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1 Einleitung

Die physikalische Grundeinheit aller Organismen ist die Zelle. Sie ist die kleinste
lebensfidhige Einheit und setzt sich im wesentlichen aus den Bestandteilen
Desoxyribonucleinsdure (DNA), Ribonucleinsdure (RNA), Proteinen, Lipiden und
Phospholipiden zusammen. Jede vegetative Zelle hat eine definierte Struktur und Grofe und
stellt ein mikroskopisch und makroskopisch hochgeordnetes System dar, dessen Struktur die
Grundlage des Lebens ist. Die Zelle ist ein offenes System, das nach Art eines
FlieBgleichgewichts kontinuierlich Material aufnimmt, transformiert und ausscheidet. Durch
den hohen Organisationsgrad befinden sich lebende Organismen nicht im Gleichgewicht mit
threr Umgebung, die dem dritten Hauptsatz der Thermodynamik folgend, auf Maximierung
der Entropie des Universums ausgerichtet ist. Um einen Ordnungszustand aufzubauen und zu
erhalten, muB3 Energie aufgewendet werden, weshalb vegetative Zellen sowohl wihrend des
Wachstums als auch in Ruhe auf dauernde Energiezufuhr angewiesen sind.!'*!

Die zur Erhaltung des Lebens sowie zur Neusynthese von Zellbestandteilen und
Reduplikation der Zelle notwendige Energie gewinnt der Organismus im Stoffwechsel.
Hierbei werden Néhrstoffe aus der Umgebung aufgenommen und mit Hilfe von Enzymen
umgesetzt. Man unterscheidet den Katabolismus, bei dem durch den Abbau von organischen
Substanzen niedermolekulare Verbindungen gebildet und biochemisch nutzbare Energie
freigesetzt wird, vom Anabolismus, bei dem aus niedermolekularen Verbindungen durch

biologische Synthese monomere und polymere Zellbestandteile aufgebaut werden.

Energie fur
endergone Prozesse

ATP + H,0 j » ADP + PO,>

Abb. 1: Umwandlung von ATP in ADP und Phosphat

Das Coenzym Adenosin-5’-triphosphat (ATP) stellt die wichtigste Speicherform biologisch
nutzbarer Energie dar und ist der universelle Ubertriger zwischen energiefreisetzenden und
energicaufwendigen Reaktionen. Beinahe alle energieaufwendigen Prozesse in lebenden
Zellen sind mit der Umwandlung von ATP zu Adenosin-5’-diphosphat (ADP) gekoppelt
(Abbildung 1).
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Die Hydrolyse von ATP fiihrt unter Abspaltung eines Phosphatrestes PO,>~ zu ADP und ist
stark exergon. Die dabei freigesetzte chemische Energie dient dazu, durch energetische
Kopplung endergone Vorginge wie Biosynthesen, Bewegungs- und Transportprozesse zu
ermOglichen.

Im Laufe der Evolution haben sich zwei grundlegende Mechanismen der ATP-Synthese
herausgebildet, die in dhnlicher Weise in allen Zellen stattfinden. Unter der Elektronen-
transportphosporylierung versteht man einen Prozess, bei dem Elektronen von einem Donor
mit negativem Redoxpotential auf einen Akzeptor mit stirker positivem Redoxpotential
iibertragen werden. Diese Redoxreaktionen verlaufen immer an Membranen, wobei die
freiwerdende Energie zum Aufbau eines transmembranen elektrochemischen Gradienten
genutzt wird. Wie in einem Kondensator findet an der Membran eine Trennung der Ladungen
statt, die der Speicherung von Energie dient. Wichtig fiir die zellulire ATP-Synthese sind
Protonengradienten. Der Energiegehalt AG eines solchen Gradienten ist die Summe aus der
pH-Differenz ApH und des elektrischen Membranpotentials AY zwischen der inneren und
duBeren Seite der Membran. Das Membranpotential AY ist direkt abhéngig von der Differenz
der Redoxpotentiale von Elektronendonor und Elektronenakzeptor. Aus den beiden Grofen
ApH und AY ergibt sich die protonenmotorische Kraft AP als MaB fiir die chemische Arbeit
AG, die der Gradient zu leisten vermag.¥

H'- transportierende, membrangebundene ATP-Synthasen nutzen den aufgebauten Protonen-
gradienten und dessen Energie zur ATP-Synthese. Elektronentransportphosphorylierung
findet in der Atmungskette und im Photosyntheseapparat statt.

Der zweite Mechanismus der ATP-Bildung wird als Substraphosphorylierung bezeichnet. Er
beruht auf der Kopplung der ATP-Synthese an die Hydrolyse energiereicher
Stoffwechselmetabolite, die beim Abbau von organischen Substraten in kleiner Zahl gebildet
werden. Solche Verbindungen wie beispielsweise Phosphoenolpyruvat, Acetylphosphat und

1,3-Bisphosphoglycerat enthalten energiereiche Phosphatbindungen (Abbildung 2).

O O_PO3H2
COOH O

OH )]\
O_PO3H2 O_PO3H2 O_PO3H2
1,3-Bisphosphoglycerat Phosphoenolpyruvat Acetylphosphat

Abb. 2: Strukturen von 1,3 Bisphosphoglycerat, Phosphoenolpyruvat und Acetylphosphat
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Im Verlauf des Stoffwechsels ermoglichen Enzyme den Transfer der energiereichen
Phosphatgruppen vom Substrat auf ADP. Beispielweise katalysiert das Enzym Pyruvat-
Kinase die Ubertragung einer Phosphatgruppe von Phosphoenolpyruvat auf ADP. Bei dieser
Reaktion entstehen Pyruvat und ATP (Abbildung 3).

COOH O
ADP ——>» + ATP
O—PO3H> )j\ COOH
Phosphoenolpyruvat Pyruvat

Abb. 3: Umwandlung von Phosphoenolpyruvat in Pyruvat und ATP

Es hat sich als niitzlich erwiesen, die Organismen nach der Art der Energiequellen
einzuteilen, die sie nutzen, um nach den genannten Mechanismen ATP zu regenerieren.
Demnach unterscheidet man die phototrophen von den chemotrophen Organismen.
Diejenigen Organismen, welche als Energiequelle das Licht nutzen, werden als phototroph
bezeichnet. Chemotrophe Lebewesen hingegen gewinnen ihre Energie zur ATP-Regeneration
aus Redox-Reaktionen an den als Nihrstoffe dienenden Substraten (Abbildung 4).™

Weitere Kriterien zur Einteilung der Lebewesen beriicksichtigen neben der Energiequelle die
Kohlenstoffquelle und den Wasserstoff-Donor des Organismus. Mit Blick auf den Ursprung
des Zellkohlenstoffs unterscheidet man zwischen heterotrophen und autotrophen Lebewesen.
Die Erstgenannten nutzen organische Verbindungen, letztgenannte nutzen Kohlendioxid als
Kohlenstoffquelle zum Zellaufbau. Alle Organismen, die organische Verbindungen als
Wasserstoff-Donor benutzen, werden als organotroph bezeichnnet. Der Begriff lithotroph
kennzeichnet die Fahigkeit, den Wasserstoff aus anorganischen Donoren wie elementarem
Wasserstoff (H,), Ammoniak (NH;), Schwefelwasserstoft (H,S) u. a. verwerten zu konnen.
Phototrophe Pflanzen und Cyanobakterien, die den anorganischen Elektronendonor Wasser
(H,0) zur Reduktion von Kohlendioxid verwenden, werden demnach als photolithoautotroph
bezeichnet. Organismen, die im Licht mit organischen Substraten wachsen, werden
photorganoheterotroph genannt. Dementsprechend bezeichnet man chemotrophe Bakterien,
die organisches Material benutzen, als chemorganoheterotroph. Zu dieser Gruppe gehoren
anaerobe und aerobe Bakterien. Die Anaeroben nutzen entweder Nitrat (NOs"), Sulfat (SO4>)
oder organische Verbindungen als Elektronenakzeptor. Chemolithoautotrophe Bakterien
bedienen sich anorganischer Elektronendonoren wie Wasserstoff (H,), Ammoniak (NHj3),

Schwefelwasserstoff (H,S) u. a. und oxidieren diese mit Luftsauerstoff zu Wasser, Sulfat
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(SO4%) und Nitrit (NO,"). Diese exergonische Reaktion wird mit der Bildung von ATP aus
ADP und Phosphat gekoppelt.!"!

alle Organismen

Lichtenergie chemische Energie
phototroph chemotroph
— photolithotroph chemolithotroph —
— photorganotroph chemorganotroph —

Abb. 4: Schema zur Einteilung der Lebewesen nach der Energie- und Kohlenstoffquelle

die sie zum Leben nutzen®

Die Methanogenen unterscheiden sich deutlich von allen anderen chemolithoautotrophen
Bakterien, weil sie im Gegensatz zu diesen strikt anaerobe Organismen sind. Sie gewinnen
ATP durch Reduktion von Kohlendioxid zu Methan mit molekularem Wasserstoff. Da sie
keine organischen Verbindungen, sondern nur anorganische Substrate zur Energiegewinnung
einsetzen und ihre einzige Kohlenstoffquelle aus Kohlendioxid besteht, sind sie ihrer

Lebensweise entsprechend in die Gruppe chemolithoautotropher Archaea einzuordnen.

Kohlenhydrate sind die mengenmifig vorherrschenden Produkte pflanzlicher Photosynthese
und zugleich die allgemeinen Nahrungsstoffe fiir die {iberwiegende Zahl von
Mikroorganismen. Die meisten chemorganotrophen Bakterien und alle h6heren Organismen
nutzen sie als Kohlenstoff- und Energiequelle. Unter aeroben Bedingungen wird ein Teil des
Substrats unter Energiegewinn zu Kohlendioxid und Wasser transformiert. Sauerstoff bildet
dabei den terminalen Elektronenakzeptor. Die freigesetzte Energie dient der Synthese von

monomeren und polymeren Zellbestandteilen.
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Der am weitesten verbreitete Abbauweg verlduft {iber Fructose-1,6-bisphosphat als
Zwischenverbindung. Wichtige alternative Abbauwege sind der Pentosephosphat-Weg, auf
dem Glucose zu Ribulose-5-phosphat umgesetzt wird und der 2-Keto-3-desoxy-6-
phosphogluconat-Weg, der die gleichnamige Zwischenverbindung zu Glycerinaldehyd-3-
phosphat und Pyruvat spaltet (Abbildung 5).

OH

@)

OH CHO

OH OH

O—PO3H, O—PO3H,
Ribulose-5-phosphat Glycerinaldehyd-3-phosphat

Abb. 5: Strukturen von Ribulose-5-phosphat und Glycerinaldehyd-3-phosphat

Beim Transport in die Zelle wird Glucose in Glucose-6-phosphat, ihre stoffwechselaktive
Form, {tbergefiihrt. Sie ist der Ausgangspunkt der drei oben genannten Abbauwege
(Abbildung 6). Durch den auch als Glycolyse bekannten Fructose-1,6-bisphosphat-Weg wird
Glucose-6-phosphat  zu  zwei  Molekiilen =~ Pyruvat  abgebaut. = Neben  vier
Reduktionsdquivalenten (Protonen und Elektronen), die auf NAD' iibertragen NADH
ergeben, werden im Sinne einer Substratphosphorylierung noch zwei Molekiile ATP gebildet.
Die Verwertung der Cs-Bausteine Pyruvat erfolgt durch einen Multienzymkomplex, der als
Pyruvat-Dehydrogenase bezeichnet wird. Unter oxidativer Decarboxylierung entsteht als
wichtiges Endprodukt Acetyl-CoA. Es fallen weitere vier Reduktionsidquivalente an, die auf
NAD" iibertragen werden. Der Tricarbonsiure-Cyclus (TCC) bewirkt unter Abspaltung des
Wasserstoffs die vollstindige Oxidation von Acetat zu Kohlendioxid. Von den 16
Reduktionsidquivalenten werden 12 auf NAD" und zwei auf das Coenzym FAD iibertragen. Es
entstehen zwei Molekiile ATP durch Substratphosphorylierung. Der Tricarbonsdure-Cyclus
hat nicht nur die Funktion der terminalen Oxidation der Nahrungsstoffe, sondern stellt auch
zahlreiche Vorstufen fiir die Biosynthese zur Verfligung. Auffiillungsreaktionen, sogenannte
anaplerotische Sequenzen, gleichen einen Verbrauch von Intermediaten des Tricarbonsdure-

Cyclus aus.!"! Die Bilanz der Oxidation von Glucose lautet:'

CeH 206 + 6 H,O + 4 ADP + 4 PO, —— 6 CO, +24 [H] + 4 ATP
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CHO CHO
L OH L OH 2;\Ketor;3-(?esoxy;6v-v
osphogluconat-We

HO— HO— / PhOSPROg J

—OH —>» —OH

—OH —OH \ Pentose-

—OH —O—PO3H> phosphat-Weg

Glucose Glucose-6-phosphat

_O_PO3H2

—O COOH COOH
HO— > |=O + O

—OH w CHs CHs

—OH

—O—PO3H, 4 [H] +2 ATP 2 Pyruvat
Fructose-1,6-bisphosphat

2 CO, 4 COy
O
)I\SCOA
r + —_—
O
)I\SCOA
4 [H] 16 [H] + 2 ATP

2 Acetyl-CoA

Abb. 6: Schema zum Abbau von Glucose auf dem Fructose-1,6-bisphosphat-Weg!"

Die von der Oxidation der organischen Substrate stammenden Reduktionsédquivalente werden
von Coenzymen, meist NAD" als NADH, aufgenommen und in die Elektronentransportkette
der aeroben Organismen eingeschleust. Bei Prokaryonten trigt die Cytoplasmamembran die
Atmungskette, bei Eukaryonten die innere Mitochondrienmembran. Die Atmungskette umfaf3t
drei Proteinkomplexe (Komplexe 7, 117 und IV), die in die Membran eingebaut sind.””! Alle
Komplexe der Elektronentransportkette sind aus zahlreichen Polypeptid-Untereinheiten
aufgebaut und enthalten proteingebunden eine Reihe verschiedener Redox-Coenzyme wie
Flavine (FMN oder FAD), Eisen-Schwefelzentren (Fe/S) und Him-Gruppen. Bei der
Oxidation von NADH durch Komplex / gelangen die Elektronen iiber FMN und Fe/S-Zentren
zum Ubichinon. Es wird dadurch zum Hydrochinon reduziert (Abbildung 7).
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CH30

2 [H]

\

0
CHs
CH30 A H
O n

Ubichinon

o

2 [H]

OH
CH30 CH;
CH30 X H
OH n
Ubihydrochinon

Abb. 7: oxidierte und reduzierte Form von Ubichinon,n =6 — 10

Durch seine unpolare isoprenoide Seitenkette kann sich das Hydrochinon (QH,) in der

Membran bewegen und gelangt so zu Komplex ///, wo es zu Ubichinon (Q) oxidiert wird.

Seiner Natur geméf wird Ubichinon als membrangebundener Elektronen-Carrier bezeichnet.

