S, 2H). (Dateiname: 51p5a014.18)

BC-NMR (126 MHz, C¢DCy): & (ppm) =178.10, 147.86, 125.72, 111.82, 109.89, 96.26, 95.48,
72.35,71.44,60.26, 55.27,45.78,42.63, 41.88, 33.60, 30.85, 27.84,27.41, 25.58,23.31, 18.68,
13.63, 11.99. (Dateiname: 51p5a014.18)

DC (R¢, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.20

IR (Diamant-ATR): 7 [cm™'] = 3485 (w), 2970 (m), 2940 (m), 1738 (s), 1449 (s), 1373 (s),
1206 (s), 1150 (m), 1094 (m), 1070 (s), 990 (m), 893 (w), 593 (w). (Dateiname: ED686.2 )
Drehwert (a/ZDO, ¢ =0.12 g/100mL, CHCl;3) =+8.3

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 413.2894 [M + H'], berechnet fiir Cp3Hy4oOgH: m/z 413.2898
GCMS (EI*, 70 €V): m/z = 430.1 (2.3 %), 429.2 (5.6 %), 417.1 (1.0 %), 415.1 (1.8 %), 407.1
(1.1 %), 406.1 (1.8 %), 405.1 (5.1 %), 403.0 (2.0 %), 357.1 (1.4 %), 356.1 (2.1 %), 355.1
(6.4 %), 347.1 (1.0 %), 346.1 (3.1 %), 344.0 (1.6 %), 343.1 (4.6 %), 342.0 (4.7 %), 341.1
(13.8 %), 333.2 (1.6 %),

332.2 (3.1 %), 331.1 (5.6 %), 329.1 (2.5 %), 328.1 (3.0 %), 327.0 (8.9 %), 325.0 (3.4 %), 316.2
(1.3 %), 315.2 (5.6 %), 314.3 (20.3 %), 311.0 (1.2 %), 287.2 (1.2 %), 284.1 (1.6 %), 283.1
(7.9 %), 282.1 (12.1 %), 281.1 (44.9 %), 271.1 (1.7 %), 270.1 (1.1 %), 269.1 (3.4 %), 267.0
(6.0 %), 266.1 (1.3 %), 265.1 (3.9 %), 255.1 (3.4 %), 254.0 (5.2 %), 253.1 (19.1 %), 251.1
(2.5 %), 249.0 (4.3 %), 243.2 (1.1 %), 242.2 (2.5 %), 241.2 (2.8 %), 240.2 (1.4 %), 239.1
(1.2 %), 235.2 (1.4 %), 233.2 (1.1 %), 232.2 (1.0 %), 226.2 (1.2 %), 225.2 (2.9 %), 224.2
(7.6 %), 223.1 (2.2 %), 222.2 (1.2 %), 221.1 (2.8 %), 217.2 (1.5 %), 211.1 (1.1 %), 210.1
(2.4 %), 209.1 (13.2 %), 208.1 (21.0 %), 207.1 (100.0 %), 205.1 (2.3 %), 203.1 (1.3 %), 201.2
(1.5 %), 199.1 (2.4 %), 198.1 (1.1 %), 197.2 (4.7 %), 196.2 (1.2 %), 195.1 (4.5 %), 194.1
(2.3 %), 193.1 (7.5 %), 192.1 (3.3 %), 191.1 (13.7 %), 189.2 (2.7 %), 187.1 (1.5 %), 185.2

209



8 EXPERIMENTALTEIL

(2.3 %), 183.2 (1.8 %), 182.1 (1.3 %), 181.1 (3.4 %), 180.1 (1.1 %), 179.1 (2.8 %), 178.1
(2.1 %), 177.1 (6.7 %), 176.1 (1.8 %), 175.2 (1.5 %), 173.1 (1.3 %), 171.1 (1.3 %), 169.2
(2.3 %), 167.0 (1.1 %), 165.2 (4.3 %), 164.2 (2.9 %), 163.1 (4.8 %), 162.1 (1.5 %), 161.2
(5.8 %), 160.2 (1.1 %), 159.2 (3.9 %), 158.1 (2.6 %), 157.1 (3.1 %), 156.1 (4.7 %), 155.2
(1.2 %), 154.1 (2.3 %), 153.2 (1.6 %), 151.1 (2.5 %), 150.1 (3.6 %), 149.1 (6.4 %), 147.1
(12.8 %), 146.2 (1.1 %), 145.2 (2.3 %), 143.1 (1.6 %), 138.1 (1.8 %), 137.1 (2.7 %), 136.1
(2.7 %), 135.1 (14.1 %), 134.0 (2.6 %), 133.1 (11.7 %), 131.1 (2.0 %), 128.1 (1.8 %), 125.1
(2.5 %), 124.1 (1.4 %), 123.2 (5.5 %), 122.1 (1.4 %), 121.1 (4.4 %), 120.1 (1.4 %), 119.1
(6.1 %), 117.1 (1.7 %), 115.1 (1.9 %), 111.1 (1.9 %), 110.1 (2.0 %), 109.2 (7.3 %), 108.1
(2.0 %), 107.2 (4.8 %), 105.1 (3.7 %), 103.1 (2.1 %), 97.1 (2.9 %), 96.8 (3.1 %), 96.1 (13.2 %),
95.1 (4.7 %), 94.2 (1.0 %), 93.1 (3.0 %), 91.1 (4.2 %), 89.0 (1.3 %), 87.1 (1.9 %), 85.1 (1.0 %),
83.1 (4.3 %), 82.1 (2.0 %), 81.1 (4.3 %), 79.1 (2.4 %), 78.1 (2.4 %), 77.1 (1.8 %), 75.1 (3.1 %),
74.1 (3.4 %), 73.1 (37.1 %), 71.1 (1.1 %), 69.2 (4.9 %), 67.1 (2.9 %), 60.1 (1.1 %), 59.1 (5.7 %),
57.1 (1.4 %), 55.1 (4.9 %), 45.1 (15.2 %), 44.1 (8.8 %), 43.1 (6.3 %), 41.1 (3.6 %), 40.1 (2.1 %),
39.1 (1.1 %). (ED1739)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 2619 (ED1739)
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Position | 8¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1 72.35
2 41.88
3 45.32 2.04 m
4 80.03 4.00 m
5 44.18 2.41 m
6 33.60 1.68 m
7 33.49 1.58 S
8 11.99 1.11 d 7.0
9 109.89 4.69; 4.88 m
10 147.86
11 23.31 1.61 d 1.2
12 96.26 4.40;4.51 m
13 55.27 3.21 S
14 44.14 2.40 m
15 30.85 1.98;2.62 m
16 45.78 3.32 dd 13.0;3.9
17 27.62 1.86;2.03 m
18 178.10
408 19 60.26 3.88 dd 7.1;29
20 13.63 0.91 m
21 27.41 0.97 S
22 71.44
23 25.58 0.96 S
24 4.94 S

Abbildung 49: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 430 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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8.5.4 1-((1S,3R,42R,5R,6R,7S,81S)-80-Hydroxy-3-(2-hydroxypropan-2-yl)-6-
(methoxymethoxy)-44,5-dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)decahydronaphthalen-1-
yl)ethan-1-on

430

Ester 9 (50 mg, 0.26 mmol, 1eq) wurde in THF (1.5 mL) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Zu
dieser Losung wurde Methyllithium (300 L, 1.6 m in Diethylether, , 1.8 eq) in einen Zeitraum
von fiinfzehn Minuten zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht geriihrt und
dann mit der Zugabe einer gesittigten Ammoniumchloridlosung beendet. Die Reaktionslosung
wurde dann mit Ethylacetat extrahiert und mit gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen.
Die organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde
unter verminderten Druck entfernt und der Riickstand mithilfe Sdulenchromatographie gereinigt.
(Cyclohexan:Ethylacetat; 5:1) m = 21 mg (40 %)

"H-NMR (300 MHz, C¢Dy): 0 (ppm) = 4.99 (s, 1 H), 4.75 to 4.61 (m, 2H), 4.52 (s, 1 H),
445, 1H, J = 6.9Hz), 435 (d, 1H, J = 6.9Hz), 3.93 to 3.88 (m, 1 H), 3.21 (dd, 1H,
J=12.7,39Hz),3.16 (s,3H), 2.50(dd, 1 H, J = 14.5,7.8 Hz), 2.36 (d,  H, J = 7.6 Hz), 2.07
(dd, 1H, J =7.0,3.4Hz),s 1.81 (s, 3H), 1.50 (s, 3H), 1.45 (s, 3H), 1.09 (d, 3H, J = 7.0 Hz),
0.98 (s, 3H), 0.92 (s, 3 H). (Dateiname: 4813a056.18)

BC-NMR (75 MHz, C{DCq): 6 (ppm) = 215.68, 148.62, 109.84, 96.13, 80.21, 73.06, 71.54,
55.24,51.73,44.38,42.93, 41.86, 33.62, 30.32,29.17, 27.85, 26.60, 25.12, 23.44, 18.18, 11.94.
(Dateiname: 4813a056.18)

DC (R, 3:1,Cyclohexan:EtOAc) = 0.27

IR (Diamant-ATR): ¥ [cm™!] = 2977 (m), 2937 (m), 1732 (s), 1447 (m), 1375 (m), 1180 (m),
1153 (m), 1033 (s), 918 (m), 896 (m). (Dateiname: ED667)

Drehwert (aZDO, ¢ =0.13 g/100mL, CHCl;) =+76.9

HRMS (ESI") = gemessen: m/z 413.2894 [M + H'], berechnet fiir Cp3H4oOgH: m/z 413.2898
GCMS (EI*, 70 eV): m/z =431.1 (1.1 %), 430.2 (1.6 %), 429.2 (3.6 %), 415.1 (1.1 %), 406.2
(1.8 %), 405.1 (4.7 %), 403.1 (1.5 %), 357.1 (1.5 %), 356.1 (2.1 %), 355.1 (6.4 %), 347.1