, Membran
innen
NADH + H* I
Komplex /
NAD* CQ—/
QH,
—< Komplex /11

4H'+ 0,

L

2 H,0

ADP + P,

Komplex IV

]

auflden
>
H+
H+

APT-Synthase

>_

ATP

Abb. 8: Vereinfachtes Modell der Atmungskette in Eukaryonten und Prokaryonten®?
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Uber das Hidm-Protein Cytochrom-c gelangen die Elektronen von Komplex 7II zu
Komplex 7V, der sie auf Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor ibertrdgt. In der
Atmungskette vollzieht sich die ,,biologische Knallgasreaktion® (Abbildung 8).

Die Elektronen werden in der Weise durch die Membran geleitet, daB es zur Protonen-
Translokation und zum Aufbau eines transmembranen elektrochemischen Gradienten kommt,
mit einem positiven Potential auf der AuBenseite und einem negativen Potential auf der
Innenseite der Membran. Katalysiert durch die ATP-Synthase wird die protonenmotorische
Kraft von der Zelle zur ATP-Regeneration eingesetzt. Die Energiebilanz der Glucose-
Veratmung lautet:!®!

6 O, + 24 [H] + 34 ADP + 34 PO,>~ ——> 12 H,O + 34 ATP

Zusammen mit den vier Aquivalenten ATP durch Substratphosphorylierung aus der
Glycolyse und dem Tricarbonsdure-Cyclus ergeben sich 38 ATP fiir den Gesamtprozel3 aus
Glucose-Oxidation und Veratmung. Es wird deutlich, dal die Elektronentransport-Kette

zusammen mit der APT-Synthase den wirksamsten Apparat zur ATP-Regeneration darstellt.

Uberall dort in der Natur, wo organische Verbindungen vorliegen, es aber an Sauerstoff fehlt,
wie beispielsweise in den Sedimenten von Fliissen und Seen oder im Verdauungssystem von
Wiederkduern, setzen sich anaerobe Mikroorganismen durch. Das Fehlen von Sauerstoft als
terminalem Elektronenakzeptor hat entscheidende Auswirkungen auf den Elektronenflufl und
die Energiekonservierung. Bei den Garungen wird kein externer Elektronenakzeptor genutzt.
Stattdessen dient das organische Substrat als Wasserstoff-Donor und Wasserstoff-Akzeptor
zugleich. AuBlerdem wird es als Baustoff fiir die Biosynthese genutzt. Gérprozesse bewirken
eine Disproportionierung des Substrats. !

Durch oxidativen Abbau organischer Substrate, vorwiegend iiber den Fructose-1,6-
bisphosphat-Weg, entsteht unter ATP-Bildung zundchst Pyruvat als wichtigste
Zwischenverbindung. Als Akzeptoren des in Form von NADH vorliegenden Wasserstofts
dienen Zwischenprodukte des Substratabbaus. Bei der Regeneration von NAD" werden diese
reduziert und die Reduktionsprodukte aus den Zellen ins Medium ausgeschieden. So werden

beispielweise bei der homofermentativen Milchsdure-Gérung aus einem Mol Glucose zwei

Mol Milchsédure und zwei Mol ATP gebildet.
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Abb. 9: Ubersicht tiber Verlauf und Produkte der wichtigsten Garungen'®
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Die Energiekonservierung erfolgt bei Garungen ausschlieBlich durch Substratphosphory-
lierung. Im Vergleich mit der aeroben Atmung bleiben ATP-Ausbeute und Wachstumsertrag
bei den Gérern gering. Die Zellen setzen gro3e Mengen an Substrat um, bevor sie sich teilen
konnen. Bei der Vergirung von Kohlenhydraten und einigen anderen Substraten treten u. a.
Ethanol, Milchsdure, Ameisensdure, Essigsdure, Propansdure, Buttersdure, Wasserstoff und
Kohlendioxid als Produkte auf (Abbildung 9).

Die Géarer haben am Stoffwechselkreislauf in der Natur einen wesentlichen Anteil, denn sie
leiten die anaerobe Nahrungskette ein. Die vergorenen organischen Biomonomere und
Biopolymere liefern fast immer Wasserstoff, der im Mittelpunkt der anaeroben Nahrungskette
steht und den methanbildenden und sulfatreduzierenden Bakterien als Substrat dient, das sie

zur Generierung von Methan und Schwefelwasserstoff benotigen.

Unter anaeroben Bedingungen kommt es neben der Girung héufig zur Entwicklung von
Bakterien, die ihre Stoffwechselenergie durch ,anaerobe Atmung“ gewinnen. Als
Kohlenstoffquellen und Wasserstoff-Donatoren verwerten sie die Stoffwechselprodukte der
girenden Bakterien. Die anaeroben Atmer stehen am Ende der anaeroben Atmungskette und
sind fiir den Prozel der Mineralisation von entscheidender Bedeutung. Als Wasserstoff-
Akzeptoren vermdgen sie Nitrat (NO; ), Sulfat (SO427), Carbonat (CO327), Kohlendioxid

(CO») und andere Verbindungen zu verwerten (Tabelle 1).!"!

Tabelle 1: Anaerobe Atmungsprozesse

10 [H] + 2 NOs~ o S N, + 6 H,O Denitrifikation Nitrat-Atmung
8[H]+SO, +2H — H,S+4H,0  Sulfat-Reduktion Sulfat-Atmung
2[H]+S — H.S Schwefel-Reduktion Schwefel-Atmung

8 [H] +2 CO, — CH;3;COOH + 2 H,O CO;-Reduktion zu Acetat Carbonat-Atmung
8 [H] + CO, —» CH4+ 2 H,O CO;-Reduktion zu Methan Carbonat-Atmung

[H] + Fe’" - Fe* +H' Eisen-Reduktion Eisen-Atmung

Die wichtigste Carbonat-Atmung ist die Methanogenese. Hierbei wird Kohlendioxid
vollstindig zu Methan reduziert. Die Methanogenese wird ausschlielich von Archaea

geleistet und soll im nachfolgenden Kapitel ausfiihrlich dargestellt werden.



2. Methanogenese 11

2 Methanogenese

2.1  Methanogene Organismen

Die Bildung von Methan ist einer der bedeutendsten biologischen Prozesse im Zuge des
Abbaus von organischem Material unter anaeroben Bedingungen.'”) Die Hydrolyse polymerer
organischer Materie zu Monomeren und deren fermentative Umsetzung durch gérende
Organismen liefert einfache Verbindungen wie Wasserstoff, Kohlendioxid, Ameisensiure,
Essigsdure, Methanol und Methylamine als Substrat fiir methanogene Archaea. Sie stehen am
Ende der anaeroben Atmungskette und transformieren die genannten Substrate zu Methan und
Kohlendioxid, die als gasformige Produkte dem Kohlenstoffkreislauf wieder zugefiihrt
werden. Der Gehalt an Methan in der Atmosphére betrdgt etwa 1.8 ppm. Nach Schitzungen
werden rund 70 % davon durch biologische Methanogenese-Prozesse gebildet.!™
Methanogene Organismen zdhlen zu den Archaea, einem Organismenreich, das sich aus den
extrem thermophilen und thermoaciden Archaea (Crenarchaeota) sowie den extrem
halophilen und methanogenen Archaea (Euryarchaeota) zusammensetzt. Das Reich der
Archaea bildet eine eigenstindige Evolutionslinie im phylogenetischen Stammbaum
(Abbildung 10). Diese besondere Stellung wird aus 16S-rRNA-Analysen deutlich, anhand
derer der Unterschied zu den Eukaryonten und Bakteria sichtbar wird. Im Gegensatz zu den
Bacteria besteht die archaeelle Zellwand nicht aus einer Mureinschicht, sondern aus

(9]

Pseudomurein, Heteropolysacchariden und Proteinen.”" Die Cytoplasmamembran von

Archaea enthélt anstelle von Fettsaureglycerinestern eine Reihe von Cyo-Diphytanyl-und Cyo-

Biphytanyl-Glycerinethern.!'”!

Die Komponenten, die an der Proteinbiosynthese von
Archaebakterien beteiligt sind, zeigen evolutionire Nihe zu den Eukarya.''! Betrachtungen
des Zellstoffwechsels und die Art und Weise der Energiegewinnung lassen
Ubereinstimmungen mit den Bacteria erkennen.

Fir die strikt anaeroben methanogenen Archaea bilden Sumpf- und Tundrengebiete,

Sedimente von Seen und Fliissen sowie Wiederkduerpansen und die Faultiirme von

Kldranlagen den natiirlichen Lebensraum.
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Abb. 10: Der phylogenetische Stammbaum aller Lebewesen nach H. Cypionka!'?
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2.2 Der Energiestoffwechsel methanogener Archaea
Die Gruppe der Methanogenen umfasst zahlreiche, morphologisch uneinheitliche
Organismen, die alle ausschlieBlich Methanogenese zur Energiegewinnung betreiben.
Hydrogenotrophe Methanogene sind in der Lage Wasserstoff zu aktivieren und Kohlendioxid
zu fixieren. Im Zuge der Energiegewinnung wird Wasserstoff oxidiert und Kohlendioxid zu
Methan reduziert. Thre Lebensweise wird als chemolithoautotroph bezeichnet, da sie
Kohlendioxid als einzige Kohlenstoffquelle zum Aufbau von Zellsubstanz nutzen. Andere
Vertreter dieser Gruppe, die methylotrophen Methanogenen, verwerten einfache C;-
Verbindungen wie Ameisensdure, Methanol und Methylamin zur Energiegewinnung. Das
Substratspektrum acetogenotropher Methanogener beschriankt sich auf Essigsdure, die zu
Methan und Wasserstoff transformiert wird.!"!
Methanogene Archaea der Gattung Methanosarcina sind in der Lage, Wasserstoff und
Kohlendioxid gemif nachfolgender Gleichung zu Methan umzusetzen.

CO,+4H, - CH;+2H,0
Wie Studien an den Cytoplasmamembranen von Methanosarcina mazei und Methanosarcina
barkeri  ergaben, werden die hierbei ablaufenden @ Redox-Reaktionen von
membrangebundenen  Proteinkomplexen  katalysiert.'¥ Neben diesen spezifischen
Enzymsystemen sind in die Kohlendioxid-Reduktion auch einige ungewo6hnliche Cofaktoren
involviert (Abbildung 13)."*!
Die Methanogenese wird durch die Aktivitdit des Formylmethanofuran-Dehydrogenase-
Systems eingeleitet (Abbildung 11). Dabei wird Kohlendioxid zunichst von Methanofuran
(MF) fixiert und dann reduktiv als Formyl-Methanofuran (Formyl-MF) gebunden. Eine
anschlieBende Formylgruppeniibertragung auf Tetrahydromethanopterin (H4sMPT) ergibt 5-
Formyl-H4sMPT. Die Formylgruppe bleibt im weiteren Verlauf an HyMPT gebunden und wird
schrittweise bis zum Methylrest reduziert. Als Reduktionsmittel fungiert das Coenzym
F40H», das durch die Fay-abhidngige Dehydrogenase bereitgestellt wird. Die Methylgruppe
von Methyl-H4MPT wird auf HS-CoM iibertragen, bevor die Methyl-Co-M-Reduktase die
HS-CoB-abhingige Reduktion des zuvor gebildeten Methyl-S-Co-M zum Methan katalysiert.
Bei dieser reduktiven Demethylierung von Methyl-S-CoM fillt das gemischte Disulfid CoM-
S-S-CoB als Reaktionsprodukt an.!"”! Es dient der membrangebundenen H,:CoB-S-S-CoM-
Oxidoreduktase als terminaler Elektronenakzeptor. Die beiden an der Reaktion beteiligten

Cofaktoren werden dabei durch die Tétigkeit der Heterodisulfidreduktase regeneriert.
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Abb. 11: Modell des Energiestoffwechsels und des Elektronentransfers bei

hydrogenotrophen Methanogenen nach Deppenmeier und Gottschalk!'”??
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Die H,:CoB-S-S-CoM-Oxidoreduktase-Reaktion ist mit dem Aufbau eines transmembranen
Protonengradienten verbunden.!"®! Er wird durch die Aktivitit einer ATP-Synthase zur ATP-
Synthese genutzt.

Bei der Methanogenese aus Methanol (Abbildung 12) handelt es sich um eine
Disproportionierung von Methanol, geméf nachfolgender Reaktionsgleichung.
4 CH;0H — 3 CH,+CO,+2H,0

Der erste Schritt bei dieser Umsetzung ist eine durch Methyltransferasen (MT1, MT2)
katalysierte Ubertragung der Methylgruppe von Methanol auf das Coenzym HS-CoM wobei
sich Methyl-CoM bildet.["”) An dieser Stelle spaltet sich der Stoffwechsel in einen reduktiven
und einen oxidativen Zweig auf. Im reduktiven Abschnitt wird Methyl-S-CoM analog dem
Vorgang beim hydrogenotrophen Stoffwechsel, mit Hilfe der Methyl-CoM-Reduktase, in
Gegenwart von HS-CoB zu Methan und CoB-S-S-CoM transformiert. Die Reduktion des
Heterodisulfids erfolgt wiederum durch die Heterodisulfid-Reduktase.*"!

Der zweite Abschnitt beschreibt die Oxidation der Methylgruppe zum Kohlendioxid und
beginnt mit dem Methyltransfer auf Tetrahydromethanopterin (HsMPT) durch die
membranintegrale Methyl-HsMPT:CoM-Methyltransferase. Nach dem Methyltransfer erfolgt
die sukzessive Oxidation von Methyl-HyMPT in entgegengesetzter Richtung zum
hydrogenotrophen Stoffwechsel. AbschlieBend ermdoglicht die Formylmethanofuran-
Dehydrogenase die Oxidation von Formyl-Methanofuran zu Kohlendioxid. Die bei der
Oxidation des Methylrestes anfallenden Reduktionsidquivalente werden auf das Coenzym Fayg
iibertragen. Die Oxidation von F4y0H, ist mit der Reduktion des Heterodisulfids CoM-S-S-
CoM gekoppelt.?! Diese exergone Reaktion ist mit dem Aufbau eines elektrochemischen

Protonengradienten verbunden, der zur ATP-Synthese genutzt wird.
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Abb. 12: Modell des Energiestoffwechsels und des Elektronentransfers bei methylotrophen

Methanogenen nach Deppenmeier und Gottschalk!'”??
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23 Untersuchungen an Methanosarcina mazei Gol

Der Stamm Methanosarcina mazei GO1 verfiigt iber eine reichhaltige Enzymausstattung und
vermag Wasserstoff und Kohlendioxid, sowie Methanol, Methylamine und Essigsédure als
Substrat zu nutzen. Die Untersuchungen an diesem Organismus konzentrierten sich in den
letzten Jahren auf die beiden protonentranslozierenden Elektronentransportsysteme.'”! Die
Fa0Hy:Heterodisulfid-Oxidoreduktase steht hierbei an zentraler Stelle bei den
hydrogenotrophen Methanogenen. Sie ist aus zwei Komponenten, der F4,p-Dehydrogenase

und der Heterodisulfid-Reduktase zusammengesetzt.

O—IID—O)\”/ Y\)J\N COOH
oH HO O COOH
_ NH
0 oH
o)
o)
HN :—V\ |—O—P—O
O H [
H - HO lWCOOH
CH
L "
N ~
H,N” N7 "Nz H Ha0
H TCH;j COOH

Tetrahydromethanopterin (H;MPT)

0
COOH O COOH o) /\/©/
N
HOOC/\)\‘/\/U\ )\/\”/ M AN
o)

N \
COOH O COOH
Methanofuran (MF)

Ir=z

NH
o 2

HSMNH o
CH N3
Hooc)\( 3 HS

OPO3H,
HS-CoB HS-CoM

Abb. 13: Strukturformeln der an der Methanogenese beteiligten Coenzyme!'®'?’!
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Kiirzlich gelang die Isolierung und Reinigung der F4,0-Dehydrogenase aus Ms. Mazei.***!

Das Protein besitzt eine Masse von 400 kDa, ist aus 13 Untereinheiten aufgebaut und enthalt
neben Eisen-Schwefel-Clustern auch FAD. Bei der zweiten Komponente dieses Systems
handelt es sich um die Heterodisulfid-Reduktase, deren Charakterisierung zeigt, daf3 sie aus
zwei Untereinheiten aufgebaut ist.*®! Bei der kleinen Untereinheit handelt es sich um ein b-
Typ-Cytochrom.

Das Hj:Heterodisulfid-Oxidoreduktase-System aus Ms. mazei iibernimmt eine Schliissel-
funktion im Elektronentransport und ist aus zwei membrangebundenen Proteinen konstruiert.
Eine Hydrogenase, die Eisen-Schwefel-Cluster enthélt und eine Cytochrom-b Untereinheit
trigt, reprisentiert eine Komponente des Systems.”” Der zweite Teil des
Elektronentransportsystems besteht aus der bereits oben angefiihrten Heterodisulfid-
Reduktase.

Der Cofaktor Fy4y ist der zentrale Elektroneniibertrdger im Stoffwechsel der Methanogenen
und in seiner Funktion vergleichbar mit dem Coenzym NAD" bzw. NADP" in Eubakterien
und Eukaryonten. F4; dient unter anderem als Cofaktor der Fa;¢ abhidngigen Hydrogenase, der
Methylen-H4sMPT-Dehydrogenase sowie der Methylen-H4MPT-Reduktase und tritt in
reduzierter Form als F4p0H, direkt mit der F4,0H,-Dehydrogenase in Kontakt.

Im Gegensatz dazu war die Natur des membrangebundenen Elektroneniibertriagers, der den
Transport der Elektronen zwischen der Fi0H,-Dehydrogenase bzw. Hydrogenase und der
Heterodisulfid-Reduktase vermittelt, lange Zeit unbekannt. Wéhrend in Eubakterien diese
Aufgabe von Chinonen wahrgenommen wird, findet man bei methanogenen Organismen nur

Tocopherolchinone, die nicht am Elektronentransport beteiligt sind.

Die vorliegende Arbeit berichtet iiber die Entdeckung eines Phenazin-Derivates als
neuartigem, membranintegralem Cofaktor aus Methanosarcina mazei Go6l. Auf die
Reinigung, Strukturaufkldarung, Synthese und biologische Funktion des als Methanophenazin

(1) bezeichneten Naturstoffs wird in den nachfolgenden Kapiteln ausfiihrlich eingegangen.
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3 Zielsetzung und Planung der Arbeit

Wie im vorangehenden Abschnitt ausfiihrlich erldutert, setzt sich das F40H,-abhidngige
Heterodisulfid-Reduktasesystem von Methanosarcina mazei aus der Fiyp-abhidngigen
Hydrogenase und einer Heterodisulfid-Reduktase zusammen. Das System ermoglicht die
Energiekonservierung beim Leben auf einfachen Substraten wie Methanol oder Methylamin.
Des weiteren besitzt der Organismus das H:Heterodisulfid-Oxidoreduktase-System, wodurch
Wasserstoff und Kohlendioxid zur Energiekonservierung verfligbar gemacht werden. Es ist
aus einer Hydrogenase und der Heterodisulfid-Reduktase aufgebaut. In beiden Systemen
reduziert die Heterodisulfid-Reduktase das gemischte Disulfid CoB-S-S-CoM, das bei der
Methanerzeugung im Organismus anfillt. Diese Reduktion ist mit einer Protonentranslokation
und dem Aufbau eines transmembranen Protonengradienten verkniipft, der von einer ATP-

Synthase zur ATP-Regeneration genutzt wird (Abbildung 14).

ProzeR der Methanbildung

/ Methanol CO, + HN

~ v

~
Fa20H, ~ 4
I

Elektronen-
Ubertrager

¥
Elektronen-
Ubertrager

Methyl-S-CoM
l e > H*

v
CoB-S-S-CoM

HY <

CoB-SH + HS-CoM

Abb. 14: Vereinfachtes Schema der Methanogenese in Methanosarcina mazei Go1
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3.1 Strukturaufklirung von Methanophenazin (1)

Auf der Suche nach einem unbekannten, membranintegralen Elektroneniibertriger, der fiir die
Ubertragung der Elektronen von der FyoH,-Dehydrogenase bzw. der Hydrogenase auf die
Heterodisulfid-Reduktase verantwortlich ist, extrahierte Abkendie Cytoplasmamembranen
von Ms. mazei G61 mit Isooctan.!**!

Eine Analyse des Rohextrakts, die Separation der Bestandteile aus der Etherlipid-Matrix und
die Reinigung der abgetrennten Bestandteile sowie deren Strukturaufkldrung definierten ein
erstes Ziel der vorliegenden Arbeit.

Mit der Isolierung geringer Mengen des als Methanophenazin (1) bezeichneten, redoxaktiven
Naturstoffs 1 und der Aufklarung seiner Konstitution durch massenspektrometrische und

NMR-spektroskopische Methoden, wurde der erste Abschnitt der Arbeit erfolgreich

abgeschlossen.

6!

LTy
=
N

Methanophenazin (1)

Es handelt sich bei Methanophenazin (1) nicht nur um das erste Phenazin-Derivat das jemals
aus Archaea isoliert wurde, sondern auch um das erste Phenazin-Derivat iiberhaupt, dem eine

Funktion am Elektronentransport in einer Atmungskette nachgewiesen wurde.?**”]

3.2 Synthese von Methanophenazin (1)

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration des natiirlichen Methanophenazins (1) sowie
zur Untersuchung seiner Rolle im membrangebundenen Elektronentransport von Ms. mazei
waren groflere Mengen des Naturstoffs erforderlich. Die durch Extraktion aus
Cytoplasmamembranen erhéltlichen Mengen an Methanophenazin (1) sind zu gering und der
Aufwand ihrer Isolierung und Reinigung zu grof3, als daB sich der Bedarf an 1 aus dieser
natiirlichen Quelle decken lie3e. Eine Synthese des Naturstoffs war also unabdingbar.

Ein Problem bei der Strukturaufklirung der Seitenkette betrifft das Auftreten eines
stereogenen Zentrums in Position C-3’. Die Ermittlung seiner absoluten Konfiguration
erfordert die Synthese des Naturstoffs 1 in racemischer und enantiomerenreiner Form. Nur ein

Vergleich der synthetischen Verbindung bekannter Konfiguration mit dem natiirlich
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vorkommenden Material ermdglicht eine eindeutige Zuordnung und die Aufkldrung des
Stereozentrums.

Zur Losung der angegebenen Probleme war es also notig, eine Synthesestrategie zu
entwickeln, die sowohl die Synthese von racemischen Methanophenazin (rac-1) als auch die

von enantiomerenreinem (R)- und (5)-1 gestattet.

3.3  Retrosynthese von Methanophenazin (1)

Eine retrosynthetische Analyse von rac-1 fithrt zu 2-Hydroxyphenazin (2) und der
terpenoiden Einheit rac-3, welche durch Etherbildung miteinander verkniipft werden kdnnen
(Abbildung 15). Der Baustein rac-3 148t sich in das Alkyliodid rac-6 und das (E)-Vinyliodid
7 zerlegen. Eine Pd(0) katalysierte sp’-sp® Kupplungsreaktion soll die Verkniipfung von rac-6
mit 7 gewéhrleisten und die (2)-Geometrie der C-6’, C-7’-Doppelbindung sicherstellen. Das
(E)-Vinyliodid (7) kann mit der von Negishi und seinen Mitarbeitern erarbeiteten Methode
zur Carboaluminierung aus dem Alkin 9 zuginglich gemacht werden, das sich auf (E,E)-
Farnesylaceton (10) zuriickfiihren 148t.°") Die Synthese von 2-Hydroxyphenazin (2) sollte
nach der Methode von Kehrmann und Cherpillod durch Umsetzung von 2-Hydroxychinon (4)

mit o-Phenylendiamin (5) hergestellt werden.*")
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Abb. 15: Retrosyntheseschema von Methanophenazin (rac-1)

Fragment rac-6 sollte sich in wenigen Stufen aus 3-Methylpentan-1,5-diol (8) durch selektive
Funktionalisierung der beiden Hydroxylgruppen aufbauen lassen. Der Vorteil eines solchen

symmetrischen Cg-Bausteins besteht in der Moglichkeit, durch Differenzierung seiner
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enantiotopen Gruppen die beiden Enantiomere (R)-6 und (S)-6 zuginglich zu machen
(Abbildung 16). Ein geeigneter Vorldufer zur Verwirklichung dieser stereodivergenten
Synthesestrategie stellt der in hoher optischer Reinheit (ee > 95%) erhiltliche (R)-3-
Methylglutarsdurehalbester [(R)-11] dar. (R)-11 146t sich nach bekannten Verfahren in die
chiralen Lactone (R)-12 und (S)-12 umwandeln. Aus ihnen sind dann die beiden Bausteine
(R)-6 und (S5)-6 zugdnglich. Sie bilden die Grundlage fiir den Zugang zu den beiden
Antipoden von Methanophenazin (1).

TBDMSOl\/k/\ /\UTBDMS
I I

(R)-6 (S)—6
Ei =20 U = b
(R)-12 (R)-11 (S)-12

Abb. 16: Retrosyntheseschema der chiralen lodide (R)-6 und (S)-6
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4 Strukturaufklirung von Methanophenazin (1)
4.1  Fermentation”"

Die Anzucht von Methanosarcina mazei G61 im 100 1 bzw. 300 1 Fermenter wurde in einem
fiir die Bediirfnisse methanogener Organismen optimierten Medium bei einem pH Wert von
6.9 bis 7.3 durchgefiihrt. Nach der Inocculation wurde der strikt anaerobe Organismus in
einer N,/CO, = 4 : 1 Atmosphire mit Methanol (150 mM) als Substrat inkubiert. Eine
Uberpriifung des Substratverbrauchs durch gaschromatographische Untersuchungen des
Mediums und Messungen der optischen Dichte bei 600 nm (ODggo) zeigten das Ende der
Inkubationszeit nach 2 bis 3 Tagen bei 37 °C an.

Das Abtrennen der Zellen von der Kulturbrithe geschah in einer Durchlaufzentrifuge. Das
Zellpellet wurde im unmittelbaren Anschlu8 an die Zentrifugation in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei —70 °C gelagert.

4.2 Isolierung[24]

Zur Isolierung der redoxaktiven Komponente aus Membranen von Methanosarcina mazei
Go61 wurden 100 g Zellen aus der Lagerung bei —70 °C durch Auftauen in einem
Morpholinopropansulfonsdure-Puffer (MOPS-Puffer) unter anaeroben Bedingungen
aufgeschlossen. Die Zugabe des Enzyms DNase zum reduzierenden Medium gewéhrleistete
die vollstindige Zerkleinerung der polymeren DNA. Im ersten Schritt wurden durch
niedertourige Zentrifugation (8000 x g) die noch intakten Zellen und Zellbruchstiicke
entfernt. Der Uberstand wurde einer Ultrazentrifugation (120000 x g) unterzogen, um das
Cytoplasma im Uberstand von dem Membranpellet abzutrennen. Das Membranpellet wurde
noch zweimal mit organischem MOPS-Puffer gewaschen und erneut ultrazentrifugiert. Die
gewaschenen Membranen wurden in MOPS-Puffer suspendiert, in fliissigem Stickstoff
eingefroren und iiber Nacht durch Gefriertrocknung vom Wasser befreit. Anschliefend
wurden die Membranen viermal mit je 30 ml Isooctan (Merck, p.a. Qualitét) extrahiert. Dazu
wurden sie in Isooctan aufgenommen, mechanisch homogenisiert und der Uberstand nach
dem Sedimentieren der Membranen dekantiert. Die vereinigten Isooctanextrakte wurden
abschlieBend zur Abtrennung der verbliebenen Membranen zentrifugiert und das Solvens

unter den Bedingungen der Gefriertrocknung entfernt. Der erhaltene braun-gelbe Rohextrakt
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wurde bei —20 °C gelagert. Aus 100 g Zellen wurden auf diesem Weg etwa 30 mg

Rohmaterial gewonnen. Insgesamt erhielt man aus 5 x 100 g Zellen 137 mg Rohextrakt.

4.3  Reinigung

137 mg Rohmaterial wurden in 10 ml Isooctan geldst und iiber einen Filter mit der
PorengroBe  0.45 um  (Sartorius, = Membranfilter =~ RC  15) filtriert.  Ein
Diinnschichtchromatogramm (Hexan/Ethylacetat = 10 : 1) des Filtrats zeigte bei Tageslicht
neben einem Startfleck den Spot des Phenazinethers 1 bei einem Re~Wert von 0.51.
Untersuchte man das Chromatogramm im UV-Licht bei A = 254 nm, so detektierte man
zusitzlich einige geringe Verunreinigungen im Bereich von Ry = 0.05 bis 0.1 und einen UV-

l6schenden Fleck bei R¢= 0.65. Dieser konnte Dioctylphthalat (13) zugeordnet werden.

CeHs

Abb. 17: Ausschnitt aus dem 'H NMR-Spektrum eines Rohextrakts aus Membranen von Ms.

mazei G61, abgebildet ist nur der Aromatenbereich (500 MHz, CgDs)

Die in Abbildung 17 dargestellte Ausschnittsvergroferung des 'H NMR-Spektrums des
Rohextrakts zeigt neben den charakteristischen Resonanzen der Aromatenprotonen des

Phenazinethers 1 bei 6 = 7.20 bis 7.30, 7.55, 8.04 und 8.23 ppm, weitere Signale bei & = 6.85
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und 7.59 ppm. Sie werden durch die aromatischen Protonen des Phthalséureesters 13

hervorgerufen und sind anthropogenen Ursprungs.
O

OCH,CH(C,H5)CH,CH,CH,CH3
OCH,CH(CoH5)CH,CH,CH,CH34

O 13

Die als Weichmacher in Polymeren zum Einsatz kommenden langkettigen Phthalsdureester
sind ubiquitdr verbreitet und finden sich regelmifig bei der Analyse unpolarer Riickstéinde
unterschiedlichster Herkunft.*?) Der aromatische Kern ermOglicht eine Detektion im UV-
Licht bei A = 260 nm. Nach der Abtrennung vom Substanzgemisch durch HPLC wurde die
Struktur des Phthalsdureesters 13 durch massenspektrometrische Untersuchungen, '"H NMR-

Spektroskopie und Spektrenvergleich mit Literaturdaten ermittelt.”*”!