212



8 EXPERIMENTALTEIL

(1.6 %), 346.1 (2.5 %), 344.1 (2.0 %), 343.1 (3.4 %), 342.1 (2.8 %), 341.0 (7.7 %), 333.2
(2.7 %), 332.3 (6.5 %), 331.1 (5.5 %), 329.1 (2.1 %), 328.1 (2.1 %), 327.0 (6.3 %), 325.0
(2.0 %), 317.2 (2.4 %), 316.3 (3.1 %), 315.3 (13.3 %), 314.3 (53.7 %), 301.0 (1.1 %), 299.2
(1.6 %), 289.2 (1.0 %), 287.2 (3.0 %), 286.2 (1.1 %), 285.1 (1.2 %), 284.1 (1.9 %), 283.1
(8.6 %), 282.1 (13.1 %), 281.1 (46.3 %), 275.2 (1.1 %), 274.2 (2.0 %), 273.2 (1.3 %), 271.2
(3.3 %), 269.1 (3.1 %), 268.1 (2.1 %), 267.0 (5.9 %), 266.0 (1.3 %), 265.1 (4.1 %), 263.2
(1.3 %), 261.2 (1.3 %), 259.2 (2.0 %), 258.2 (1.0 %), 257.2 (1.1 %), 255.1 (3.3 %), 254.0
(4.0 %), 253.1 (15.5 %), 252.1 (1.0 %), 251.0 (2.5 %), 249.0 (4.6 %), 247.2 (1.0 %), 245.2
(1.2 %), 243.2 (2.7 %), 242.2 (6.4 %), 241.2 (6.2 %), 240.2 (2.9 %), 239.1 (1.3 %), 236.1
(1.2 %), 235.2 (2.9 %), 234.2 (1.1 %), 233.2 (2.9 %), 232.2 (2.3 %), 231.2 (1.8 %), 229.2
(1.2 %), 227.2 (1.4 %), 226.2 (2.6 %), 225.2 (6.1 %), 224.2 (16.7 %), 223.1 (3.1 %), 222.2
(1.0 %), 221.1 (2.4 %), 219.1 (1.6 %), 217.2 (3.4 %), 215.2 (1.5 %), 214.2 (1.4 %), 213.2
(1.7 %), 211.1 (1.8 %), 210.1 (2.1 %), 209.1 (14.0 %), 208.1 (21.4 %), 207.1 (100.0 %), 205.1
(2.8 %), 204.1 (1.3 %), 203.1 (2.2 %), 202.2 (1.1 %), 201.2 (3.2 %), 200.2 (1.6 %), 199.2
(4.8 %), 198.2 (1.2 %), 197.1 (4.3 %), 196.1 (1.5 %), 195.1 (5.3 %), 194.2 (2.9 %), 193.1
(9.1 %), 192.1 (3.6 %), 189.1 (4.0 %), 187.1 (2.5 %), 186.2 (1.4 %), 185.2 (4.7 %), 184.1
(1.7 %), 183.1 (4.0 %), 182.1 (2.7 %), 181.1 (5.7 %), 180.1 (1.4 %), 179.1 (3.4 %), 178.1
(2.8 %), 177.1 (8.6 %), 176.1 (2.3 %), 175.1 (2.7 %), 174.1 (1.1 %), 173.1 (2.5 %), 171.1
(2.4 %), 170.1 (1.4 %), 169.1 (5.0 %), 167.0 (1.7 %), 166.1 (1.9 %), 165.1 (5.4 %), 164.1
(6.0 %), 163.1 (7.1 %), 162.1 (2.4 %), 161.1 (6.0 %), 160.2 (2.2 %), 159.1 (7.3 %), 158.1
(3.0 %), 157.1 (5.1 %), 156.1 (4.6 %), 155.2 (2.1 %), 154.1 (1.9 %), 153.1 (2.6 %), 152.1
(1.3 %), 151.1 (5.1 %), 150.1 (6.1 %), 149.1 (8.1 %), 148.1 (3.0 %), 147.1 (10.0 %), 146.2
(1.5 %), 145.1 (4.2 %), 143.1 (3.3 %), 142.1 (1.9 %), 141.1 (1.4 %), 139.1 (2.2 %), 138.1 (3.7 %),
137.1 (5.1 %), 136.1 (3.6 %), 135.1 (13.2 %), 134.0 (3.0 %), 133.1 (12.1 %), 132.1 (1.1 %),
131.1 (2.9 %), 129.1 (1.8 %), 128.1 (3.5 %), 127.1 (1.1 %), 125.1 (2.8 %), 124.1 (2.3 %), 123.1
(10.9 %), 122.1 (3.2 %), 121.1 (8.6 %), 120.1 (2.0 %), 119.1 (6.8 %), 117.1 (1.8 %), 115.1
(2.2 %), 113.1 (1.0 %), 112.1 (1.5 %), 111.0 (3.4 %), 110.1 (3.5 %), 109.1 (14.1 %), 108.1
(3.5 %), 107.1 (8.5 %), 106.1 (1.1 %), 105.1 (5.4 %), 103.1 (1.7 %), 99.1 (1.3 %), 98.1 (1.3 %),
97.1 (4.1 %), 96.1 (15.1 %), 95.1 (8.7 %), 94.1 (1.5 %), 93.1 (5.2 %), 92.1 (1.0 %), 91.1 (5.2 %),
89.0 (1.0 %), 87.1 (1.6 %), 85.1 (1.2 %), 83.1 (7.3 %), 82.1 (2.9 %), 81.1 (6.5 %), 80.1 (1.1 %),
79.1 (3.4 %), 78.0 (2.1 %), 77.1 (2.3 %), 75.0 (1.7 %), 74.0 (1.7 %), 69.1 (8.2 %), 68.1 (1.5 %),
67.1 (4.7 %), 60.1 (1.1 %), 59.1 (7.1 %), 57.1 (2.0 %), 55.1 (7.3 %), 53.0 (1.1 %), 45.1 (18.2 %),
44.1 (5.6 %), 43.1 (7.7 %), 41.1 (4.3 %), 40.1 (1.2 %). (ED1538)

Retentionsindex (GCEI"MS) = 2630 (ED1538)
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Position | 8¢[ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1 80.21
2 41.86
3 33.78 2.07 dd 7.0;34
4 80.21 3.90 m
5 44.38 2.36 d 7.6
6 30.32 1.96;2.50 dd 14.5;7.8
7 29.17 1.81 S
8 11.94 1.09 d 7.0
9 109.84 4.45; 4.66 d 6.9
10 148.62
11 23.44 1.45 S
12 96.13 4.35;4.52 d 6.9
13 55.24 3.16 S
14 51.73 3.21 dd 12.7;3.7
15 18.18 1.50 m
16 41.86 1.40 m
17 26.60 1.77 m
18 215.62
19 29.17 1.81 S
20 27.85 0.98 S
21 71.54
22 25.12 0.92 S
23 4.99 S

Abbildung 50: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 459 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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9 Anhang

9.1 NMR-Spektren des ersten Syntheseplans
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(35,55)-2,3-Dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon (203)
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(25,3S,55)-2,3-Dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon (208)

650~ (G

090"

Fest

60~ (G

160~ —

Wmm.ﬁ

WIN—

8y 1" —\
£8'T—
68'T—
07— ~—
et~ f
8€'T—"

10T

050

00T

A R L T

Lo b

PP~ — 00'T
o [ — % ,

CH;
CHs;

CH,

HaCol o
\H\\\

15p5a031.16
Frequenz: 500MHz
Lésungsmittel: C6D6
Temperatur: 298.0 K

Kern: 1H

222

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
chemical shifts (ppm)

7.0

7.5




€ce

15p5a031.16
Kern:13C

Frequenz: 500 MHz
Lésungsmittel: C6D6
Temperatur: 298.0 K

209.55

147.52

109.43

0
CHy
HiCl o
\W CHs
CH,
S °
S¢ gRg 8
WA IR |

T T T

210 200

T T T T T

120 110 100

chemical shifts (ppm)

90 80 70 60 50 40 30 20

DNVHNV 6

—~13.51
~-12.00




vee

15p5a031.16 > < N O o ® o o
Nucleus: 13C R g Nesnm S @d
Frequency: 500 MHz VRN Y/ | N/

Solvent: C6D6
Temperature: 298.0 K

CHj

HiC o
\ﬂ\\\ CHy

CH,

DNVHNV 6

—r— 71 T~ 1.~ T~ 1~ 1T -1 T T T~ T 1 1T 1 1 1 - T 1 1 " 1 T T T T T T T T
260 250 240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
chemical shifts (ppm)




9 ANHANG

(55)-5,6-Dimethylcyclohex-2-enon (210)
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(2R,3S,5S5)-2,3-Dimethyl-2-(3-oxobutyl)-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon (215)
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9 ANHANG

(42R,5S,7S,81S)-8u-Hydroxy-40,5-dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)octahydronaphthalen-
2(1H)-on
(229)
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9 ANHANG

(40S,5S,7S,8S)-7,8-Dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)-4,44,5,6,7,8-hexahydronaphthalen-
2(3H)-on

(232)
Position | 8¢ [ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]
1| 166.67
o m 2 44.71 1.92 m
¥ 3 34.44 1.48 m
M 4 3176 1.11;1.72| m
@@ 5 46.92 1.94 m
8 o 6 35.12 2.06 m
32 7 20.73 0.9 d 100
8 19.51 0.76 d 100
X 9| 12683 4.68 d 350
10| 14633
11 17.96 1.44 s
© 12| 2650 1.15:1.63| m
232 13 36.34 1.97;2.29 m
14| 197.16
15| 126.83 5.97 s

Abbildung 51: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 232 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile
sind HMBC-Korrelationen und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen. Bizyklus 232 ist
ein Nebenprodukt (1 %) von der obigen basenkatalysierten Robinsonanellierung. 49p5b004.16
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9 ANHANG

(40.S,5S)-40,5-Dimethyl-5,6-dihydronaphthalen-2(4oH)-on (298)
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9 ANHANG

(6S)-1,6-Dimethyl-2-oxocyclohex-3-en-1-yl acetat (299)
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9 ANHANG

(2R,3S,5S)-5-Acetyl-2,3-dimethyl-2-(3-oxobutyl)cyclohexan-1-on (460)

Position | d¢[ppm] 0y [ppm] | mult. J [Hz]
1| 21185
o o 2| 50.60
12 14
B, 3| 2714 164 | m
U 7 4| 2982 126;164| m
o 6 5| 4644 244 m
O 460 6| 3851 2.13;250| dd 14.3;8.0
o o 7| 18.64 0.75 s
& 8| 1543 0.61 d 10.0
- @ 10 | 207.60
O 11| 3563 161 | m
j'; S 12| 29.82 182 m
460 13| 3787 1.962.18
14 | 206.11
15| 2902 167m