CeHe

58

Abb. 18: '"H NMR-Spektrum eines Rohextrakts aus Membranen von Methanosarcina mazei
G61, (500 MHz, CgDs)
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Die Cytoplasmamembran von Archaebakterien unterscheidet sich wesentlich von der aller
anderen Bakterien. Sie besitzt anstatt der bei Eubakterien vorkommenden Glycerinester
Glycerinether mit isoprenoiden C,p- und Cso-Alkylketten. Daneben enthélt sie auch freie

1 Die beschriebene

isoprenoide C;s- und Cjso-Kohlenwasserstoffe als neutrale Lipide.[
Extraktionsmethode mit Isooctan als Extraktionsmittel ist unselektiv und I6ste alle unpolaren
Komponenten aus der Cytoplasmamembran. Das in Abbildung 18 dargestellte '"H NMR-
Spektrum des Rohmaterials zeigt im Bereich von & = 0.80 bis 1.80 ppm starke Resonanz von
Protonen, die groe Mengen gesittigter Alkylverbindungen anzeigen. lhre chromato-
graphische Abtrennung von 1 bereitete erhebliche Schwierigkeiten, weil isoprenoide
Alkyketten und Glycerinether sich hierbei dhnlich unpolar wie der Phenazinether 1 selbst
verhielten. So werden bei der chromatographischen Aufreinigung des Rohextraktes durch
HPLC-Techniken unter UV-Detektion Verunreinigungen wie beispielsweise Kohlenwasser-
stoffe, die liber keinen Chromophor verfiigen, nicht detektiert. Sie absorbieren im Bereich
A <190 nm und fallen in den ,,cut off“-Bereich des Eluenten, werden also von dessen
Absorption liberlagert und konnen weder detektiert noch gezielt abgetrennt werden.

Um eine gute Auftrennung der Komponenten zu erreichen, wurden erste Versuche mit einer
,reversed phase“-HPLC-Saule (LiChrospher RP 18, 4 x 125 mm, Merck) durchgefiihrt. Bei
diesem Typ von stationdrer Phase wird die Kieselgeloberfliche mit Alkylketten
unterschiedlicher Lange (Cs - C;s) modifiziert, wodurch sich ihre Polaritit umkehrt. Unpolare
Substanzgemische treten nun in starke Wechselwirkung mit der unpolaren stationéren Phase.
Dies bewirkt eine, im Vergleich mit der reinen Kieselgelphase, verbesserte Trennleistung der
stationdren Phase und fiihrt zu einer besseren Separation der einzelnen Komponenten des
Gemischs. Bei dieser Art von Sdulenmaterial haben sich Methanol und Acetonitril, oft in
Verbindung mit unterschiedlichen Anteilen Wasser, als Eluenten bewihrt.**!

Die Ergebnisse, die bei Anwendung dieser Trennmethode zur Aufreinigung des Rohextrakts
aus Membranen von Ms. mazei G061 erzielt wurden, waren nicht zufriedenstellend. Zwar
gelang es, nahezu alle Verunreinigungen abzutrennen, dennoch enthielten alle '"H NMR-
Spektren neben den Resonanzen des Phenazinethers 1 noch Signale einer Verunreinigung im
Bereich zwischen 6 = 1.0 bis 1.6 ppm, die sich durch eine breite unaufgeldste Bande zu
erkennen gab, und die auch durch mehrmaliges Chromatographieren derselben Substanzprobe
nicht abzutrennen war. Massenspektrometrische Untersuchungen der Substanzprobe und die
Durchfithrung von Blindversuchen mit anschlieBender Analyse der dabei angefallenen

Riickstinde fiihrten zur Identifikation der Kontamination als Bestandteil der RP-Phase (Cys),
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die aus der HPLC-Sidule durch den Eluenten Methanol herausgelost worden war. Da es sich
bei dem isolierten Methanophenazin (1) in der Regel um weniger als 1 mg an aufgereinigter
Substanz handelte, fiihrten auch geringe Verunreinigung an RP-Material (< 0.1 mg) zu
storenden Signalen in den 'H NMR-Spektren, so daB auf eine weitere Chromatographie an
dieser Art von stationdrer Phase verzichtet wurde.

Da der Bereich von & = 1.0 bis 1.6 ppm des 'H NMR-Spektrums von entscheidender
Bedeutung zur Aufklirung der Struktur der Seitenkette von 1 war, wurden andere Trenn-

bedingungen zur Aufreinigung des Rohmaterials ausgearbeitet (Abbildung 19).

150

Intensitat (mV) 9.54

100

50

19.29
-4 1.04

-15 T T T | !

0.0 5.0 15.0 25.0 35.0
Zeit (min)

Abb. 19: Analytisches HPLC-Chromatogramm des Rohextrakts aus Membranen von Ms.
mazei G61 (Kieselgelsaule: LiChrospher Si 60, 4 x 125 mm, Merck; FluRrate: 1.0 ml/min; UV-
Detektion: A = 260 nm; Eluent A: Cyclohexan, Eluent B: Ethylacetat; Eluentengradient: 0 bis
15 min 3 % B; 15 bis 25 min stufenloser Gradient bis 100 % B; 25 bis 30 min 100 % B, 30
bis 35 min 3 % B)
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Eine Separation des Naturstoffs von Verunreinigungen gelang durch Chromatographie an
einer analytischen Kieselgelsdule (LiChrospher Si 60, 4 x 125 mm, Merck). Sie ergab das in
Abbildung 19 dargestellte Chromatogramm. Es zeigt neben einigen Verunreinigungen
wihrend der ersten beiden und nach 15 min den Hauptpeak, der durch die Absorption von 1
nach einer Retentionszeit von 9.54 min erzeugt wurde. Der Anteil an Essigsidureethylester
(Eluent B) im Laufmittel wurde nach 15 min kontinuierlich von 3 auf 100 % gesteigert. Dies
hat einen Anstieg der Grundlinie nach ca. 17.5 min, hervorgerufen durch die Absorption
dieses Eluenten, zur Folge. Eine Verminderung des Anteils Ethylacetat am Eluentengemisch
1468t die Grundlinie wieder auf ihren urspriinglichen Wert fallen, was bei einer Retentionszeit
von ca. 32 min zu erkennen ist.

Die Isolierung des Naturstoffs 1 wurde durch halbpriaparative HPLC unter folgenden
Bedingungen durchgefiihrt: semipréiparative Kieselgelsdule (Si 60, 10 x 250 mm, Kontron);
FluBrate: 4.0 ml/min; Detektion: A =260 nm; Eluent A: Cyclohexan; Eluent B: Ethylacetat;
Eluentengradient: 0 bis 15 min 5 % B, 15 bis 22 min 30 % B, 22 bis 28 min stufenloser
Gradient bis 100 % B, 28 bis 35 min 5% B. Dabei wurden pro Lauf etwa 10 mg
Substanzgemisch in 200 pl Isooctan auf die Sdule aufgetragen.

Nach der chromatographischen Reinigung von 137 mg Rohextrakt aus Cytoplasma-
membranen von 5 x 100 g Zellen von Methanosarcina mazei G61, wurden 1.2 mg reines

Methanophenazin (1) als gelbes Ol isoliert (Abbildung 20).
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Anzucht von Ms. mazei Go1 im 100 | Fermenter:
150 mM Methanol, pH 6.9 -7.3, anaerobe
Bedingungen in N,/CO,-Atmosphare, 2-3 d, 37 °C

—> Zellmasse: ~100 g

U

Membranpraparation: Abtrennen der Cytoplasmamembranen von
Zellwand, DNA und anderen Zellbestandteilen durch Zentrifugation;
Isooctanextraktion der Cytoplasmamembranen

——> Rohextrakt: ~ 30 mg

U

HPLC-Reinigung des Rohextrakts:
SiO,-Saule; Gradient: Cyclohexan/Essigester, Detektion: A =260 nm

—— Reinsubstanz: ~ 0.3 mg

Strukturaufklarung:

Massenspektrometrie, 'H-und ®c NMR-Spektroskopie,
zweidimensionale NMR-Korrelationsexperimente

11" 15! 20'
Methanophenazin (1)
das erste Phenazinderivat aus Archaea

Abb. 20: Schema zur Isolierung, Reinigung und Strukturaufklarung von Methanophenazin

(1) aus Cytoplasmamembranen von Methanosarcina mazei G61
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4.4  Strukturaufklirung

Die Summenformel des Naturstoffs 1, von dem insgesamt nur 1.2 mg zur Verfiigung standen,
wurde durch hochauflésende Massenspektrometrie bestimmt. Seine Konstitution und die
Struktur der Seitenkette wurde durch ein- und zweidimensionale 'H- und C-

Kernresonanzexperimente (HMQC, H,H COSY, HMBC) ermittelt.
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Abb. 21: El (70 eV) Massenspektrum von Methanophenazin (1)

Das EI Massenspektrum prisentiert das Molekiilion bei m/z = 538 als Basispeak (Abbildung
21). Das Zerfallsmuster zeigt Fragmente mit geringer Intensitéit (< 4%) bei m/z = 470, 402,
334 und 265. Die Differenzen zu M" und untereinander betragen m/z = 68 bzw. 69 Massen-
einheiten und entsprechen dem sukzessiven Verlust von CsHg bzw. CsHg durch Allylspaltung.
Dieses Verhalten unter Elektronenbeschull ist charakteristisch fiir Verbindungen mit linearen,
isoprenoiden Ketten und wird beispielsweise bei Geranylgeranylbenzochinonen
beobachtet.”” Eine Hochauflosung des Molekiilions (EI-HRMS, ber.: 538.3923, gef.:
538.3930) zur Bestimmung der Elementarzusammensetzung ergab fiir 1 Cs;7HsoN,O als
Summenformel. Hieraus 1dBt sich aufgrund der Valenzen der einzelnen Elemente die
Gesamtzahl der Ringe und Doppelbindungen einer Verbindung bestimmen. Fiir Molekiilionen

mit ungerader Elektronenzahl und der Summenformel CiH,N,O, betrigt sie x — (y/2) + (z/2)
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+ 1. Die Elementarzusammensetzung von Methanophenazin (1) Cs7HsoN,O deutet demnach

auf 14 Doppelbindungsiquivalente hin."*®

CeHe
, YV

Abb. 22: "H NMR-Spektrum von natiirlichem Methanophenazin (1) (500 MHz, C¢Ds)

Das 'H NMR-Spektrum von 1 in Deuterobenzol lassen sich bei & = 7.30, 8.12, 8.30 und
8.31 ppm die Resonanzen von sieben aromatischen Protonen erkennen (Abbildung 22). Die
Signale bei 6 = 5.25 bis 5.38 ppm werden vier olefinischen Protonen zugeordnet, wéahrend die
Resonanz einer Methylengruppe bei 6 = 3.80 ppm durch die unmittelbare Néhe eines
Sauerstoffatoms charakteristisch zu tiefem Feld verschoben wird. Die verbleibenden 37
Protonen resonieren im aliphatischen Bereich zwischen & = 0.85 bis 2.20 ppm und
komplizieren die Analyse des Spektrums durch zahlreiche sich iiberlagernde Signale.
Beispielsweise zeigen 14 allylische Protonen bei & = 1.97 bis 2.27 ppm ein nicht aufgeldstes
Multiplett, hingegen lassen sich 15 an Doppelbindungen fixierte Methylprotonen in Gestalt
von fiinf Singuletts bei & = 1.56 bis 1.68 ppm deutlich erkennen. Sie iiberlagern hier ein
Methinproton, das durch die genaue Auswertung des Integrals iiber diesen Bereich
nachgewiesen wurde. Gut zu analysieren ist das Dublett einer Methylgruppe bei & = 0.83

ppm, was auf ein tertidres C-Atom in a-Position deutet und ein stereogenes Zentrum anzeigt.
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Der Bereich von 6 = 1.14 bis 1.44 ppm beherbergt noch vier aliphatische Protonen, die der

gesittigten Teilstruktur des Naturstoffs zugeordnet werden. Die 'H NMR-Daten von 1 in

Deuterobenzol sind in Tabelle 2 zusammengetalt.

Tabelle 2: '"H NMR-Daten von Methanophenazin (1) (500MHz, C¢Ds)

Protonen dcebg [PPM]  Multiplizitit, J in [Hz] ‘Ai,“rzoat'(ﬂl‘elz"
I-H 7.48 d2.7) 1H
3-H, 7-H, 8-H 7.22-7.33 m 3H
4-H 8.06 d(9.4) 1H
6-H oder 9-H 8.24 dd (8.8, 1.2) 1H
9-H oder 6-H 8.245 dd (8.8, 1.2) 1H
1’-H, 3.76 me 2H
2’-Hy 1.69 me 1H
2’-Hg, 4’-Ha 1.30 - 1.44 m 2H
3"-H 1.54 - 1.63 m 1H
3'-CH, 0.81 d (6.6) 3H
4’-Hg 1.17 mc 1H
5"-H, 8’-Hs, 9’-H,, 12°-Hs,
13Ho. 16ty 17-Hs. 1.94-2.23 m 14H
6’-H, 10°-H, 14’-H 5.22-5.32 m 3H
18”-H 5.20 tbr (6.9) 1H
7-CHs, 11’-CHs, 15°-CH;  1.58, 1.59, 1.60 3s je 3H
19°-CHj 1.53 s 3H
20°-H; 1.63 d (1.0) 3H
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Abb. 23: "H NMR-Spektrum von natiirlichem Methanophenazin (1) (500 MHz, CD;0D)

Eine Aufnahme in Deuteromethanol (Abbildung 23) hat im aliphatischen und allylischen
Bereich des Protonenspektrums nur wenig EinfluBl auf die Signallage und Multiplizitit. Im

Bereich des Aromaten hingegen 16st sich das Multiplett von 3 Protonen bei 8¢p, = 7.30 ppm
auf, und die Signale erscheinen separiert bei dcp;op = 7.55, 7.83 und 7.89 ppm (Abbildung
25). Das Dublett vom Dublett von zwei Protonen bei 8¢ p, = 8.31 ppm wird zu zwei Dubletts
vom Dublett bei 8cp,op = 8.13 und 8.17 ppm aufgelost. Insgesamt konnen die sieben

aromatischen Protonen nun sieben separaten Resonanzen zugeordnet werden. Eine detaillierte
Analyse der Kopplungsmuster und Kopplungskonstanten dieser Signale fiihrt zu zwei
aromatischen Teilstrukturen mit unterschiedlichen Substitutionsmustern. Eine Teilstruktur mit
den drei Protonen 1-H, 3-H und 4-H bei & = 7.38, 7.55 und 8.07 ppm bildet ein ABC
Spinsystem aus. Die andere Teilstruktur mit den vier Protonen 6-H, 7-H, 8-H und 9-H bei & =
7.83, 7.89, 8.13 und 8.17 ppm erzeugt ein ABCD Spinsystem (Abbildung 24).
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ddd; 8.5, 1.4,0.7 Ha Ha d; 2.7
ddd; 8.5,6.8, 1.4 He I\ N A4

3 A
/ 3
ddd; 8.5,6.8,14 Hy 7 Y N 2 Hp dd;9.4,27
ddd; 8.5,1.4,0.7 Hg Hc d;9.4

Abb. 24: Spinsysteme und Kopplungskonstanten des Aromatenbereichs von
Methanophenazin (1) (500 MHz, CH;0D)

Wechselwirkungen der Spinsysteme untereinander, liber die Stickstoffatome hinweg, werden
nicht beobachtet. Die deutliche Verschiebung der aromatischen Protonen 4-H, 6-H und 9-H
mit & = 8.07, 8.13 und 8.17 ppm zu tiefem Feld zeigt den negativen induktiven Effekt der
benachbarten Stickstoffatome an. Die 'H NMR-Daten von 1 in Deuteromethanol sind in

Tabelle 3 zusammengefalit.