Abbildung 52: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Triketon 460 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen.
Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
Triketon 460 ist ein Nebenprodukt der Ozonolyse von Enon 215. 20c5a030.16
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Nucleus: 1H
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9 ANHANG

(42R,5S)-40,5-Dimethyl-4,40,5,6-tetrahydronaphthalen-2(3H)-on (3)
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9 ANHANG

(12S,40R,55,7S,80S)-7-Acetyl-40,5-dimethylhexahydro-3H-naphtho[1,8x-b]oxiren-

2(1aH)-on
(4)

Position | d¢[ppm] 8y [ppm] | mult. J [Hz]
1 68.03
11
o o, 2 36.25
RGP Tt 3| 3512 200 m
@@ 4 2928 0.98;2.04 m
] 5 46.15 1.85 m
8 6 30.65 1.05 m
4 7 14.07 0.50 s
J o, 8 15.20 0.63 d 6.8
TS 10 | 207.39
11 27.07 1.87 m
12 61.51 2.01 m
. 13| 204.48
14 32.88 1.85;1.99 m
15 2848 1.21;1.46 | ddd 6.9; 13.1

Abbildung 53: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Epoxid 4 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile
sind HMBC-Korrelationen und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen. Epoxid 4 ist ein
Nebenprodukt der Reaktion von Keton 202 mit Ozon. 51¢5a009.16

258



6S¢C

51¢5a009.16

Kern: 1H

Frequenz: 500 MHz
Lésungsmittel: C6D6
Temperatur: 298.0 K

© NoNdn o mo N mNo

@ S8ofw SY A8 Sa§ 8% R

~ PRI DR B g it e SS
Y4 NARY AN \’

B | 58

1.00{ -

- sa-]
4.19-]
116
112-

4 220
3291
3301

T T T T T T T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

72 70 68 66 64 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 0.6 0.«
chemical shifts (ppm)

DNVHNV 6




09¢

51¢5a009.16

Kern: 13C
Frequenz: 125 MHz
Lésungsmittel: C6D6
Temperatur: 298.0 K

CHj

)//, .

B 5 g m  ®oBERey  ’Y
N« 2 H - 1oV ANN o NS
5% g2 g ¢ s@dSagy  4v
[ SO e A/
I L 1k I\
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9% 8 70 60 50 40 30 20 10

chemical shift (ppm)

DNVHNV 6



51¢5a009.16

Kern: 13C
Frequenz: 125 MHz
Lésungsmittel: C6D6
Temperatur: 298.0 K

19¢

CHj3

/s,

@ 5 o 2 8 82 5 S 5
3 ¢ 4 & 8 8% & R
N I
T T T T T T T T T T T
60 55 50 45 30 25 20 15

40 35
chemical shift (ppm)

DNVHNV 6



9¢

09c5a021.17
Kern: 1H
Frequenz: 500 MHz

Lésungsmittel: C6D6

Temperatur: 298.0 K

er 2m gy B0
n i wn n N < < < <
Y& [ ] \ ! \Y4
CH,
m\/o NH
cl cl
cl #ﬂ’ ‘/
|
L\ |
— — . ——
8 ) ) a
g 5 5 <
—T 7T T 1 T~ T "~ T T "~ T T "~ T T "~ T T "~ T T "~ T T T "~ T T "~ T T "~ T T~ T "~ T T~ T "~ T T T T T T T
74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44

chemical shifts (ppm)

(162) 1epiwnaoeolojyaLl-g‘ze IANY

DNVHNV 6



€9¢

09c5a021.17
Kern: 13C
Frequenz: 125 MHz
Lésungsmittel: C6D6
Temperatur: 298.0 K
CH,

k/o NH

Cl Cl

Cl

162.05

131.42

12797

117.87

69.33

T T T T T T T T T T T T T

165 160 155 150 145 140 135

T

130

T

125

T T T T T
120 115 110
chemical shifts (ppm)

T

105

T

100

T

95

90

85

80

75

70

65

DNVHNV 6



¥9¢

09c5a021.17
Kern: 13C

Frequenz: 125 MHz
Lésungsmittel: C6D6
Temperatur: 298.0 K

131.42

117.87

CH,

Cl

Cl

NH

Cl

6033

L

134 132 130 128 126 124 122 120 118 116 114 112 110 108 106 104 102 100 98 9 94 92 90 88 86 84 82 80

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T T T 7T

chemical shifts (ppm)

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

78

L

76 74 72

L

70 68

DNVHNV 6



9 ANHANG

1-(Allyloxy)propan-2-ol (293)
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9 ANHANG

1-(Allyloxy)propan-2-on 289

8et = Froe

<3
3
8%
STh Wom.o
55 .
> Fee1
Nw.¢/ L
o 98 .
5 €6 Fovo
6 .
/ 6vF Wiﬂ '
mme\
00'S WSA
< :.m\ L
81'S
e o
o
[®) 99°S~_ .
unno S~ 00'T
w5 r
O
N QO
T o<
= % %
o =N
~ S8 ﬂ
S NESB
35585
T - 3C 8
HETRE
Sgroe

268

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

4.5
chemical shifts (ppm)

6.0 5.5 5.0

6.5

7.0




69¢

0613a041.17

Kern: 13C
Frequenz: 176 MHz
Lésungsmittel: C6D6
Temperatur: 298.0 K

o CH
Hsc)K/ P

3 8 S n g =}
5 < [} —© °
5 st =1 BN &
I
e T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T —
0 250 240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 10 -2

chemical shifts (ppm)

DNVHNV 6



0L

0613a041.17

Kern: 13C

Frequenz: 176 MHz

Lésungsmittel: C6D6 o

Temperatur: 298.0 K

o CH
Hsc)K/ P

8 23 g 23 g
e R = QR Q
Y Il
| |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 -1C

chemical shifts (ppm)

DNVHNV 6



9 ANHANG

(42R,5S)-3-(2-Hydroxypropan-2-yl)-40,5-dimethyl-4,4.,5,6-tetrahydronaphthalen-
2(3H)-on
(10)
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(42R,5S)-40,5-Dimethyl-3-(propan-2-ylidene)-4,44,5,6-tetrahydronaphthalen-2(3 H)-
on
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(2R,8S,8xR)-3’,3’,8,8u-Tetramethyl-8,8u-dihydro-1H-spiro[naphthalene-2,2’-oxiran]-
3(7H)-on
(283)
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(12R,3S,3uR,7bS)-3,30-dimethyl-5-(propan-2-ylidene)-1c,2,3,3,4,5-
hexahydronaphtho[1,2-b]Joxiren-6(7bH)-on
(275)
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(4aR,5S,7R,8S)-8-Chloro-7-hydroxy-4a,5-dimethyl-3-(propan-2-ylidene)-4,4a,5,6,7,8-
hexahydronaphthalen-2(3H)-on

(284)
Position | 8¢ [ppm] &y [ppm] | mult. J [Hz]
1 159.92
2 40.88
3 34.01 2.02 | ddt 10.0;6.8;3.5
4 31.81 1.65;2.15| d 2.4
5 71.24 423 | q 2.8
6 61.59 441 | t 2.2
7 19.41 112 | s
8 15.31 1.03| d 6.9
¢l 12| 133.49 6.02 | d 0.6
HO O 13 191.13
“ 14 127.72
15 4270 2.19;296 | d 13.5
254 16 23.04 217 | d 2.2
17 145.69
18 22.72 191 | d 1.5

Schema 79: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 208 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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methyl 2-((8S,8xR)-8,8u-dimethyl-3-ox0-1,2,3,7,8,8x-hexahydronaphthalen-2-yl)-2-
hydroxypropanoat
(294)
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9.2 NMR-Spektren des zweiten Syntheseplans
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(4R,5S)-4-Hydroxy-2-methyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-2-enon (6)
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1S5,45,55,6S)-5-Hydroxy-1-methyl-4-(prop-1-en-2-yl)-7-oxabicyclo[4.1.0]heptan-2-on
(328)

Position | 8¢[ppm] 8y [ppm] | mult. J [Hz]
' 1] 202.08
10}’“‘ 2| 6061
8 3 63.89 3.11 s
4 67.56 3.35 dd  9.9;47
5 43.12 2.57 m
6 39.66 1.59;2.12 dd 18.0;12.2
7 18.37 1.25 s
8| 114.03 4.5;4.62 m
Q 9 | 143.11
10 15.08 1.26 s

Abbildung 54: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Epoxid 328 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile
sind HMBC-Korrelationen und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen. Epoxid 328 ist
ein Nebenprodukt der Oxidation mit CuAlOx. 19¢5a057.17
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(4R,5S)-1,2-Dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-2-ene-1,4-diol (349)
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(25,3S)-6-Methyl-5-ox0-3-(prop-1-en-2-yl)-7-oxabicyclo[4.1.0]heptan-2-yl acetat
(334)
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(1R,6S)-3-Methyl-4-oxo0-6-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-2-en-1-yl acetat (329)

Wi —

59T w

89T .
o Feeo
69'T

€61

%1 = -
17 IJJ = WS '
66'T
4
60T
€T
234

A = )
5 ™ = b

/

F0

CH3

AN
B.ww. ,lf \\J Wﬁ.w
89t

8b's
mv_mW.
6b'S N

b —~ = Fse0
155

156

80'9— — -———=  Fuo

Frequenz: 500 MHz
Lésungsmittel: C6D6

08c5a017.17

Kern: 1H
Temperatur: 298.0 K
e

303

1.2

1.6 1.4

1.8

24 22 20

3.0 28 26

3.2

3.4

3.8 3.6

chemical shift (ppm)

50 48 46 44 42 4.0

5.2

58 56 54

68 66 64 6.2 6.0

7.0

7.2




Y0€

08c5a017.17
Kern: 13C o
Frequenz: 125 MHz
Lésungsmittel: C6D6 CH
Temperatur: 298.0 K 3
HC o
w\\\
CH, OYO
<+ ~ - o~ ~N CH3
©Q — o ~ ™ o =<} I M0 o
wn o M © ™ ~ Q ~ cw=
g 1 I3 9 = 3 ¢ S S
YA I/
|
|
|
| |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

chemical shift (ppm)