8.20/8.15 H H 7.43
7.91/7.85 H. 2 N 4
N
8|
o
785791 H7 Yo N 7 H 7.59
8.15/8.20 H H 8.08
6-H/9-H 4-H 7-H/8-H 3-H 1-H

L ,‘

|
!

Abb. 25: 'H NMR-Spektrum des Aromatenbereichs von Methanophenazin (1)
(500 MHz, CD5;0D)
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Tabelle 3: 'H NMR-Daten von Methanophenazin (1) (500 MHz, CD3;0D)

Protonen SCD30D [ppm] Multiplizitit, J in [Hz] APnrantl;L(:Ie;r

1-H 7.42 d(2.4) 1H

3-H 7.58 dd (9.4, 2.5) 1H

4-H 8.09 d(9.4) 1H

6-H oder 9-H 8.19 ddd (8.5, 1.4, 0.6) 1H
7-H oder 8-H 7.85 ddd (8.4, 6.7, 1.4) 1H
8-H oder 7-H 791 ddd (8.4, 6.7, 1.5) 1H
9-H oder 6-H 8.15 ddd (8.8, 0.8, 0.6) 1H
1’-H, 4.29 mc 2H
2’-Ha 1.79 - 1.86 m 1H
2’-Hp 1.70 - 1.79 m 1H

3’-H 1.46 - 1.53 m IH
3’-CHs 1.04 d (6.6) 3H
4’-H, 1.27-1.37 m 2H

5’-Ha, 8’-H,, 9°-H,, 12°-H,,
13"-H,, 16°-Hy, 17'H,, 1.87-2.17 m 14H
6’-H 5.08 tbr (7.9) 1H
10’-H, 14’-H, 4.99 - 5.06 m 2H
18’-H 5.15 t br (7.0) 1H
7’-CH3 1.62 S 3H
11°-CH3,
15°-CH,, 19°-CH 1.54,1.55, 1.56, 3s je3H

20°-H3 1.63 d (1.0) 3H

Die "*C NMR- und °C APT-Spektren enthiillen neun quartire C-Atome (Abbildung 26). Das

C-2-Atom erfiahrt durch die direkte Verknlipfung mit dem Sauerstoff den groBten

Tieffeldshift und resoniert bei & = 160.78 ppm. Die Signale der vier quartiren aromatischen

Kohlenstoff-atome C-4a, C-5a, C-9a und C-10a finden sich im Bereich von & = 140 bis

145 ppm. Drei olefinische quartire C-Atome (C-7°, C-11" und C-15") zeigen, ihrer dhnlichen

chemischen Umgebung entsprechend, mit & = 135.09, 135.04 und 134.99 nahezu identische

chemische Verschiebungen. Das C-19° erfdhrt einen fiir quartdre, terminale Kohlenstoffe
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isoprenoider Natur charakteristischen leichten Hochfeldshift und resoniert bei & = 131.07. Die

3C NMR-Daten von Methanophenazin (1) sind in Tabelle 4 zusammengefafit.

Tabelle 4: °C NMR-Daten von Methanophenazin (1) (125 MHz, APT:—" = CHy, Cquart
und “+" = CHs, CH)

Kohlenstoffatome 8(36])6 [ppm] SCD30D [ppm] APT
C-1 105.80 105.41 +
C-2 160.78 162.61 =
C-3 126.53 128.35 +
C-4 131.29 131.31 +
C-4a 145.87 146.23 7
C-5a oder C-9a 144.12 144.21 =
C-6 oder C-9 130.26 129.31 4+
C-7 oder C-8 129.56 132.19 +
C-8 oder C-7 128.78 130.66 4+
C-9 oder C-6 130.17 130.22 +
C-9a oder C-5a 142.63 142.77 7
C-10a 141.36 141.78 =
C-I 66.91 68.36 =
C-2 36.01 36.96 —
C-3 29.80 30.58 +
3’-CH3 19.56 20.05 +
c-4 37.45 38.19 7
C-5 25.83 26.31 =
c-6’, C-10°, C-14° 124.77, 124.93, 124.73 125.43, 125.45 +
C-7,C-11°,C-1%° 135.09, 135.04, 134.99 135.87, 135.79 7
7’-CHj3, 11’-CH3, 15°-CHj3 16.12, 16.13, 16.15 16.10, 16.13 +
C-8, C-12°, C-16 40.23, 40.20 40.81 =
C-9,C-13°,C-17 27.23,27.12,27.11 27.78,27.43,27.58 7
C-18° 125.04 125.91 4+
C-19 131.07 131.99 =
19°-CHj 17.73 17.75 4+

C-200 25.78 25.89 +
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Abb. 26: *C APT NMR-Spektrum von natiirlichem Methanophenazin (1) (125 MHz, C¢Ds)

Von den 11 Signalen tertidrer Kohlenstoffatome werden vier Resonanzen bei 6 = 124.73,
124.77, 124.93 und 125.04 ppm durch die olefinischen Atome C-6’, C-10’, C-14’ und C-18’
im Spektrum hervorgerufen. Die verbleibenden sieben Signale erscheinen im Aromaten-
bereich und werden dementsprechend zugeordnet. Eine auffallende Hochfeldverschiebung zu
d = 105.80 ppm erfahrt das C-1 Atom. Hier wirkt sich der positive mesomere Effekt des an C-
2 gebundenen Sauerstoffatoms aus. Die Atome C-3 und C-4 mit Signalen bei 6 = 126.53 und
131.29 ppm konnen mit Hilfe eines zweidimensionalen 'J(C,H) Korrelationsspektrums
(HMQC, Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) eindeutig zugeordnet werden. Die
chemischen Verschiebungen der verbleibenden vier tertidren Atome C-6, C-7, C-8 und C-9
werden den Signalen bei 6 = 130.26, 130.17 ppm (fiir C-6/C-9) und & = 129.56, 128.78 ppm
(fiir C-7/C-8) zugeordnet. Eine eindeutige Bestimmung hétte die Korrelation zwischen einem
zugeordneten Atom, beispielsweise C-1/1-H oder C-4/4-H, mit mindestens einem der vier
unbestimmten C- bzw. H-Atome erfordert. Dies ist jedoch nicht mdglich, denn die vier
tertidren C-Atome bilden eine, durch die beiden Stickstoffatome isolierte Teilstruktur, die von
den H,H COSY- und HMBC-Korrelationsmethoden (Heteronuclear Multiple Bond
Correlation) nicht erreicht wird.

Die Resonanzen von 10 Methylengruppen werden durch die sekundéren C-Atome in der
Seitenkette hervorgerufen. Dabei besetzen sieben CH,-Gruppen die Allylpositionen der
Doppelbindungen. Die Kohlenstoffatome C-8’, C-12° und C-16’ befinden sich am Kopfende
des jeweiligen ungesittigten isoprenoiden Bausteins (Abbildung 27). Diese drei Atome zeigen

zwei Signale bei 6 =40.23 und 40.20 ppm. Die Resonanzen bei 6 = 25.83, 27.23, 27.12 und



4. Strukturaufkldrung von Methanophenazin (1) 39

27.11 ppm werden C-5°, C-9°, C-13 und C-17’ zugeordnet. Sie besetzen die Allylstellungen

am Schwanzende der jeweiligen isoprenoiden Teilstrukturen.”*”

~ 27 ppm
) Kopf
%/\)\/g

Schwanz
~ 40 ppm

Abb. 27: *C NMR-Verschiebungen der Allylkohlenstoffatome einer Isopreneinheit

Durch die direkte Verbindung mit einem Sauerstoffatom findet sich das Signal fiir C-1" bei
einer flir Ether typischen Verschiebung von 6 = 66.91 ppm. Zwei weitere sekundire
Kohlenstoffatome (C-2’ und C-4’) resonieren bei 6 = 36.01 und 37.45 ppm. Zusammen mit
der Resonanz des tertidiren C-Atoms C-3’ bei & = 29.80 ppm und der Resonanz des primiren
C-Atoms der Methylgruppe 3’-CHj bei 6 = 19.56 ppm, 14t sich ein geséttigter isoprenoider
CsH,o-Baustein als weitere Teilstruktur erkennen. Die Zuordnung insbesondere der diastereo-
topen Protonen 2°-Ha, 2°-Hp sowie 4’-Ha und 4’-Hp zu den Atomen C-2° und C-4’ wird
durch die Auswertung eines HMQC-Spektrums ermoglicht. Die Verkniipfung der
Kohlenstoffatome C-1°, C-2° C-3°, 3’-CH; und C-4° wird durch H,H-
Korrelationsspektroskopie der zugehorigen H-Atome sichergestellt (Abbildung 28).

Abb. 28: H,H-Korrelationen im gesattigten Teil der Seitenkette von 1

Neben der oben genannten Methylgruppe an C-3 findet man noch drei weitere Resonanzen
dieser Art bei & = 16.12, 16.13 und 16.15 ppm. Sie werden den 7°-CHj3, 11°-CH; und 15°-CH3
zugeordnet. Die Signale bei 6 = 17.73 und 25.78 ppm charakterisieren die Kohlenstoffatome
19°-CH3 und C-20° und markieren das Ende einer ungesittigten Terpeneinheit. Dabei
resoniert die (E)-stindige Methylgruppe (C-20°) im Vergleich mit der (Z)-stdndigen (19°-
CHs) bei tieferem Feld. Durch Analyse des HMQC-Spektrums ordnet man ihnen die im 'H
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NMR-Spektrum bei 6 = 1.58 (Z) und 1.69 ppm (E) in Erscheinung tretenden Resonanzen zu.
Die H,H COSY- und die HMBC- Daten von 1 sind in Tabelle 5 zusammengefal3t.

Die Verkniipfung der nun vorliegenden Teilstrukturen, einer gesittigten und vier
ungesittigten  Isopreneinheiten untereinander sowie ihre Verbindung mit dem
Heteroaromaten, wurde durch die Auswertung eines zweidimensionalen 3J(C.H)
Korrelationsspektrums (HMBC) ermittelt. Die Frage, ob die CsHg-Strukturteile in Kopf-

Schwanz-, Schwanz-Schwanz- oder Kopf-Kopf-Manier untereinander verkniipft sind, war

von besonderem Interesse.

Tabelle 5: HH COSY- und HMBC-Daten von Methanophenazin (1) (500 MHz, CgDe)

Position Ou [ppm] H,H COSY HMBC

1 7.53 3-H C-2, 4a, 10a

3 7.32 1-H, 4-H C-1,4,4a

4 8.12 3-H C-2,4a

6 8.31 7-H, 8-H C-5a,7, 8, 9a,

7 7.29 oder 7.35 6-H, 8-H, 9-H C-5a,6,8,9

8 7.35 oder 7.29 6-H, 7-H, 9-H C-6,7,9,9a

9 8.31 8-H, 7-H C-4a, 5a,7, 8
I’-A 3.79 1’-Hg, 2°-Ha s C-2,2°,3
1’-B 3.77 1’-Ha, 2°-Ha g C-2,2°,3
2’-A 1.44 2-Hg, I’-Ha s C-1°,3,4,3’-CHs
2’-B 1.72 2-Ha, I’-Ha g, 3°-H C-1°,3,4,3’-CH;

3 1.60 - 1.65 2-Ha g, 3’-CH3, 4’-Hp C-2, 4

3’-CH3 0.86 3’-H C-3,4

4-A 1.18-1.27 3’-Hs, 5-H, C-3’,5,3’-CHs
4’-B 1.32-1.39 3’-H, 4’-Hp, 5-H, C-3°,5%,3-CH;3

5 2.00-2.30 4’-Ha s, 6’-H C-3,4,6,7

6’ 5°-H,, 7’-CHs, 8-H, C-5°,8’, 7’-CH;3
10° 5.27-5.38 9°-H», 11°-CH3, 12-H, C-9,12°, 11’-CH;
14° 13’-H,, 15°-H,, 16-H, C-13°, 16, 15’-CHs,
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Tabelle 5: Fortsetzung

Position On [ppm] H,H COSY HMBC
7°-CH3 6’-H C-6,7,8
11’-CH; 1.63, 1.64, 1.65 10’-H C-10°,11°, 12
15’-CH;3 15°-H C-14’, 15, 16’
8, 6’-H, 9°-H C-6>,7,9, 7’-CHs
12°, 2.00-2.30 10’H, 13°-H C-10°,11°,13°, 11’-CH3
16° 14’-H, 17°-H C-14°,15°,17°, 15’-CH3
9 8’-Hy, 10°-H c-8,10°, 11’
13 2.00-2.30 12°-H,, 14’-H, C-12°,14°, 15
17 16’-H,, 18’-H, C-16°,18°, 19
18 5.25 17°-H,, 19°-H,, 20°-H; 19’-CH3;, C-20°
19°-CH; 1.58 18°-H C-19°, 18’
200 1.69 18°-H C-19’, 18°,19’-CH;

An zentraler Stelle der Untersuchung des HMBC-Spektrums stehen die Signale der 1’-H»
Protonen. Sie lassen sich mit den Kohlenstoffatomen C-2 und C-3’ korrelieren und bestitigen
die Annahme einer Etherbriicke als Bindeglied zwischen dem Heteroaromaten und der
Seitenkette. Zusétzlich wird klar, da3 der aromatische Kern mit dem Schwanzende der

gesittigten CsHo-Teilstruktur verkniipft ist (Abbildung 30).

©: j@ CHZ CHW\ )ﬁ"’/\g)\wﬁo

Abb. 30: Ausgewahlte 2J und °J (C,H)-Korrelationen in Methanophenazin (1)

Eine weitere wichtige Korrelation besteht zwischen C-5" und den Protonen 4’-H, und 6’-H,
denn sie belegt die Verbindung des Kopfs der gesittigten mit dem Schwanz der ersten unge-
sattigten Isopreneinheit. Dieses Kopf-Schwanz-Verknilipfungsmuster gilt auch fiir den Rest

der Seitenkette, wie die Wechselwirkungen zwischen 9’-H; und C-8’, 13°-H; und C-12° und
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17°-H; sowie C-16’ zeigen. Am Ende der Seitenkette befinden sich die beiden Methylgruppen
19°-CH; und 20’-Hs. Deren Protonen korrelieren mit dem charakteristisch zu & = 131.07 ppm
verschobenen quartidren Kohlenstoffatom C-19°, welches seinerseits zusitzlich mit den 17°-
H, Protonen in Kontakt steht. Die Wechselwirkung des vinylischen Protons 18’-H mit dem C-
Atom 19’-CHj; bestimmt dessen Position am Ende der terpenoiden Kette.