DNVHNV 6



c0¢

08c5a017.17

Kern: 13C
Frequenz: 125 MHz
Lésungsmittel: C6D6
Temperatur: 298.0 K

CHj;

T T T T T

155 150 145

T

140

T

135

T

130

T

125

T

120

T

115

T

110

T

105

T

100

T

95

T T T T T T T T T

— :
9 8 80 75 70 65

chemical shift (ppm)

T

60

T

55

T

50

45

T

T

40

T

35

T

30

T

25

T

20

T

15

T

1(

DNVHNV 6



9 ANHANG

(4R,5S)-4-(methoxymethoxy)-2-methyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-2-enon (331)
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9 ANHANG

(4R,5S)-4-Methoxy-2-methyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-2-enon (330)
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(1R,4R,5S)-4-Methoxy-2,3-dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon (345)
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(1R,4R,5S)-4-Hydroxy-2,3-dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanon (350)
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(((35,4R,5S)-4-(Methoxymethoxy)-2,3-dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-1-en-1-
yl)oxy)trimethylsilan
(348)
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(4R,5S)-2-Methyl-5-(prop-1-en-2-yl)-4-((triethylsilyl)oxy)cyclohex-2-enon (332)
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(1R,4R,5S)-4-(Methoxymethoxy)-2,3-dimethyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexan-1-on
(335)
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9 ANHANG

(2S,5R)-2-Methyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-3-en-1-on (336)

e} Position | d¢[ppm] 8y [ppm] | mult. J [Hz]
7 1 208.31
@ 2 42.84 2.52 m
ﬂﬁv“' 3| 131.49 5.38 m
[ 4] 12850 548 | m
5 45.37 2.85 m
6 42.36 2.33 d 6.2
(& 7 16.17 1.05 d 7.3
9 111.30 4.68 S
ﬁ 10 | 146.10
| 336 11 19.92 1.48 S

Abbildung 55: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 336 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen.
Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
Verbindung 336 ist eine Nebenprodukt der Reaktion Enon 6 mit Me,CuLi.
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9 ANHANG

Ethyl 3-((2R,1R,4S)-3-(methoxymethoxy)-1,2-dimethyl-6-oxo-4-(prop-1-en-2-

yl)cyclohexyl)propanoat

(361)
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21p5a002.18

Kern: 13C
Frequenz: 75 MHz
Lésungsmittel: C6D6
Temperatur: 298.0 K

6v°0T—

98' €T~
08'vT—

9T'8T~_
PT6T~
7€00—
8807~
57z

wiz”
€67~
£0°ZE~_
67°EE~.
Sb'sE

T82E\-
b6LE

60—
OT'Eb~
€€~
08—
erIs—

9T'SS~
6v'SS~"

9965~
£009—=
49'09~"

JAZ N

69 PTT—

T T T

335

120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
chemical shifts (ppm)

125



9 ANHANG

(4«R,5R,6R,7S)-6-(Methoxymethoxy)-40,5-dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)-3,4,44,5,6,7-
hexahydro-2H-chromen-2-on
(372)

8L°0 Lug .
o = Feee
£€6°0 W
¥6°0 = IP'T o
Mmm,\ Wmm.m [
81T
——e
1~ — L Lwn
81 Feer -2
9T Wmv.m
L2
o~
ELN
00T~ = ¥2'T
e =
ST
L w©
o
W, W .
o'z 50’1
L2
™M
ot¢ — w WNm.m
Sh'e— Foot | 0
™M
1S
[=%
=3
&
L2y
v
&
S
ey 2
vy 3 Foot g
1y | wme
st M hV( i
69— = 60T
®Br— u Wmi
o
[
ST'S— WS;
Lw©
wn
L2
el
J
LW
O
O ¥ o
T ,w o [~
= O o
ST N
2 REg 4
Sz HEE
o~ g O O n
©.. S3E€E8 S
~Nc o3 ~N
$§82E
T+ ¥ WL O

336



LEE

DNVHNV 6

47s7a004.18
Kern: 13C
Frequenz: 176 MHz
Lésungsmittel: C6D6 CH
Temperatur: 298.0 K 3
///,'
H,C N
HsC
~ N\
(e} (e}
— — — — ~— — o ~ wn < Mm Mo o~ o~ — —
| NN (. |
. |t
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80

chemical shifts (ppm)




8¢€C

47s7a004.18

Kern: 13C CH,
Frequenz: 176 MHz ,
Lésungsmittel: C6D6 HC i,
Temperatur: 298.0 K 2
HsC
~ O/\ o

CHy

127.98
113.42
104.47
77.92

95.41

55.04
45.96
37.85
—32.07
—27.46
—21.82
—17.44
11.75

DNVHNV 6

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60
chemical shifts (ppm)




9 ANHANG

(4«R,5R,6R,7S)-6-(methoxymethoxy)-4,5-dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)-4,41,5,6,7,8-
hexahydronaphthalen-2(3H)-on
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(42R,5R,6S)-6-(methoxymethoxy)-4u,5-dimethyl-4,40,5,6-tetrahydronaphthalen-
2(3H)-on
(374)
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(4S,5R,6S)-4-(methoxymethoxy)-5,6-dimethylcyclohex-2-en-1-on (374)
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9.3 NMR-Spektren des dritten Syntheseplans
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(2R,45,40S,6S,7R,8R,8xR)-Ethyl 7-(methoxymethoxy)-8,8c-dimethyl-10-0x0-6-(prop-
1-en-2-yl)octahydro-1H-44,2-(epoxymethano)naphthalene-4-carboxylat
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Diethyl (40R,5R,6 R)-8u-hydroxy-6-(methoxymethoxy)-4.,5-dimethyl-7-(prop-1-en-2-
yl)decahydronaphthalene-1,3-dicarboxylat

(385)
Position | d¢[ppm] 8y [ppm] | mult. J [Hz]
1 74.62
2 41.76
3 44.37 1.84 m
4 76.59 4.06 dd 11.4;5.1
5 55.20 3.17 m
6 3551 1.53;2.26 d 7.7
7 19.18 1.10 S
8 10.54 1.54 d 7.1
9 111.56 4.83 m
10 147.00
11 20.35 1.69 S
12 48.02 2.51 d 8.9
\\ 13 27.46 2.01 t 13.4
o) o 14 37.98 2.56 ddt 12.9;8.6;4.4
\\Q 15 35.51 1.53;2.20 dt 13.3
Oho N 16 95.19 4.44;4.52 d 6.8
) > 17 40.97 3.13 S
. 18 13.60 0.76 t 7.1
ﬁ“ 19 60.68 3.75 m
OW 20 | 173.95
35 O 21 13.88 0.93 t 7.1
22 60.12 3.92 d 7.1
23 174.38
24 4.14 S

Abbildung 56: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Verbindung 385 und NMR-
Zuordnung. Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen
und zweifache Pfeile sind NOESY-Korrelationen. (33p5b003.18)
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Ethyl (1S,1R,40R,5R,6R,7S,80S)-3-acetyl-8c-hydroxy-6-(methoxymethoxy)-40,5-
dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)decahydronaphthalene-1-carboxylat
(408)
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Ethyl (1S,1R,40R,5R,6R,7S,80S)-3-acetyl-8c-hydroxy-6-(methoxymethoxy)-40,5-
dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)decahydronaphthalene-1-carboxylat
(430)
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1-((1S,1R,42R,5R,6R,7S,80.S)-80-hydroxy-3-(2-hydroxypropan-2-yl)-6-
(methoxymethoxy)-44,5-dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)decahydronaphthalen-1-
yl)ethan-1-on

(430)
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Kern: 13C
Frequenz: 75 MHz
Lésungsmittel: C6D6
Temperatur: 298.0 K
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(1S,3R,4aR,5R,6R,7S,8aS)-ethyl
8a-hydroxy-3-(5-hydroxynonan-5-yl)-6-(methoxymethoxy)-4a,5-dimethyl-7-(prop-1-
en-2-yl)decahydronaphthalene-1-carboxylat

(410)
Position | 8¢ [ppm] Oy [ppm] | mult. J [Hz]

1| 72.41

2 | 42.00

3| 33.57 2.26 dt 6.9;3.7
4 | 80.27 4.00 d 3.1
5| 44.27 2.47 d 7.6
6 | 30.83 2.05;2.61 dd 14.6;7.6
7 | 2345 1.60 m
8 | 12.23 1.19 d 7.0
9 | 109.95 4.69; 4.88 S

10 | 147.86

11 | 23.28 1.60 m

12 | 46.03 3.34 dd 13.0;3.8
13 | 27.16 2.01; 2.05 m

14 | 38.69 1.71 m

15 | 32.75 1.55; 1.80 m

16 | 96.24 4.39;4.44 d 6.9
17 | 55.31 3.20 S

18 | 178.12

19 | 60.26 3.88 m

20 | 18.79 1.60 m

21 | 25.31;25.64; 35.68;36.14 1.2-1.42 m

22 | 14.09; 14.05 0.9 m

23 4.93 S

Schema 80: COSY-, HMBC- und NOESY-Korrelation von Keton 208 und NMR-Zuordnung.
Dicke Linien sind COSY-Korrelationen. Einfache Pfeile sind HMBC-Korrelationen und zweifa-
che Pfeile sind NOESY-Korrelationen.
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9.4 Vorhersage der Enzymstruktur mithilfe von I-Tasser

Abbildung 57: Vorhersage der Struktur des Enzyms CDM31314 (A) und Vorhersage von
dessen hydrophobe Oberfliche (B) (rot: Hydrophob, weifl: Hydrophil)
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Abbildung 58: Vorhersage der Struktur des Enzyms CDM31315 (A) und Vorhersage von
dessen hydrophobe Oberfldche (B) (rot: Hydrophob, weifl: Hydrophil)
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Abbildung 59: Vorhersage der Struktur des Enzyms CDM31317 (A) und Vorhersage von
dessen hydrophobe Oberfldche (B) (rot: Hydrophob, weifl: Hydrophil)
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Abbildung 60: Vorhersage der Struktur des Enzyms CDM31319 (A) und Vorhersage von
dessen hydrophobe Oberfldche (B) (rot: Hydrophob, weifl: Hydrophil)
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Abbildung 61: Vorhersage der Struktur des Enzyms CDM31320 (A) und Vorhersage von
dessen hydrophobe Oberfldche (B) (rot: Hydrophob, weifl: Hydrophil)
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Abbildung 62: Vorhersage der Struktur des Enzyms CDM31322 (A) und Vorhersage von
dessen hydrophobe Oberfldche (B) (rot: Hydrophob, weifl: Hydrophil)
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Abbildung 63: Vorhersage der Struktur des Enzyms CDM31323 (A) und Vorhersage von
dessen hydrophobe Oberfldche (B) (rot: Hydrophob, weifl: Hydrophil)
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Abbildung 64: Vorhersage der Struktur des Enzyms CDM31324 (A) und Vorhersage von
dessen hydrophobe Oberfldche (B) (rot: Hydrophob, weifl: Hydrophil)
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Abbildung 65: Vorhersage der Struktur des Enzyms CDM31325 (A) und Vorhersage von
dessen hydrophobe Oberfldche (B) (rot: Hydrophob, weifl: Hydrophil)