Ein Vergleich der Daten °C NMR-chemischer Verschiebungen von Dolicholen — das sind
polyisoprenoide Alkohole mit unterschiedlicher Anzahl nicht konjugierter, Kopf-Schwanz
verkniipfter (£)- und (Z)-konfigurierter Doppelbindungen — mit den eigenen experimentell
ermittelten Werten zeigt, da3 die chemischen Verschiebungen der Methylengruppen des
Kopfes der Isopreneinheiten am stdrksten von der Konfiguration der Doppelbindung
beeinfluBt werden. Ist diese Methylengruppe Teil einer (E)-Doppelbindung, so resoniert sie
bei 0 =40 ppm. Im Falle einer (£)-Doppelbindung erwartet man das Signal bei 6 = 32 ppm
(Abbildung 31).

Kopf Kopf
E Z
Pz —
Schwanz ( Schwanz (
~ 40 ppm ~ 32 ppm

Abb. 31: Chemische Verschiebungen der Methylengruppen am Kopfende von (E)- und (2)-

konfigurierten Isopreneinheiten®®!

Im Experiment wurden fiir die chemischen Verschiebungen der entsprechenden Atome C-8°,
C-12° und C-16> Werte von 6 = 40.23 und 40.20 ppm gefunden. Daraus folgt, daB3

Methanophenazin (1) iiber eine all-(E£)-konfigurierte isoprenoide Seitenkette verfiigt.

4.5  Zusammenfassung

Der durch Extraktion von Cytoplasmamembranen des Archaeabakteriums Methanosarcina
mazei G61 isolierte Naturstoff Methanophenazin (1) wurde chromatographisch unter Anwen-
dung von HPLC-Techniken gereinigt. Seine Summenformel wurde durch hochauflsende
Massenspektrometrie bestimmt. Die Struktur des neuen Naturstoffs wurde durch ein- und

zweidimensionale Kernresonanzexperimente (HMQC, H,H COSY, HMBC) ermittelt.
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Methanophenazin (1) ist ein Sesterterpenether des 2-Hydroxyphenazins (2). Die Seitenkette
besteht aus einem geséttigten und vier ungesdttigten isoprenoiden Bausteinen, die regelméBig
in Kopf-Schwanz-Manier miteinander verkniipft und einheitlich (E)-konfiguriert sind. Am
Schwanzende der gesittigten CsHjo-Einheit befindet sich die Etherfunktionalitdt, die den
terpenoiden Rest mit C-2 des Phenazins verkniipft. Der in kleinen Mengen gewonnene

empfindliche Naturstoff ist das erste aus Archaea isolierte Phenazinderivat.
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5 Vorkommen und Biosynthese von Phenazinen
5.1 Vorkommen von Phenazinen"”!

Wihrend Methanophenazin (1) das erste Phenazinderivat ist, das aus Archaea isoliert wurde,
sind Phenazine aus Bakterien schon seit lingerem bekannt. Dazu zéhlen die extracelluldren
Pigmente Pyocyanin (14), Iodinin (15) und Chlororaphin (16), die an ihren Farben erkannt

o . . . . . . 40.41.42
und aus Pseudomonas-Stimmen bzw. aus Brevibakterium iodinum isoliert wurden.[*%142!

_ o)
O + OH
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Man hat bis heute etwa 75 weitere natiirlich vorkommende Phenazin-Derivate gefunden, die
ausschlieBlich von Eubakterien produziert werden.*”! Thnen allen gemeinsam ist der
aromatische Phenazin-Grundkdrper (Abbildung 32). Sie unterscheiden sich in der Art der

Substituenten und im Substitutionsmuster voneinander.

o 10 4
L
~
7 N 3
6 5 4
Phenazin
Abb. 32: Struktur von Phenazin

Hierbei werden bevorzugt die Positionen 1, 2, 4, 6 und 9 durch Carboxyl- und Hydroxyl-

gruppen substituiert. Bekannt sind aber auch 2, 3, 7-trisubstituierte Verbindungen. Meistens
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werden nur zwei bis vier, selten sechs oder mehr Substituenten am Ring vorgefunden. Ein
héufig auftretendes und vielfiltig variiertes Motiv ist das des 1,6-disubstituierten Phenazin-

grundgertiists. In Abbildung 33 sind einige Beispiele natiirlich vorkommender Phenazine

dargestellt.
COOH COOH
Z Z
N N
OH
2-Hydroxyphenazin- 6-Hydroxyphenazin-
1-carbonsaure 1-carbonsaure
COOH COOH
©:N\ OH N i@:OH
yZ Y
N OH HO N OH
OH COOH
2,3,4 -Trihydroxyphenazin- 2,3,7-Trihydroxyphenazin-
1-carbonsaure 1,6-dicarbonséaure

Abb. 33: Strukturen einiger natlrlich vorkommender Phenazin-Derivate

Aus den Gattungen Pseudomonas, Streptomyces, Brevibakterium, Microbispora und
Sporangium sind eine Vielzahl phenazinproduzierender Mikroorganismen bekannt. Mehr als
die Hilfte der bekannten Phenazine werden von Pseudomonaden produziert. So wurden in
den zuriickliegenden Jahrzehnten allein aus dem Stamm Pseudomonas aureofaciens 14
Verbindungen wie beispielsweise Phenazin-1-carbonséure (17), 2-Hydroxyphenazin (2),

2,3-Dihydroxyphenazin (18), Phenazin-1,6-dicarbonséure (19), u. a. isoliert.!**!
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An zweiter Stelle in Bezug auf die Produktion von Phenazinderivaten rangiert nach den
Pseudomonaden die Gattung Streptomyces. Die aus Kulturen verschiedener Streptomyceten
isolierten Metabolite sind teilweise identisch mit denen aus Pseudomonaden, teilweise
unterscheiden sie sich nur geringfiigig am Substitutionsmuster. Da Streptomyceten als Quelle
vieler physiologisch aktiver Substanzen bekannt sind, wurden die meisten der aus ihnen
gewonnenen Verbindungen auf ihre biologische Aktivitét iiberpriift. Viele der oben genannten
Phenazine zeigen antibiotische Wirkung. Modelluntersuchungen an Pyocyanin (14), lodinin
(15), Phenazin-1,6-dicarbonsdure (19) u. a. schreiben die antibiotische Aktivitit der planaren
aromatischen Phenazinstruktur, ihrer Fihigkeit zur Einlagerung in die DNA und der damit

(451 Besonders

einhergehenden Inhibierung der DNA-abhidngigen RNA-Synthese zu.
erwdhnenswert sind die Verbindungen 1,2,6-Trimethoxyphenazin (Mycomethoxin A) und 6-
Methoxyphenazin-1-carbonsduremethylester (Mycomethoxin B), die aus Streptomyces
luteoreticuli isoliert wurden (Abbildung 34).1%! Sie wirken gegen pathogene Mycobakterien,
einschlieBlich der Stimme, die sich als resistent gegeniiber den gebriauchlichen Wirkstoffen
Streptomycin und Isoniazid zeigen. Auf der Suche nach einem Antibiotikum gegen Myco-
bakterium tuberculosis fand man in Streptomyces misakiensis einen Produzenten der
tuberkulostatisch wirkenden Phenazin-1-carbonsdure (17) (Tubermycin B). Die aus einer
Sorangium-Spezies isolierte Verbindung Myxin wird als Breitspektrum-Antibiotikum

eingesetzt.*”!
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Abb. 34: Strukturen von Mycomethoxin A, Mycomethoxin B und Myxin

Im Unterschied zu den Pseudomonaden sind Streptomyceten in der Lage, neben den oben
erwahnten einfachen Phenazinen auch komplexere Phenazin-Derivate mit ungewo6hnlichen
Seitenketten aufzubauen. Als Beispiele mogen die aus Streptomyces endus sub. sp. aureus
isolierten Substanzen Sendomycin A und Sendomycin B dienen (Abbildung 35). Sie zeigen

neben einer breiten antibiotischen Aktivitit auch karzinostatische Wirkung."**

" i
CH30 C=0 CH30 C=0
N Ny
~ =
N N
CH,OH ¢H2
Sendomycin A Sendomycin B (|) (H20H
N(CH3)
)

Abb. 35: Strukturen von Sendomycin A und Sendomycin B

Entdeckungen der jiingeren Zeit sind die gegen Bakterien und Tumoren wirksamen dimeren
Phenazinderivate Esmeraldin A, Esmeraldin B sowie Saphenamycin, welche aus

Streptomyces antibioticus Tii 2706 isoliert wurden (Abbildung 36).1*]
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Esmeraldin A Saphenamycin
R =H, R' = verschiedene Fettsduren R=H
Esmeraldin B R' = 2-Hydroxy-6-methylbenzoyl

R =H, R'= 2-Hydroxy-6-methylbenzoyl

Abb. 36: Strukturen von Esmeraldin A, Esmeraldin B und Saphenamycin

5.2  Biosynthese von Phenazinen

Die Biogenese phenazinhaltiger Verbindungen in Archaea ist noch ungekldrt. Modell-
vorstellungen hierzu orientieren sich an der Biosynthese von Phenazinen in Eubakterien, auf
deren Aufklirung einige Miihe verwandt worden ist.l*"!

Die Entstehung von Phenazinen verlduft zundchst nach dem bekannten Shikimisdaure-Weg der
Biosynthese von aromatischen Aminoséuren (Abbildung 37). Der erste Schritt dieser Sequenz
ist eine intermolekulare Aldolreaktion zwischen Phosphoenolpyruvat (A) und D-Erythrose-4-
phosphat (B) zu 3-Desoxy-D-arabinoseheptulosonsidure-7-phosphat (C). Daran anschlieend
erfolgt der Ringschlufl zu Dehydrochininsdure (D). Dies geschieht nach der Eliminierung des
Phosphatrestes in C durch eine intramolekulare Aldolreaktion. Die Eliminierung von Wasser
aus D fiihrt zu 5-Dehydroshikimisdure (E). Die nachfolgende Reduktion ihrer Carbonyl-
gruppe in 3-Position mit Hilfe von NADPH + H" ergibt Shikimisdure (F). Sie kondensiert
nach Phosphorylierung der 3-OH-Funktionalitdt durch ATP mit einem Molekiil Phosphoenol-
pyruvat (A) zum 3-Enolpyruvyl-Zwischenprodukt (H), welches abschlieBend durch eine
Eliminierung von Phosphorsdure in Chorisminsdure (I) transformiert wird. Sie ist die
gemeinsame Vorstufe aller drei aromatischen Aminosduren Tryptophan (L), Phenylalanin

(M) und Tyrosin (N).
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Abb. 37: Schema zum Shikimisdure-Weg der Biosynthese aromatischer Aminosauren
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Die Aminierung von Chorisminsdure (I) fiihrt iiber Anthranilsdure (J) zu Tryptophan (L).
Dagegen verlduft die Bildung von Phenylalanin (M) und Tyrosin (N) iiber Prephensiure (K)
als Zwischenverbindung, die nach Art einer Claisen-Umlagerung aus Chorisminsdure (I)
entsteht. Der in die aromatischen Aminosduren eingebaute Stickstoff entstammt der

Aminosdure L-Glutamin, die in vielen Biosynthesereaktionen als Aminogruppendonator dient

(Abbildung 38).

O O

H2NWOH

NH>
L-Glutamin
Abb. 38: Struktur von L-Glutamin

Alle in Abbildung 37 dargestellten Umwandlungen, wie etwa die Aldolreaktionen, die
Reduktion, die Eliminierungen und die Umlagerung, verlaufen stereospezifisch. Die
Mechanismen sind gut untersucht und der stereochemische Verlauf dieser Sequenz ist durch
zahlreiche Experimente belegt.!”!)

Der auf den ersten Blick plausible Weg zu Phenazinen durch Kondensation von zwei
Molekiilen Anthranilsdure (J) fand bislang keine experimentelle Bestéitigung. Ausfiihrliche
Fiitterungsexperimente mit "C markierter Anthranilsdure (J) und '*C/°H markierter
Shikimisdure (F) bei der Biosynthese von Pyocyanin (14) durch Pseudomonas aeroginosa
bzw. bei der Biosynthese von lodinin (15) durch Brevibakterium iodinum zeigten, dal} zwei
Molekiile Shikimisdure (F) als biogenetische Vorstufe zu deren Aufbau dienen.’?

Diese Abzweigung vom Shikimisdure-Weg zum Phenazin-Biosyntheseweg, ohne Beteiligung
von Anthranilsdure (J), wurde durch Versuche mit Mutanten von Pseudomonas aeruginosa
bestitigt. Sie produzierten Pyocyanin (14), obwohl sie weder in der Lage waren, Shikimisdure
(F) abzubauen, noch die Fihigkeit zur Synthese von Aminoséuren besaBen.”’!

Grundlegende Untersuchungen der Stickstoffquelle wurden von R. B. Herbert und A. Romer
und seinen Mitarbeitern an Brevibakterium iodinumn und Pseudomonas aureofacinens unter-
nommen.” Sie fanden durch Einbauversuche mit "N markiertem L-Glutamin heraus, daf}
der Amid-Stickstoff von L-Glutamin als Stickstoffquelle beim biologischen Aufbau von
Phenazinen dient. Die Suche nach einer intermedidr aus Shikimisdure (F) durch

Transaminierung gebildeten Zwischenverbindung, die dann in einen aromatischen Phenazin-

Tricyclus tibergefiihrt wird, blieb bislang ohne Erfolg.
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Als allgemeiner Vorldufer der Biogenese von Phenazinen wird Phenazin-1,6-dicarbonsiure
(19) angenommen, die als Primdrprodukt aus Shikimisdure (20) aufgebaut wird. Héufig
vorkommende Reaktionen am aromatischen Ring sind Hydroxylierungen. Zur Einfiihrung des
Sauerstoffs wird die entsprechende Stelle des Aromaten zunéchst epoxidiert und das Epoxid
dann selektiv gedffnet. Dieser Schritt wird oft von einer Decarboxylierung begleitet. Die Bio-
genese von 2-Hydroxyphenazin (2) in Pseudomonas aureofaciens folgt vermutlich diesem
Prinzip. Am Beginn der Synthese steht Phenazin-1,6-dicarbonsdure (19). Durch
Decarboxylierung entsteht Phenazin-1-carbonsdure (17), die zur Einfiihrung der
Hydroxylgruppe in 2-Stellung zunéchst in das entsprechende Epoxid 21 iibergefiihrt wird. Die
Epoxidoffnung verlduft unter Verlust der Carboxylgruppe als Kohlendioxid und bildet
2-Hydroxyphenazin (2).1°!
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HO” >~ "OH N
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Die meisten Studien hierzu wurden an Brevibacterium iodinum und an verschiedenen Pseudo-

monas-Stdimmen durchgefiihrt. Wie Untersuchungen gezeigt haben, lassen sich die hierbei

gefundenen Prinzipien auch auf Stimme der Gattung Streptomyces iibertragen.”®
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Die Entdeckung der ungewohnlichen Phenazine Esmeraldin A und B in Streptomyces anti-

bioticus Tii 2706 wirkte stimulierend auf Untersuchungen zur Biogenese dieser Strukturen.!*’!