376



9 ANHANG

9.5 Plasmide und DNA-Sequenzierungen
CDM31314

ATGGCCAATCCGCTCATTAGTAATCACATTGGCAAGCATGGCAAGTACACTCAG
GCCTTCTTGGAGCAGAATGGGCCTGGAGACGCTCGACCTACAGCTCTTGACATT
CTCAAGGACAACGACCGGATCGATAACATGAAGGACAAGGTCTTTCTTCTCACC
GGGTCCTCTGGAGGAATTGGCATTGAAACTGGTCGTGCGCTCGCCGCAACTGGT
GGTAAAGTGTATCTTGGCGTTCGGGATTTGGAGAAGGGAAAGCAAGCTCTGGCA
GAGATACTTGAACCCGGTCGTGTGGAGCTGCTTGAGCTAGACGTTGGCTCAATG
GAAAGCGTCCGCACCGCGGCCAAGACCTTTCTGTCCAAGTCAACCCAGCTCAAT
GTCTTGGTCAACAATGCGGGGATCATGGCATGCCCAGAGGCGAAGACAGTGGAC
GGCTTCGAGTCGCAGCTTGCAATCAACTATCTCGGCCACTTCCTTCTCTACAAGC
TACTCGAGCAGACGCTCTTGTCCAGTTCCACACCTGAGTTCCAATCCCGCGTCGT
CAACGTCTCTTCCGCCGGCCATCACATGAGCTCTGTTGTGCTCGACAACATTAAC
CTTGAGGGTGAGTACGAGCCGTGGAAGGCATATGGCAATGCCAAGACAGCTTGT
ATTTGGATGACGAACGAGATCGAGCACCGATACGGGTCAAAGGGTCTGCACGGC
CTCTCGTTGATGCCTGGTGGTATTGCCACAAGCCTACAGCGCCACGTCGACCCGG
AAACGTTGAAGGAGTGGGGTTCAAGTGAGTTTGCGCAAAAGTATGCCAAGAGCT
CGGCTCAGGGCGCTGCCACAACCATAACGGCTGCACTTGGTAAGGAATGGGAAG
GCAAGGGTGGTGTCTATCTGGAGGATTGCCAGGAAGCTGGCCCGGTCCCCGAGG
GTGGTACACTGGCGGTCGGTGTTGCACCACACGCCTTCGATCCGGAGGGCGAGA
AGAAGTTGTGGGATTTGTCTCTCAAGATGTTGAACTTGTCAGAGTAG
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1 ori
4,000 1500
>8P 3§
5 . )
| 20
s bla promoter
R
e Y \;\@
V4 <%
8.
o o
W)
g —ori E
3 pTaex3_CDM31314
s-
lac promoter, CAP binding site <% 8,612 bp [
M13 rev, lac operator —% s
2 v
\/AmyB Tmn ;§
%
2 CDM31314 4
AmyB Prm 0‘09

Abbildung 66: Plasmid pTaex3 mit dem Insert CDM31314

1000 1,108

Consensus
ldentity

1. pTAex3_KC013361_17H1_fabl
2. Genomic DNA von NCEI

Abbildung 67: Alignment des Plasmids pTaex3 mit dem Insert CDM31314 (Dateiname:
1857743)
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lac promaoter
promaoter
lac operator

pAdeA-CDM31314
5,015 bp

AmpR promoter

M13 fwd

Abbildung 68: Plasmid pAdeA mit dem Insert CDM31314
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! 200 400 =00 800 1.0 1200 1.4
Consensus ]
deriy I e |
CDM31314
1. pAdeA-COM31314 ]
2, KC013361_11D4_repl.abl |

Abbildung 69: Alignment des Plasmids pAdeA mit dem Insert CDM31314 (Dateiname:
1889128)
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CDM31315

ATGGCTACYTCAACAGAAACCATTTCTTCCCTGGCCCAACCGTTCGTGCACCTTG
AAAACCCTATCAATAGCCCTCTGGTCAAAGAGACAATCAGGCCCAGAAATGACA
CGACGATCACTCCGCCTCCTACTCAGTGGTCGTACCTTTGCCATCCACGAGTGAA
GGAGGTACAGGACGAAGTCGATGGATACTTCCTGGAGAACTGGAAATTTCCCAG
CTTCAAGGCTGTTCGCACCTTCTTGGATGCCAAGTTCTCAGAGGTTACTTGTCTTT
ACTTCCCTCTTGCACTGGACGATCGCATCCACTTTGCCTGCCGACTGCTGACCGT
TCTCTTCCTTATCGATGATGTTCTTGAGCATATGTCTTTCGCGGATGGAGAAGCC
TACAACAACAGATTGATCCCGATATCGCGTGGAGACGTGCTCCCGGACCGAACC
AAGCCAGAAGAGTTCATTCTCTATGACCTCTGGGAAAGCATGCGCGCCCATGAT
GCGGAGCTGGCCAACGAAGTTCTTGAGCCGACTTTCGTGTTCATGCGCGCGCAG
ACAGATCGAGCGCGTTTGAGCATCCATGAATTGGGGCATTATCTCGAGTACCGT
GAGAAGGATGTAGGCAAGGCGTTGCTTTCGGCTCTAATGAGATTCTCGATGGGA
CTTAGACTCAGTGCAGATGAGCTTCAGGATATGAAAGCCCTTGAAGCCAACTGT
GCCAAGCAGCTTTCTGTAGTCAATGACATATACAGTTATGACAAGGAAGAGGAA
GCGTCTCGGACTGGACACAAGGAGGGAGCCTTCCTTTGTTCAGCTGTGAAGGTT
CTGGCGGAGGAGTCCAAGCTTGGTATACCCGCAACGAAACGCGTGCTTTGGTCT
ATGACTCGGGAGTGGGAGACTGTGCATGACGAGATCGTGGCAGAGAAGATCGC
ATCCCCAGACGGCTGCTCTGAAGCTGCCAAGGCGTATATGAAGGGCCTAGAGTA
CCAGATGAGCGGCAATGAGCAGTGGAGCAAGACCACGCGTCGCTACAACTAA
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MYlac-F terminator

B3,

T7 promoter—__

pYE-Express CDM31315
8,063 bp

slo0 \
VIYURA-R promoter

Abbildung 70: Plasmid pYE-Express mit dem Insert CDM31315
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Consensus

1 1 1 .I
denity 1 ]

FID 1, p¥E-Express CDOM31315 . _____________________________________________________________________|
|

REV 2, LO5193_T7_Term.abl

Abbildung 71: Alignment des Plasmids pYE-Express mit dem Insert CDM31315 (Dateiname:
1818922 und 1819811)
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CDM31316

ATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGC
GCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGAATGCTTTCTCTTAAAGCTTTTTT
GGCCCTTTCTCTGTCTATTCATCTTAGCCAGGGTCTTGTGGCTAGCGTCTCGCACC
GTCGCGCTAATGCATGCACTGAGCTCTCACGAAGCTACCCTGACAGTACCATTC
ACCCTGGATCTTCAGTCTTTGCCGAAGATGTAATTGAGCCCTGGTCTCAGACTTG
TCAAACTACGCCCACGTGTGTTTTTGCCCCAGCTTCGGCCGAGGAAGTAGCCGGT
GGCTTGGCTATCCTTCGTAAAGCCGACCAGACCTTTGCTGTTCGCACCCAAGGGC
ATATGCCCATTCCTGGCGCTGCCGACATCAGCAATGGCGTGCTCATGGTTACCAC
TAGCCTGAATAGCGTACAGTACGCAGACGACTCTAAATCTGTTGTCCAGATTGG
CGCAGGAAACCGTTGGCTGGACGTTTACAAAGTGCTTGCCAAAGACAACCTTGC
CGTTGTCGGTGGACGCTTTGGACAGGTCGGAGTGTCTGGCCTTCTGCTTGGTGGA
GGTATCTCTTATTTCAACAGCGACCACGGTTGGGGAGCGAACAGTGTCGTCAAT
TACGAAGTTGTGCTCGCCAACGGTACTGTATGCGCGGCAAATGCGCAACAGAAC
TCCGACTTGTACTGGGCCTTAAAGGGCGGTTCTTTCAACTTTGGTATTGTCACAC
GTTTCGATTTGGCAACCTTTTCGGTTCCATACATGTGGGGGGGGTAGCGCTTTCT
ACGACGCCTCGGCTTTGGATCCCTTGGTCAACGCATACGCAAGCTACGCTGTCGC
ATCCGGTGGTTCCAGCGATCCTGCCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGT
GGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTCATGCTGGGCTGTTGATGAGCTTGAAGCCGCCA
GGAGTCAAAGTTTGGAAGACCTGGTCTGGATCATAGCTCTCAGCGATCTCCCGC
AGTTTCGGCAAAGCTGTTCCGTTCGAGAACTTCTGGAAGATGTCCTTGGTCTGAG
TGGGTGCTGCGTCGTTCAAGTAAACAAAATCATAGTAAAGGCCCAACTTCTTCG
CCCTGTTGTCGAGCTCATCGATCATGTCTTGGAAGAACTTGTAGATTATCTCATC
ATCCTTGGCATCGGCCCAGTTACCGCCGTACAGAACAGCCAGAACCCCGTTGCC
GAGTGGGTCGTAGAGCCCTATCGGATCTCCACCCGAGGCTTTTGCGGCTCTGATC
ATACCAGGGGTGAAAAGCTGATAGGTATTGGTGACGCTGAGATCCGTCGTGGTC
TTGATCTGTGGGTTTGCTGCAATCACGTCGAAGAAAGTCTGGTTGACCAAGTACA
CTGCCTCAGCGCTGGAAGCCAAAGCAGTGGACGAAAAAAGCTGTCTCCGATTTC
CTACTCCAAAGTTCACAGGAGTCGTGTCGTTCTCCAGGCCCAGAATTGTCTTTCC
AACACGGAAGTCCTGGAATGTAGAAGGTATATCGGTGAAGTTCTTGAGAGCAGC
AGGTGCCGGGTCGTCACCTCTGTGCATATAGATACCATAGCCCGATACCTCGCCA
GTAGTCACGTTGTACAGGATCGAGGGATCAGAATGAGCTGCAGGATCGCTGGAA
CCACCGGATGCGACAGCGTAGCTTGCGTATGCGTTGACCAAGGGATCCAAAGCC
GAGGCGTCGTAGAAAGCGCTACCCCCCCACATGTATGGAACCGAAAAGGTTGCC
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AAATCGAAACGTGTGACAATACCAAAGTTGAAAGAACCGCCCTTTAAGGCCCAG
TACAAGTCGGAGTTCTGTTGCGCATTTGCCGCGCATACAGTACCGTTGGCGAGCA
CAACTTCGTAATTGACGACACTGTTCGCTCCCCAACCGTGGTCGCTGTTGAAATA
AGAGATACCTCCACCAAGCAGAAGGCCAGAMACTCCGACCTGTCCAAAGSGTCC
ACCGACAACGGCAAGGTTGTCTTTGGCAAGCACTTTGTAAACGTCCAGCCAACG
GTTTCCTGC