Die Bedeutung der Phenazinderivate fiir ihre Produzenten ist ungeklart. Es ist bezeichnend fiir
eine Vielzahl von Mikroorganismen unterschiedlicher Gattungen, dal die von ihnen pro-
duzierten Sekunddrmetabolite keine offensichtliche physiologische Funktion iibernehmen.”
Das Ausscheiden von antibiotisch wirksamen Sekundirmetaboliten interpretiert man daher als
Maflnahme zu Schaffung eines Standortvorteils fiir den Produzenten, und zwar durch Inhibie-
ren oder Abtoten von Nahrungskonkurrenten.”®!

Obwohl manche Phenazine an Redoxprozessen beteiligt sind, gab es vor dem Auffinden von
Methanophenazin (1) keinen Anhaltspunkt fiir eine physiologische Funktion eines Phenazin-

Derivates in einer Atmungskette."””!
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6 Synthese von 2-Hydroxyphenazin (2)
6.1  Wege zu Phenazinen'”

Bei den meisten Synthesen von Phenazinderivaten ist der Aufbau des zentralen hetero-
cyclischen Rings der kritische Schritt der Synthesesequenz. Weil der desaktivierte Phenazin-
Grundkorper elektrophile aromatische Substitutionsreaktionen nur schwer eingeht, werden
Derivate oft durch die Fusion entsprechend substituierter Vorldufer synthetisiert.

Einen direkten Zugang zu Phenazinen ermoglicht z. B. die intermolekulare Kondensation von
o-Phenylendiamin (5) mit o-Benzochinonen bzw. 1,2-Naphtochin0nen.[6l] Die bendétigten o-
Chinone 22 werden dabei in situ aus den entsprechenden Catecholen durch Oxidation mit

Cer(IV)sulfat oder Mangandioxid hergestellt und dann mit o-Phenylendiamin (5) abgefangen.

NH, O \/R N \/R
~
NH, 077 N
5 22 23

Nach diesem Syntheseprinzip, jedoch unter Umgehung der Probleme, die aus der Herstellung
der o-Chinone resultieren, synthetisierte Ris Phenazin (26) durch Erhitzen einer Mischung aus
5 und Catechol (24) im verschlossenem Rohr bei 220-240 °C.[ Das als Primérprodukt ent-
stehende 5,10-Dihydrophenazin (25) wird an der Luft zu Phenazin (26) oxidiert.

H
NH, N 5 N,
+ 220-240 °C, ©: :@ 0], ©i D
HO N N
H

OH
5 24 25 26

NH»

Ein alternativer Weg zum Aufbau der Phenazinstruktur ist die intramolekulare Cyclisierung
von ortho-substituierten Diphenylaminderivaten unter reduktiven oder oxidativen Bedingun-
gen. Das in die angelsichsische Literatur auch als Vivian-Methode'®”! eingegangene Verfahren
wurde bereits viel frither von Nietzki und Ernst'®" zur Phenazin-Synthese durch Cyclisierung

von 2-Aminodiphenylamin (30) eingesetzt. Die durch ipso-Substitution des reaktiven
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Chloratoms in o-Nitrochlorbenzol (27) durch Anilin (28) und anschlieender Reduktion der
Nitrogruppe erhaltene Verbindung 30 cyclisiert in Gegenwart von Braunstein und Eisen-

spinen zu Phenazin (26).

H
N
Substitution ©: \O
NO,
27 29
_Reduktion E:[ \© _Fe,MnO, o ©: jij

Vivian, Hartwell und Waterman'® nutzten diese Methode zur Darstellung von 2-Chlor-
phenazin (33), das sie dann in 2-Hydroxyphenazin (2) umwandeln konnten. Die Substitution
des Chloratoms in 33 durch eine Hydroxylgruppe gelingt allerdings erst nach Umwandlung
der beiden zentralen Stickstoffatome in die entsprechenden Oxide. Die N-Oxide konnen ab-

schlieBend mit alkalischer Natriumhydrogensulfitlosung desoxygeniert werden.

FeC204'2H2O, Pb,

NO
2 NH, H
C N
+© 24 h, 210 °G /O: \O 240°C,16h o
Cl Cl NO,
28 32
N
X ' HoAc, 30% H202,
- 40 h, 55 °C - KOH, Hp0, E1OH

|+
O-
33 34
seeai--t¥seon
2. HOAc, H50
' =
+ N
O_
35 2
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Eine weitere, interessante Methode zur Synthese zahlreicher Phenazinderivate ist die Beirut-
Reaktion. Bei dieser Reaktion kondensiert man Benzofuroxan (36) mit einer Reihe
unterschiedlicher Substrate unter Bildung der korrespondierenden Phenazin-N-oxide. So
reagiert 36 bereitwillig mit 1,2-Cyclohexandion (37) in Gegenwart sekundérer und tertidrer
Amine zu einer Mischung aus 1-Hydroxyphenazinmono-(38) und di-N-oxid (39). Nach
Zugabe einer Perséure zur Reaktionsmischung erhdlt man ausschlieBlich 1-Hydroxyphenazin-

5,10-dioxid (38) als Produkt.

O OH OH
ll\l+ Il\l+
1. HNEt, N . N
2. HOAG, H,0 P P
N N
o
36 38 39
MCPBA, CeHs @[ :@
+
O_
38

Bemerkenswert ist die Reaktion von Benzofuroxan (36) mit den Phenolat-Anionen von
Phenol, Resorcin und Hydrochinon, aber auch mit Benzochinon, weil hierbei 2-Hydroxy-

phenazin-5,10-dioxid (42) in allen Fillen als einziges Produkt gebildet wird. Es kann dann

[65]

mit Natriumdithionit zu 2-Hydroxyphenazin (2) reduziert werden. Ley und seine

Mitarbeiter'®” nutzten Hydrochinon (41) zur Gewinnung von 42.

o OH o

/ |+

N+ N OH
z \O + NaOH, H,O ~
—>

X/ pZ

N I}Lr

OH O_

36 41 42

N OH
Nay$03, HpO o ©: Ij/
~
N
2
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Die in der Regel bei dieser Reaktion in guten Ausbeuten erhaltenen N-Oxide konnen mit einer
Reihe von Reduktionsmitteln, wie beispielweise Natriumdithionit, Phosphorylchlorid oder

Pd/C-Wasserstoff zu den entsprechenden Phenazinen desoxygeniert werden.

Das zur Synthese von 1 benétigte 2-Hydroxyphenazin (2) wurde auf direktem Wege nach der
Vorschrift von Kehrmann und Cherpillod'®® bzw. der Vorschrift von Ot® hergestellt. Diese
Methoden versprachen gute Ausbeuten und gingen von einfachen, im Handel glinstig

erhiltlichen Substanzen aus.

6.2  Synthese von 2-Hydroxyphenazin (2) nach Kehrmann und Cherpillod[68]

Ausgangspunkt dieser Synthese ist p-Benzochinon (43), das mit Essigsdureanhydrid im
Sauren zu 1,2,4-Triacetoxybenzol (44) umgesetzt wird.’” Eine anschlieBende saure
Verseifung der drei Estergruppen mit konzentrierter Salzsdure in Methanol ergibt 1,2,4-
Trihydroxybenzol (45) in guter Ausbeute.”” Das graue Rohprodukt 4Bt sich durch

Sublimation im Vakuum bei 107 torr reinigen. Man erhilt so 45 als weile analysenreine

Substanz.
X

O (CH3CO),0, 0 OH

kat. 95 % HySOy, e} Methanol, OH

° 36 % HCI, 65 °C
40 °C . \"/ % HCI, .
58 % O 87 %

(0] \"/O OH
43 o 44 45

Das zur Kondensation mit o-Phenylendiamin (5) erforderliche 2-Hydroxybenzochinon (46),
wird nach einer Vorschrift von Willstitter und Miiller”" aus 1,2,4-Trihydroxybenzol (45)
durch Oxidation mit Silber(I)oxid gewonnen. Das empfindliche gelbe Chinon 46, das an Luft
zur Zersetzung neigt, wird am besten ohne weitere Aufreinigung mit o-Phenylendiamin (5) zu
Reaktion gebracht. Nach Kehrmann und Cherpillod®® suspendiert man das Chinon 46 in
konzentrierter Essigsdure und gibt o-Phenylendiamin (5) innerhalb weniger Minuten hinzu.

Im weiteren Verlauf scheiden sich aus der zunéchst blutroten und danach gelb gefirbten
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Losung Kristalle von 2-Hydroxyphenazin (2) ab, die durch Zugabe von ,reichlich® Wasser
vervollstindigt wird. Nach Aufarbeitung und Reinigung betrdgt die Ausbeute an 2 laut

Literatur 87 %.!®"

_ _ NH,
OH 0 C[ 5
OH Ag20, OH NH, N OH
Et,O, RT. ACOH, RT @[ U
18 % N7

OH O
45 46 2

Bei eigenen Versuchen konnte nach Zugabe von 5 zur essigsauren Chinon-Suspension eben-
falls eine dunkle Rotfirbung der Reaktionsmischung beobachtet werden. Hierauf trat, im
Gegensatz zu den Angaben in der Literatur, keine Gelbfarbung, sondern eine Schwarzfarbung
des Ansatzes ein. Auf dem Boden des Glaskolbens lief sich bei Betrachtung im Gegenlicht
schemenhaft ein schwarzer Niederschlag erkennen, auf den die Zugabe von Wasser wenig
Einfluf hatte. Filtration, Reinigung durch Umfillen, Entfernen des Kristallwassers bei 150 °C
und Chromatographie an SiO, ergaben das Produkt mit Ausbeuten zwischen 10 und 18 %.
Untersuchungen des Filtrats durch diinnschichtchromatographische Analyse zeigten neben
einem schwarzen Startfleck noch iiberschiissiges o-Phenylendiamin (5) und sehr wenig
weiteres 2-Hydroxyphenazin (2), das aber nicht isoliert wurde.

Kehrmann und Cherpillod®® fiihren die anfinglich auftretende intensive rote Farbung der
Reaktionsmischung auf ein offenes Anilid als Zwischenprodukt zuriick, das dann durch Ring-
schlu zum Phenazin abreagiert. Um eine Verbesserung der Ausbeuten zu erzielen, wurden
neben Variationen der Stochiometrie der Reaktionspartner auch die Reaktionsfithrung geén-
dert. So versuchte man beispielsweise durch Erhitzen der dunkelroten Suspension aus 46 und
5 die Phenazinbildung zu verbessern. Dies gelang jedoch nicht.

Die unbefriedigenden Ausbeuten bei dieser Reaktion gaben Anla3 zur Suche nach einer

alternativen Synthesemethode.
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6.3  Synthese von 2-Hydroxyphenazin (2) nach O#*”

Bei seinen Untersuchungen {iber Chinone fand R. Ott, da3 die Kondensation von p-Benzo-
chinon (43) mit o-Phenylendiamin (5) in alkoholischer Losung direkt zu 2-Hydroxyphenazin
(2) fithrt. Diese Methode besticht nicht nur durch die Verwendung leicht zuginglicher Sub-
strate und der Einfachheit in der Durchfiihrung, sondern auch durch ihre hohe Ausbeute, die

[69]

von Ot 'mit ,,etwa 90 % “ angegeben wurde.

o)
1. EtOH, 1 h RT,
NH; 30 min, 75 °C Ny OH
+
2. H,0 . D
NH, 10 % N
o)
43 5 2

Eigene Versuche unter Anwendung der Ott’schen Versuchsvorschrift ergaben bei der Um-
setzung von 43 mit S zwar das angestrebte Produkt 2, doch blieben die Ausbeuten mit 6 bzw.
10 % deutlich hinter der Erwartung zuriick. Angesichts der mageren Ergebnisse wurden keine

weiteren Anstrengungen zur Optimierung dieses Verfahrens unternommen.

Wie die genannten Versuche zeigen, ist der Zugang zu 2-Hydroxphenazin (2) auf direktem
Wege, also durch intermolekulare Kondensation von 2-Hydroxybenzochinon (46) bzw. o-
Benzochinon (43) mit o-Phenylendiamin (5) mdglich. Hierbei gute Ausbeuten zu erzielen ist
hingegen problematisch. Die Anwendung einer mehrstufigen Synthese, beispielweise der

[66]

Beirut-Reaktion,”™ erscheint unter diesen Bedingungen erfolgversprechender, wurde aber

nicht durchgefiihrt.
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6.4  Diskussion der spektroskopischen Daten von 2-Hydroxyphenazin (2)

10
89 N. _‘_ _OH
7 Z 3
N
654

Reines 2-Hydroxyphenazin (2) ist ein gelber Feststoff, der im UV-Spektrum bei A = 216, 253,

355 und 391 nm Absorptionsmaxima aufweist. Sein IR-Spektrum verrdt die

Hydroxylfunktion durch eine breite Bande im Bereich von V = 3420 - 2595 cm™'. Die C-H-
Streckschwingungen = werden  durch  die ausgeprdgten  Absorptionen  der

Wasserstoffbriickenbindungen der OH-Gruppe iiberlagert. Zahlreiche Absorptionen,

beispielsweise bei V = 1632, 1602, 1476 und 1452 cm ™', werden durch Streckschwingungen
der aromatischen C=C-Doppelbindungen hervorgerufen.

Im 'H NMR-Spektrum (Abbildung 39) erkennt man das breite mit D,O austauschbare Signal
des sauren Hydroxylprotons bei 6 = 10.85 ppm. Alle anderen Signale liegen im aromatischen
Bereich und sind durch die Gegenwart der elektronegativen Stickstoffatome zu tiefem Feld
verschoben. Am stirksten wirkt sich das auf die Protonen in Position 4, 6 und 9 aus, die mit
Verschiebungen zu & = 8.10, 8.11 und 8.15 ppm bei tiefstem Feld resonieren. Die Hydroxyl-
gruppe hat den stirksten EinfluB auf das Proton in 1-Position. Es erfahrt einen charakteris-
tischen Hochfeldshift und resoniert bei & = 7.34 ppm. Sein Signal wird durch eine *J-

Kopplung mit dem Proton an C-4 zum Dublett aufgespalten.



6. Synthese von 2-Hydroxyphenazin (2) 60
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Abb. 39: 'H NMR-Spektrum von 2-Hydroxyphenazin (2) (300 MHz, DMSO[Ds])

Die Analyse des *C NMR APT-Spektrums (Abbildung 40) zeigt erwartungsgemiB fiinf
quartire und sieben tertidre Kohlenstoffatome. Bemerkenswert hierbei sind die
Verschiebungen der Atome C-1 und C-2. Analog den Verhéltnissen im Protonen-Spektrum,
erfahrt das Kohlenstoffatom C-1 einen Hochfeldshift durch den positiven mesomeren Effekt
des indirekt benachbarten Sauerstoffatoms. Sein Signal erscheint bei & = 107.07 ppm. Das
Atom C-2 als Trager der Hydroxylgruppe wird durch dessen negativen induktiven Effekt am
stirksten zu tiefem Feld verschoben. Es resoniert bei 6 = 159.60 ppm.