6X his misc

8,573 250

8,250 ’j“

MYlac-F terminator

X his misc
" 52— T7 promoter

pYE-Express_CDM31316
8,573 bp

MYURA-R promoter
URA3 gene

b

005y 05y 000"

Abbildung 72: Plasmid pYE-Express mit dem Insert CDM31314
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Identity
FUD 1, p¥E-Express_CDM31316

CDM31316

REV 2, CDM31316_T7_Term.ab1 1 ]

Fllt 3, CDM31316_T7 Promotor.abl [ T T

Abbildung 73: Alignment des Plasmids pYE-Express mit dem Insert CDM31316 (Dateiname:
1818922)
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7,000

AmyB Prm
9,128

%5%%:;[’

for primer overlapp

. /'4
rev primer overlapp
AmyB Tmn—""

1
000'C

pTAex3 CDM31316
M13 rev, lac operator |
9,128 bp lac promoter—23
CAP binding site— o
8
S
-
©
f1 ori
bla promoter
1 O&V
000 ¢ - =
00§y

Abbildung 74: Plasmid pTaex3 mit dem Insert CDM31316
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Identity
FIlD 1, pTAex3 COM31316

CDM31316

REV 2, CDM31316_T7_Term.ab1 I HHH HH

FUD 3, CDM31316_T7 Promotor.abl H TNl

Abbildung 75: Alignment des Plasmids pTaex3 mit dem Insert CDM31316
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CDM31314 und CDM31316

lac promoter

9,293

500

T7 promoter
lac operator

amyB Prom

z, 500

0007

n\Akmp‘R promoter amyB Prom—
4 i oni pAdeA_CDM31314 and CDM31316
9,293 bp

7,000

005z

CDM31316~=

Abbildung 76: Plasmid pAdeA mit dem Insert CDM31314 und CDM31316
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1 '."n-'-"' q._;_._. 3_.:;_._. 4 ._I._._.

Consensus |

Identiy I [ R S

FID 1, pAdeA_CDM31314 and COM31316 @#—— 3§ ——
amy.. CDM31314 amy... COM31316 4

FID 2, CDM31314_11D4.ab1 —

REY 3, CDM31316_T7_Term.ab1 1] E—

Abbildung 77: Alignment der Sequenzierung des Plasmids pAdeA mit den Inserts CDM31314
und CDM31316 (Dateiname: 1889128 und 2334580)
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CDM31317

TACCTGAAGTCTGCTGTAGCTTGCTGCTTTTTGGTCAAGTCAGTGTTCCGCCAGC
CAAACCAGACCGGCCGCAGATCAGCCAACTTTTCCTCCAATTCAGTGTAGTGTTC
TCCCAACGTCAAAATTGTGCGCCCGTTCCACTTGCTTTCCAGATCTAGCACATTC
TCTTTGCCGTAAGTCTCAACCATCCGTGGCTGACGGGCCACGGCAGAATAAACC
ACTGCCAGACCCACCATGTGAGCAGAACTGACGGGCAGTCCGGCTGCCATGAGC
GGCCCGGCAATATCCATGGGGAGTAGCTTCGTGATGGTTGCCGCTGGCGCAACT
GCATTGATTGAGATATCGAAACGGGGGAGCGTCGAACGCAAAGAACGAACGAG
ACCGACCAGACCCGACTTGATAGCACTATACACCGGCAAGTTCTGTTCAGGCGC
GTATCCAGTCGCACTAGCAGTGATCACAACGGAGCCACCCTTCCCTTGTTTTCGC
ATGTAGCTGACCGCCAGTTTGGTAAACATGACGGTACCTTTGAAATTGACGTCTA
CCACCGCGAATCCAGGCTCCTTGAGTTCGCCCTGCTCGTCAAAAGTATCCTCGAA
GTATGGCTGTTCTTCGGAGACGCCAGCGTTGGCCACGGCAATGTCGACATGGCC
TGCTTGGGCAAAAGCAGCTTTGAGTTCAGCCCAAGATGTGATGTCGGCCTTGAT
GAAAGTCGAATTTTCAGGCGCTTCGCCACTGTCGGGAGGGTTGCGGTCAAACAG
GAAGATTTTGGCTCCGGCTCTTGCAAAGATATTTGCAGCGGCAAGCCCAATACC
GGAGGCTCCGCCGCTAATGACGACCACTTTGCCGTCGAGCCGCGGGATGTCTTC
TTCTTTGATGTTGAGAGATGTCATAGTAGCTCTTGGGGGTTGAACTGAGACGTGG
TGGCACCTTAATGTATCCAAGTGGAGCAGTAAAGGTATAGATGCTGGCTGCCAT
CGGGGAATCAT
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MYlac-F terminator

5,024
'

T7 promoter

pYE-Express_CDM31317
8,024 bp

MYURA-R promoter

Abbildung 78: Plasmid pYE-Express mit dem Insert CDM31317
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[i] £.250 £.500 8750 7.000 7.250 7.500 7750 8,040
Consensus '
Identity = |

1. 5609837
2, pYE-Express_CDM31317

lacl J

-

Abbildung 79: Alignment des Plasmids pYE-Express mit dem Insert CDM31317 (Dateiname:
1819811 und 6008782)

393



9 ANHANG

CDM31318

ATGGCCGTGATCTTCTCCTCTTCTGCTCTCGATTCTCACACTCATGTTGATAAACA
CCTCGTTCGACGACCAATCCGCGATCTCGAGAACAACGTCGATATGCTGGATCA
CCTTTCTCGGGTACTTACACTTAGCTACCAATACCATGCGCTCGGAACAGCAATC
GCCTTGTTCGCCTGCGCTTGCGCATATGCCCTGGTTGCACCTCGACAACCGCCAA
AATTCCCCGCTCCACAGCTTTACGACGAGACCGGACCAATCGATCTCATAGCATT
GGATAAGACAATTAGGIGAAGGATTTCAGAATTACAAGGGTAAATACTTCACCT
TGAAGGAGGCCCATGGCGAGACCGTCATCTTGCCGACTAAGTTCATGGAAGAAC
TAAAGGCTCTACCCGACAATATGCTCAATCTAGATGACGAGATTGATGAGCGGT
TCCTGTCCGAACACAGCCTTTTCACGACAACGTCTGTGGGCGGAAGGATCTCGA
CTGTGGTGAACAGTGTCAAGAACGAGCTCACAAAGACTCTCGGTCACCTGATGG
GCGATATACATGAAGAAGTTGTGTACTCCTTCCAAGAATTGATCCCACCTTGCGA
CGACTGGACCGAAATTGACATCCAAAGTAAGCTTGTTCGCATCGTCGCATTAGT
GTCTGGCCGGATTTTTGTGGGCCTTCCAATGAGCCGTAACCAGGAATACCTAGAT
TGCATCATCGAGTTCACACTCAATGTTTTCTTCGCTGTACCTGAAATCCGGGCAT
ACCCGCGGCTACTTCGTTGGACCTCACGGTATCTCAACACCAAAGTTCGAGCAGT
GCACAAATCACTGGCTACCATGAGACGCTTGATGGCGCCCATCATCGCTGGCAC
CAAACAGCAGCTTGAAATGGGAACCGGGCCTCACAATATGTGTGCATGGAACAT
CAAGAACAGTAACCAGAAGGAACGAGATAGCCTCAACATCCAGGCACAGATGC
AGCTAGCGACAAGTATGGCAGCCATTCACACGACTTCGATGACAGTGACGAACG
CAATTTTCGACTTGGCTGCCAGACCCGAGTACCTACAGCCTCTTCGTGACGAGCT
TCAGGACCTGAGAGCGACCGAGCCATTGCCATACCTCAATAAGTCGTCCATGCC
AAAGCTGCGCAAGTTGGACTCGTTTCTCAAAGAGTCCCACCGCCTTAGTCCGATA
TCTCTGCTGAACATGCGGCGTAAAATCGTTCAACCTATCACTCTTCATGATGGAA
CTGTGCTGCAGCCGGGAATGCACATAGCTTTCCCTTTGCACCAAGTTTCGAACGA
TGAGGACTTATGGGAAAATCCAAGCCAGTTCGACGGCTTCAGATTCCAGAAGCT
TAGGGACCTTCCAGGTAACGAGTCCAAATACCAGTTTACGGCGACTGGGACGAA
TAACTTGGACTTTGGCTATGGTGTGCATGCGTGCCCAGGTCGTTTTTTCGCCGCG
AATGAGATTAAGATGATACTTGTACATTTGATCGACAACTTTGACTTCAAGTTTA
AAGGAGATATAGGGCGACCTGACAGCCTGTGGACACCAGGAGGCTACCATCCC
GATCCAAGTGTGCGAGTGCTCTTAAAAAGACGTCTAAAGGCCTGA
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WYlac-F terminator

BAGT,

’/00p

oone

=T7 promoter
pYE-Express_CDM31318
8,657 bp

6,500

WYURA-R promoter

4,500

Abbildung 80: Plasmid pYE-Express mit dem Insert CDM31318
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ldentity

REV 1, p¥E-Express_CDM31318 e —
CDM31318

FUR 2, CDM31318_T7_Term.ab1 O

=L

REV 3, CDM31318_T7 Promotor.abl

&=

Abbildung 81: Alignment des Plasmids pYE-Express mit dem Insert CDM31318 (Dateiname:
1818922 und 1819811)
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CDM31319

ATGGACGCCTCAAAGTTGCCTCTGGGCTCGTTTGTGGGCACGACCCTATTATTGT
TCATACTTTACAAGCTTGTCAAATTGGCGTACTACGTGGGTCAAGCCAAAAAAA
CCGGCCTGCCGTATACTCTTGTGCCCGTACTTGAGACTGAGTTCCTTGGAAAACT
CTTGACTCCGCTCATTCGTCCCTTGTTCACATCAAGACTGTCTAGAGGCGAGGGC
TGGCCGCGATGGATTCGCTTTTCGATTCTCGACTGGGCTTGGGAAGAGAAACGC
AGGGTTCACGAGGAGCTCGGTGATGTTTTCCTTCTCGTATCGCCTGAGGGTCTCA
TCTGCTACACCGCGGACGCCGACATGTGCTGGGATGTCATGAACAGGCGAAATG
AGTTTCTAAAACCAAGAGATAAATACAAGGTCCTTGAGCCGTATGGACCGAATG
TTGCAACTACAGAGGGCAAAGCGTACAACTTCCACGTTCGCATTACTGCACCCC
CCTTCAACGATGGCAGCGGAGCTAACGATCTGGTCTGGAACGAGGCTTCCGACC
AAGCACGCGCGCTCATGGAGTCCTGGTCCCAGGAAAACACAACCCGCGACCTTT
CACTTGATATCAACCGATTGACTCTGGCCGTCATTTCCTACACGGGCTTCGGCAA
AAGATTAGACTTCGAAACTGAAGTTTCTGATCTTCGCAACAAAATTCCTCCGGG
GTACAAGATGAGCCTGCATCACGCGCTGCACCTAGTCACAACGTTCATGGTCAA
GATTCTTCTCATTCCTAAATGGATTATGAAGATGACATCAATGAAGGNAGATCG
CTATCGCGCATGGTGNAGCTCGAGAAAGTATATGCGTGAGATGATCCGGACGGA
GACCGCGAAGCTGAGCAAAGACAGCGAATACCAATCTGCCGACGCAAAGGGGA
ATCTTCTTACATCCGTTCTGCGTGCTTCAGCCTTTGAGGCAAAGGCTGCCGGTCG
AAAGCAAGCCTTCAGCGAAGACGAGGTGCTCGGCAATCTTTTTCTGTACCTGCTC
GCGGGGTATGAAACCACCGCAAACGCCATGACTTACGGCTTCATCACCTTAGCT
CTCAGGCAGGATTTGCAGGACAGGATTATTCAAGAGGTAGATGGGGTTTATGCA
GAGGCAGCTGCTGAAGGACGCACGTCGCTTAATTACACGGATGACTTCGAGAAA
TTCCAGTACACATACGGCTTTATGTACGAAGTTTTCCGCCTGTACCCTGGTGTTT
GCATTATCACGAAAATGGTCCCGAAGGATACCACTATCACCGTCTACCCGGAAA
ACAATTCCCCACAACAGCATGTCCTGCCGGCTGAGTGCCGCGTGTACCTCAATGT
CAACGCTGTTCACTACCACGAAAGGTACTGGCCCGATCCCTGGGCTCTCAAGCC
TGATAGATGGATGGGTACCATAGGGGTCACTCCAAATTCGCGCCCTAACAAGAA
GGTCGTCGCACAGGACAAGTCGAGACAGGTCAGGGGAACGTTGATGACCTTTTC
TGGCGGCGCTCGCGCTTGCCTCGGAAGGAAATTCACACAGTCCGAGTACATCAG
TGTTCTTGCGACAGTCTTGGGGAAGTACCGCATTGTGCTCGGCGAAGGCATGGA
CGCGAAAGTAGTGAAGCAGGAGATTGATCATCTGGCAGCGGGTACAGTCACGTT
GGCTCCGCTCAAGTACGTCAAGCTGGCGCTGAAGAAGCGGACAGACGTCAAGA
CTGGCTAG
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MYlac-F terminator
8,74
w00 -

2000

T7 promoter

‘9

1

pYE-Express_CDM31319
8,774 bp

oot

2500

YURA-R promoter

Abbildung 82: Plasmid pYE-Express mit dem Insert CDM31319
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Identity
REV 1. p¥E-Express_CDM31319

FUD 2, CDM31319_T7_Term.ab1 [ HIH. m

REV 3, CDM31319_T7 Promotor.abl IO 1

Abbildung 83: Alignment des Plasmids pYE-Express mit dem Insert CDM31319 Dateiname:
1818922 und 1819811)
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CDM31322

ATGTACGAGCTACAACAACATCGAAAGTTCAGTGCGTTGGATGAAATGCTTCCA
GCATTTTATTACTGCTACTTACTTTGCTTTCCTGTTAGCAGCGATAACAGGGCGA
GCACGTCCGAGCTCTTGCAAACCTCCCTATCCTCGCTGGCAGAAGAACGCCCAT
ACCTGACTGGTACAGTCCGAAGGGATATGGAAAGCAGTGTGCGCAAAGGCCATC
TCATCCTCGACATACCGAATCCCTTCGAAGACCTTCGTATCGTATTCAACGATCT
CACAGGTCCGAAGTCCCAATGGAAGGAGACATATCAGGATCTGAAAGACACCG
GCATGCCGCCACACAAGCTGGATGCAAACTTGTTAGCACCCCTGACAGCCGGTA
TTGGAGAGACACGGAAAGTCATGTCGGTGCAAGCCAACTTTATCCACGGCGGAC
TATTGATTGCCTTTTGCTTCCACCACAATTTCGTGGACGCATATGGGGCTGGACG
CATTATTGCGAGGTTTTCAGACCACTGCAATGGGACTGTTGACCTCAAAAATAG
CGCTGATCCAGAGGGGGACGGTACCGATTCGAGGGGCATAGCAGACCTCCTCGA
CGTTGAACTTTTGAAAAAGCAGTACAAATTCGAGGACCTGGAAAGTGACCCAAA
CCTCTGGCGACTCAACTGCCTCGAGTTCAGGGGGGTTAACGATTTTCGGTGGCCC
GATTTCATCCCTGCCCTTCTTCCAGTGAGGAAGCCACCAGTCATCTCGAGTATGT
TCTCGTTCAGTTCAGACGCTCTGGCAGAAATCAAAGCTATGGCACAACCGAATC
AAAGCGGAGCGTGGGTGTCGACAAACGACGCGTTGGTGGCCTTTCTGTGGCGAC
ATACCATGAGAGCTCGCTTTCCATCATCGAGAACCGAAAGCGAGCCCCCAAACC
GCAAGTCAAACGTGGTGGTGGCACTTGATGGCAGAAAAGACCTTTCTATATCAC
CAACCTACATCGGTAACTGTCTTTTCCATTGCTTTACGGACCTGCCGATCAATAT
GGTAGGAAGTGAGAGCACCCATCTTGGTGATATTGCGATCAAAGTCAGACAGAC
GATCACCGCGGCCCGAAACAAAACGTTGCTGAAAGCTGTCGTCGGGCTGGCTGC
CACTCACCCAGATTGCCAGACAATCAAGTACGCCAACGACAATCTGGGGCCTGA
CCTGTACGTTACCTCTTGGATTGATCTGCCGTTCTATAAGCTTGAATGGGGCCCA
CTTGGTAAGACCGAGTTCTTCCGCATTCCAGACCGACAATTTGAAAGTCTCTGTT
GCATTTTGCCGCCAAAGGATGGGGTTGTCCAGTTGATTACATCGATGGAGGAAG
ATCATAGCAAACGGCTTCGAAGTGACGCAGAGTTTACTAGATTTGCAACCCATA
GATAG
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MYlac-F terminator

BAPD,

EL his misc

B his misc
T7 promoter

[ 5‘|:|-|'_|

pYE-Express_CDM31322
8,450 bp

.:,Q,q"ﬁ

MYURA-R promoter

Abbildung 84: Plasmid pYE-Express mit dem Insert CDM31322
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ldentity
REV 1, p¥E-Express_CDM31322

FIb 2, CDM31322_ T7_Term.abl [ H

REM 3, CDM31322_T7 Promotor.abl

=

Abbildung 85: Alignment des Plasmids pYE-Express mit dem Insert CDM31322 (Dateiname:
1818922 und 1819811)
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9.6 Kristallographische Analyse von

40R,5S,7S,80S)-8u-hydroxy-4u,5-dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)-octa-

hydronaphthalen-2(1H)-on

Tabelle 10: Kristallstruktur der Probe 4842f pl.

Parameter

Daten

Identifizierungsnummer
Kfristallhabitus

Geriteart

Summenformel
Molekulargewicht
Temperatur in Kelvin
Kristalsystem
Raumgruppe

a/A

b/A

c/A

of°

Bl

¥

Volume/A?

Z

Pearcg/em’

p/mm-1

F(000)
KristallgroBe/mm?
Absorptionskorrektur
Tmin; Tmax

Radiation

20 Bereich der Datensammlung/°
Vollstindigkeit von Theta
Indexbereich
Gesammelte Reflektionen

Unabhiingige Reflektionen

403

GDICO008, EDKO1 // GXray4842f_pl
clear colourless plate

Bruker X8-KappaApexII
C15H2402

236.34

100

Monoklin

P21

8.0528(6)

6.4872(5)

13.3867(10)

90

106.878(4)

90

669.20(9)

2

1.173

0.075

260.0

0.22 x 0.08 x 0.08

empirisch

0.5545; 0.7459

MoKo(A=0.71073)

5.32 to0 55.982°

0.995
-10<h<10,-8<k<8,-17<1<17
21044

3242 [R;;; = 0.0670, Rjigmq = 0.0517]
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Tabelle 10: Kristallstruktur der Probe 4842f pl.

Parameter Daten
Daten/Beschriankungen/Parameter 3242/1/159
Goodness-of-fit auf F? 1.079

Final R Index [[>=20 (I)] R, =0.0436, wR, = 0.0930
Final R index [Alle Daten] R, =0.0484, wR, = 0.0976
GroBter Unterschied zwischen Peak/Loch/ e A= | 0.27/-0.20

Flackparameter -0.3(15)

Tabelle 11: Bindungsldnge der Probe 4842f pl.

Atom Atom Linge/A ‘ Atom Atom Linge/A

Ol Cl 1.224(3) C4 CI5 1.531(3)
02 C3 1.433(3) G5 C6 1.539(3)
Cl C2 1.502(3) C7 C8 1.525(3)
Cl1 Co6 1.501(3) C8 C9 1.539(3)
Cc2 C3 1.543(3) C8 CI1 1.513(3)
C3 C4 1.553(3) C9 CI10 1.539(3)
C3 C7 1.5383) | CI10 Cl14 1.533(3)
C4 C5 1.5453) | Cl11  Cl12 1.505(3)
C4 CI10 1.563(3) | Cl11 C13 1.32003)

404
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Tabelle 13: Wasserstoffbriicken der Probe von 4842f_ pl. (1'1-X,-1/2+Y,1-Z; 12!2-X,-1/2+Y,1-

7)

Tabelle 12: Bindungswinkel der Probe 4842f pl.

Atom Atom Atom Winkel/° ‘ Atom Atom Atom Winkel/°
o1 Cl1 C2 122.36(19) | Cl15 C4 C10 109.70(17)
01 Cl C6 122.3(2) C6 C5 C4 115.09(17)
Co6 Cl C2 115.35(18) Cl Co6 C5 112.00(16)
Cl1 C2 C3 113.21(17) C8 C7 C3 111.88(17)
02 C3 C2 107.51(16) C7 C8 C9 108.54(15)
02 C3 C4 107.83(16) | Cl11 C8 C7 114.23(17)
02 C3 C7 109.00(16) | Cl11 C8 C9 111.31(17)
C2 C3 C4 111.16(16) | C10 Cc9 C8 112.81(17)
C7 C3 C2 109.39(17) c9 C10 C4 112.45(16)
C7 C3 C4 111.81(16) | C14 C10 C4 115.20(18)
C3 C4 C10 11141(16) | C14 C10 C9 110.40(17)
C5 C4 C3 108.90(17) | C12 Cl11 C8 115.37(19)
C5 C4 C10 107.52(17)| C13 Cl11 C8 123.9(2)

Cl15 C4 C3 110.71(17) | C13 Cl11 C12 120.8(2)
Cl15 C4 C5 108.50(16)

D H A dD-HA dD-A)A D-H-A/°

02 H2 Ol 0.84 2.864(2) 173.5
C6 H6A 012 0.99 3.633(3) 174.7
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Tabelle 14: Torsionswinkel der Probe von 4842f_ pl.

A B C D Winkel/° A BC D Winkel/°
Ol C1 C2 (3 13192) | C4 C5 C6 Cl1 -48.8(2)
Ol C1 C6 C5 -135.8(2) | C5 C4 C10 (€9 -70.9(2)
02 C3 C4 C5 -172.18(16)| C5 C4 C10 Cl14 161.38(17)
02 C3 C4 C10 6942)| C6 C1 (C2 C(C3 -49.9(2)
02 C3 C4 Ci15 -5302)| C7 C3 C4 G5 68.0(2)
02 C3 C7 C8 -61.62)| C7 C3 C4 C10 -50.4(2)
Cl C2 (C3 02 17191(16)| C7 C3 C4 C15 -172.77(18)
Cl C2 (C3 (4 5412 | C7 C8 (C9 C10 57.7(2)
Cl C2 (C3 (7 -699(2) | C7 C8 Cl11 Cl12 -164.21(18)
C2 C1 C6 C5 46.02)| C7 C8 Cl11 Ci13 15.3(3)
C2 C3 C4 G5 -546(2)| C8 C9 Cl10 C4 -53.0(2)
C2 C3 C4 C10 -17299(18) | C8 (C9 Cl10 Cl4 77.2(2)
C2 C3 C4 Ci15 64.6(2) | C9 C8 Cl1 Ci12 72.4(2)
C2 C3 C7 C8 -17886(16)| C9 C8 CIl11 C13 -108.0(2)
C3 C4 C5 Co6 5332) | C1I0 C4 C5 C6 174.14(17)
C3 C4 C10 (9 48.3(2) | C11 C8 C9 C10 -175.79(18)
C3 C4 Cl10 Cl14 -7942) | CI15 C4 C5 C6 -67.3(2)
C3 C7 (C8 (9 -59.72) | C15 C4 C10 C9 171.25(17)
C3 C7 C8 Cl11 17542(17) | Cl5 C4 Cl10 Cl4 43.6(2)
C4 C3 C7 C8 57.6(2)

406



9 ANHANG

9.7 Kiristallographische Analyse von
(2R,4S,42S,6S,7R,8R,8uR)-Ethyl-7-(methoxymeth-
oxy)-8,8u-dimethyl-10-0x0-6-(prop-1-en-2-yl)octahydro-1H-4q,2-
(epoxymethano)
naphthalene-4-carboxylat

Tabelle 15: Kristallstruktur der Probe cu_ 5688f.

Parameter Daten
Identifizierungsnummer GDICO012, ED565 // GXraycu_ 5688f
Kristallhabitus Klare leichtblaue Platte
Geriteart Bruker D8-Venture
Summenformel C21H3206
Molekulargewicht 380.46

Temperatur in Kelvin 150.0
Kristalsystem orthorhombisch
Raumgruppe P212121

a/A 5.98590(10)

b/A 9.0545(2)

c/A 36.7927(6)

o/° 90

BI° 90

v/° 90

Volume/A * 1994.14(6)

z 4

Peaicglem’ 1.267

p/mm-1 0.749

F(000) 824.0
KristallgroBe/mm? 0.31 x 0.06 x 0.05
Absorptionskorrektur empirisch

Tmin; Tmax 0.5651; 0.7536
Radiation CuKo(h=1.54178)
2)Bereich zur Datenerfassung/° 10.89 to 135.494°
Vollstandigkeit von Theta 0.996
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Tabelle 15: Kristallstruktur der Probe cu_ 5688f.

Parameter Daten

Indexbereich —-6<h<7,-9<k<10,-44<[<44
Gesammelte Reflektionen 20546

Unabhiingige Reflektionen 3593 [R;,= 0.0320, [Ryigme = 0.0205]
Daten/Beschriankungen/Parameter 3593/0/261

Goodness-of-fit auf F? 1.057

Final R Index [I>=2X(1)] R, =0.0292, wR, = 0.0735

Final R index [Alle Daten] R, =0.0305, wR, = 0.0744

GroBter Unterschied zwischen Peak/Loch/ e A= | 0.18/-0.17

Flackparameter 0.00(5)

Tabelle 16: Bindungsldnge der Probe cu_ 5688f.

Atom Atom L'zinge/fi ‘ Atom Atom L'einge/fi

01 Cl 1.470(2) C3 C15 1.524(3)
Ol C9 1.352(2) C4 G5 1.532(2)
02 C9 1.209(2) G5 Co6 1.553(2)
03 C4 1.448(2) C5 Cl4 1.535(2)
03 C18 1.408(2) Co6 C7 1.549(2)
04 C18 1.405(3) C6 CI3 1.547(2)
04 C19 1.427(3) C7 C8 1.542(3)
05 C20 1.334(2) C8 C9 1.505(3)
05 C21 1.455(2) C8 CI10 1.536(3)
06 C20 1.206(2)| C10 CI11 1.549(2)
C1 C2 1.518(2) | CI1  C20 1.514(2)
Cl C6 1.565(2)| C15 Cl6 1.323(3)
Cl CI1 1.55622) | C15 C17 1.505(2)
Cc2 C3 1.549(2) | C21 C22 1.494(4)
C3 C4 1.536(2)
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Tabelle 17: Bindungswinkel der Probe 4842f pl.

Atom Atom Atom Winkel/° ‘ Atom Atom Atom Winkel/°
C9 01 Cl 113.73(13) | Cl13 Co6 Cl 110.58(14)
Cl18 03 C4 113.35(15) | Cl13 Co6 C5 111.43(14)
C18 O4 C19 113.01(18)| Cl13 Co6 C7 107.43(14)
C20 05 (C21 116.35(15) C8 C7 C6 108.97(14)
01 Cl C2 105.12(13) Cc9 C8 C7 110.82(16)
01 Cl C6 106.33(13) C9 C8 C10 104.54(15)
01 Cl Cl11 107.50(13) | Cl10 C8 C7 107.86(15)
C2 Cl Co6 111.91(13) 01 C9 C8 113.28(15)
C2 Cl1 Cl11 115.25(14) 02 Cc9 01 119.62(17)
Cl11 C1 C6 110.12(14) 02 Cc9 C8 126.99(17)
Cl C2 C3 114.68(14) C8 C10 Cl11 107.81(15)
C4 C3 C2 110.84(14) | C10 C11 Cl 108.71(15)
Cl15 C3 C2 11520(14) | C20 C11 Cl 114.81(15)
Cl15 C3 C4 114.48(15)| C20 C11 C10 108.18(15)
03 C4 C3 109.34(14) | Cl16 C15 C3 125.13(17)
03 C4 C5 109.04(14) | Cl16 C15 C17 120.70(18)
C5 C4 C3 113.77(13) | C17 C15 C3 113.81(16)
C4 C5 C6 114.15(14) 04 CI8 03 113.12(19)
C4 C5 Cl14 111.14(14) O5 C20 CI11 110.69(15)
Cl14 C5 C6 113.35(14) o6 C20 05 123.92(17)
C5 Co6 Cl 108.67(13) 06 C20 Cl11 125.32(18)
C7 Co6 Cl 106.33(14) 05 cC21 C22 107.27(18)
C7 Co6 C5 112.29(14)
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