Das Signal des Kohlenstoffatoms C-3 erscheint bei 6 = 126.39 ppm und unterscheidet sich
damit kaum von den anderen tertidren Kohlenstoffatomen C-4, C-6, C-7, C-8 und C-9, die
alle im Bereich zwischen & = 128.48 und 130.70 ppm resonieren. Fiir die vier quartiren
Kohlen-stoffatome C-4a, C-5a, C-9a und C-10a finden sich Signale im Bereich von 6 =
139.47 bis 144.75 ppm.
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Abb. 40: *C NMR APT-Spektrum von 2-Hydroxyphenazin (2) (50 MHz, DMSO[Dg])

Im Massenspektrum erscheint das Molekiilion mit m/z = 196 als intensivstes Signal. Weitere
charakteristische Signale zeigen die Fragmentionen [M —2N] bei m/z = 168 und [168—CO]
bei m/z = 140. Sie deuten auf die Extrusion der beiden Stickstoffatome und den

anschlieBenden Verlust einer CO-Gruppe hin.”!
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7 Synthese des Phenazinethers rac-51

7.1  Optimierung der Versuchsbedingungen

Aus dem Retrosyntheseschema in Abbildung 15 ist zu ersehen, daf3 als letzte Stufe der Total-
synthese von Methanophenazin (1) eine Veretherung der isoprenoiden Seitenkette 3 mit 2-
Hydroxyphenazin (2) geplant ist. Um zu priifen, ob sich dieser Schritt verwirklichen 1a6t,
wurden vorab einige Versuche zur Ethersynthese zwischen 2-Hydroxyphenazin (2) und Citro-
nellol (rac-47) als Modellverbindung durchgefiihrt. Das Ziel dieses Unterfangens war es, die
optimalen Reaktionsbedingungen zur Durchfiihrung der Transformation zu erarbeiten. Dabei
galt es die beste Abgangsgruppe sowie die besten Reaktionbedingungen (Base,
Losungsmittel, Temperatur) herauszufinden. Die Uberfiihrung der Alkoholfunktion von rac-
47 in das ent-sprechende Mesylat rac-49 bzw. das Tosylat rac-48 wurde durch die

Anwendung von Standardmethoden in guten Ausbeuten erreicht.

Pyridin, CHsCoHsSO,C1, RT__ 0
o)

rac-47 rac-48

CH,Cl,, NEt;, CH3SO,Cl
OH 92 % OSO,CH3

rac-47 rac-49

Die Synthese des entsprechenden Bromids rac-50 gelang nach einer Vorschrift von Kocienski

und seinen Mitarbeitern mit 86 % Ausbeute.!””)
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CH,Cly, CBry, PPy, RT

OH 86 % Br

rac-47 rac-50

Erste Versuche mit Natriumhydrid als Base in Tetrahydrofuran ergaben bei langen Reaktions-
zeiten (> 12 h) nur unvollstindigen Umsatz und entsprechend niedrige Ausbeuten im Bereich
von 40 bis 50 %. Hierbei war das Mesylat dem Tosylat als Abgangsgruppe gegeniiber im
Vor-teil. Die besten Ergebnisse erzielte man mit trockenem, feingemorsertem Kaliumcarbonat
als Base in Dimethylformamid unter Einsatz des Mesylats rac-49 bei 100 °C. Versuche mit

dem Bromid rac-50 ergaben keine besseren Ausbeuten an rac-51.

AN OH DMF, K,COs, AN 0
+ o
_ 100 °C, 8 h - _
N MsO 85 % N
2 rac-49 rac-51

Eine Ubertragung der Bedingungen zur Etherbildung dieser Modellexperimente auf die
Natur-stoffsynthese verlief mit enttduschendem Ergebnis (64 % Ausbeute), so daf} eine
andere Syn-thesemethode ausgearbeitet wurde. Eine Abwandlung der Vorschrift von Loupy
und seinen Mitarbeitern’” brachte schlieBlich die angestrebte hohe Ausbeute. Mit
gemorsertem Kalium-hydroxid als Base und unter Zusatz des Phasentransferkatalysators
Aliquat 336 wurde rac-51 in einer Ausbeute von 96 % isoliert. Wahrend Loupy die
Ethersynthese gédnzlich ohne Solvens durchfiihrte, bewidhrte sich beim eigenen Vorgehen

Tetrahydrofuran als Losungsmittel.
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96 % N

AN OH THF, Aliquat 336, AN o
P + KOH, 67 °C, 8 h - _
N MsO
2 rac-49 rac-51
Vermutlich ist der Phasentransferkatalysator in der Lage, im heterogenen Reaktionsgemisch
die Nucleophilie des Phenolat-Anions zu steigern, was sich giinstig auf die Etherbildung

auswirkt. Die besten Ergebnisse werden erzielt, wenn man Aliquat 336 iiber das katalytische

MaB hinaus, in Mengen bis zu 30 Gewichtsprozent bezogen auf 2, einsetzt.

7.2 Diskussion der spektroskopischen Daten von rac-51

9 1 , , '
= 3
5 N

Der Phenazincitronellylether rac-51 ist ein gelbes Ol, das seine Absorptionsmaxima im UV-
Spektrum bei A = 216, 256, 359 und 391 nm hat. Im IR-Spektrum finden sich Signale bei v =
3060 und 3028 cm™', die durch aromatische C-H-Streckschwingungen hervorgerufen werden.
Die entsprechenden aliphatischen C-H-Streckschwingungen fithren zu Absorptionsbanden bei
V = 2959 bis 2855 cm . Ahnlich wie bei 2-Hydroxyphenazin (2) zeugen die Banden bei
vV =1632 und 1605 cm™ von den Streckschwingungen der C=C-Doppelbindungen des
aromatischen Phenazingeriistes. Die Aryl-Alkylethergruppe zeigt die Absorption ihrer C-O-
Streckschwingung bei v = 1281 und 1197 cm™.

Im '"H NMR-Spektrum finden sich neben den Signalen der Protonen des Heteroaromaten, die
bei der Interpretation des Spektrums von 2-Hydroxyphenazin (2) im vorangegangenen Ka-
pitel ausfiihrlich erértert wurden, weitere Resonanzen, die Strukturelemente der ungesittigten

Seitenkette anzeigen. Ein Resonanzsignal bei 6 = 1.00 ppm zeugt von einer Methylgruppe,
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die mit einem tertiiren Kohlenstoffatom direkt verbunden ist und durch eine *J-Kopplung mit
dessen Proton charakteristisch zum Dublett aufspaltet. Die terminalen olefinischen Methyl-
gruppen sind verantwortlich fiir zwei Singuletts bei 6 = 1.61 uns 1.68 ppm. Die Resonanz des
olefinischen Protons 6’-H erscheint bei & = 5.11 ppm. Die direkte Néhe des Sauerstoffatoms
entschirmt die 1°-H; Protonen und verursacht die Tieffeldverschiebung ihrer Signale zu 6 =
4.21 ppm. Die chemische Verschiebung und die Muliplizitdt der aromatischen Protonen wird
durch die Veretherung der Hydroxylgruppe nur wenig beeinflufit. Sie zeigen sich im
Vergleich mit 2-Hydroxyphenazin (2) nur geringfiigig verdndert. Gleiches gilt auch fiir die
Resonanzen der Kohlenstoffatome im '*C NMR-Spektrum. Hier treten, zusitzlich zu den von
2 her bekannten Signalen der 12 aromatischen Kohlenstoffatome, noch zwei weitere
Resonanzen bei 6 = 124.46 und 131.32 ppm in Erscheinung. Zusammen mit den beiden
Resonanzsignalen bei 6 = 17.65 und 25.69 ppm markieren sie das Ende der ungesittigten
Seitenkette und werden den Atomen C-6°, C-7°, 7’-CH; und C-8’ zugeordnet. Die fiir das

direkt mit dem Sauerstoff verbundene Atom C-1’ typische Resonanz findet sich bei 6 = 67.04
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8 Synthese der C¢-Bausteine rac-6 und (R)-6

8.1 Synthese von rac-6

Der fiir die Synthese von rac-1 bendtigte Baustein rac-6 wurde ausgehend von 3-
Methylpentan-1,5-diol (8) in wenigen Schritten hergestellt. Bei der Funktionalisierung dieses
bifunktionellen Substrats 8, das iiber zwei dquivalente funktionelle Gruppen in gleicher
chemischer Umgebung verfiigt, gilt es zu beachten, daf3 der selektive Schutz von nur einer der
beiden Alkoholfunktionen erschwert ist. Werden solche Substrate mit d&quimolaren Mengen
eines Silylierungsreagenzes unter Standardbedingungen zur Reaktion gebracht, resultieren
hdufig Gemische aus monofunktionalisiertem und bisfunktionalisiertem Produkt, sowie
unverbrauchtem Substrat. Ist dieses Substrat gut verfligbar und leicht aus dem Reaktions-
gemisch abzutrennen, setzt man es in groBem UberschuB ein, um eine gleichzeitige
Funktionalisierung beider reaktiven Positionen zu unterdriicken. Ist das Material jedoch
wertvoll, dann ist es sinnvoll, eine Synthesemethode zur selektiven Monofunktionalisierung
zu entwickeln. Von der Arbeitsgruppe um McDougal'™ wurde eine solche Vorschrift zum
selektiven Schutz symmetrischer Diole als fert.-Butyldimethylsilylether erarbeitet. Dabei setzt
man dquimolare Mengen des entsprechenden Diols mit zert.-Butyldimethylsilylchlorid als
Silylierungsreagenz um. Der Schliissel fiir den Erfolg liegt in der Wahl der richtigen Base.
Wihrend Standardmethoden zum Silylieren von Alkoholen mit Triethylamin oder Pyridin als
Base arbeiten, fanden McDougal und seine Mitarbeiter Natriumhydrid als geeignet, eine
Monofunktionalisierung von bisfunktionellen Diolen zu erzielen. Im Falle von Ethan-1,2-
, Propan-1,3-, Butan-1,4- und Pentan-1,5-diol liegen die Ausbeuten an einfach geschiitzten
Produkten zwischen 85 und 95 %.!"”!

Die Anwendung dieser Vorschrift auf das Diol 8 ergibt den monosilylierten Alkohol rac-52

mit einer Ausbeute von 83 %. Die bissilylierte Verbindung wurde nicht gebildet.

HO/\)\/\OH NaH, TBDMSCI, THF, RT - TBDMSO/\)\/\OH

83 %
8 rac-52

Die Transformation des geschiitzten Alkohols ins Iodid rac-6 gelingt in sehr guten Ausbeuten
auf etabliertem Weg durch Mesylierung der Alkoholfunktion und Verdringung der guten

Abgangsgruppe mit Lithiumiodid in siedendem Aceton oder Tetrahydrofuran.



8. Synthese der Cys-Bausteine rac-6 und (R)-6 67

TBDMS(I)\)\/\ > CHZCIZ’ NEtS, CHSSOZCI, e TBDMS(I)\)\/\
2. Nal, THF, 66 °C.
OH ' I

rac-52 93 % rac-6

Dem Solvens Tetrahydrofuran ist dabei der Vorzug zu geben, denn Versuche mit
Natriumiodid unterschiedlicher Qualitdt fiihrten unter den oben angegebenen Bedingungen
mit Aceton als Losungsmittel wiederholt zur Spaltung des Silylethers. Die Umsetzung
derselben Reaktionspartner in siedendem, trockenem Tetrahydrofuran verlief dagegen
problemlos und ebenfalls mit sehr guter Ausbeute.

Versuche zur Synthese des entsprechenden Bromids rac-53 durch den Umsatz von rac-52 mit
Lithiumbromid in siedendem Tetrahydrofuran ergaben deutlich schlechtere Ergebnisse. Stets
entstand entschiitztes Nebenprodukt, was auf die Lewis-Sdure-Aktivitdt von Lithiumbromid

zuriickzufiihren ist.

TBDMSO 1. CHyCly, NEts, CH3SO,Cl, 0 °Cc  1BPMSO
2. LiBr, THF, 66 °C
OH - B

rac-52 65 % rac-53

r

Mit der dreistufigen Synthese von rac-6 in 77 % Gesamtausbeute stand einer der fiir die

Synthese von rac-1 benétigten Vorldufer zur Verfligung.

8.2 Synthese von (R)-6

Der in hoher optischer Reinheit (ee > 95%) im Handel erhiltliche (R)-3-Methylglutarsdure-
monoethylester [(R)-11] sollte durch die Anwendung einer stereodivergenten
Synthesestrategie als Substrat sowohl fiir die Synthese von (R)-6 als auch fiir die des

Enantiomers (S)-6 eingesetzt werden konnen.

TBDMSO | | OTBDMS
(R)-6 (R)>-11 (S)-6

Demnach miiite es moglich sein, ausgehend von (R)-11 beide Antipoden des Naturstoffs
Methanophenazin (S)-1 und (R)-1, aufzubauen.
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N 2_0

AN

N
CL T

pZ

N

(R)-1

Eine gesittigte Cs-Kette, die an C-3 ein Stereozentrum mit einer Methylgruppe tragt, ist

[77]

Strukturelement vieler Pheromone!™® Terpene und anderer natiirlich vorkommender

Verbindungen. Damit sind chirale Substanzen wie (R)-11 begehrte Bausteine fiir die Synthese
von Verbindungen wie a-Tocopherol”®! oder Verrucarinsdure.””!

Die Gewinnung des mittlerweile im Handel erhéltlichen (R)-11 erfolgt auf zwei prinzpiell
unterschiedliche Art und Weisen. Bei der klassischen Methode der Racematspaltung durch
Kristallisation diastereomerer Salze verwendet man das enantiomerenreine Alkaloid
Cinchonidin als Base und setzt es mit racemischen Glutarsdureethylester (rac-54) zum

entsprechenden Salz um. Kristallisation und die Freisetzung des Alkaloids in saurem Medium

ergibt die chirale Verbindung (R)-11.1*

1. Cinchonidin, H,O
o Q 2. Kristallisation O O
3. HCI, H,0O
HO OEt ? HO OEt

rac-54 (R)-11

Ein eleganter Ansatz zur Gewinnung chiraler Verbindungen aus prochiralen Vorldufern nutzt

[81] [82]

die Féhigkeit von Enzymen wie o-Chymotrypsin, Schweineleber-Esterase und
Pferdeleber-Alkoholdehydrogenase, ™! enantiotopdifferenzierende Reaktionen zu
katalysieren. So wird der prochirale Diester 55 durch das Enzym Schweineleber-Esterase in
sehr guten Enantiomereniiberschiissen in (R)-11 iibergefiihrt. Das Enzym stellt in dieser
Reaktion einen biologischen Katalysator dar, der in der Lage ist, die beiden enantiotopen
Liganden des Prochiralititszentrums zu differenzieren und damit selektiv die Hydrolyse des

pro-R Ethylesters von 55 zu ermdglichen.



8. Synthese der Cys-Bausteine rac-6 und (R)-6 69

) ) ) o)
/”\)\/”\ Schweineleber-Esterase /u\/'\/”\
EtO OEt > HO OEt

55 (R)-11

Diese Methode hat gegeniiber der o. g. klassischen Racematspaltung den Vorteil, da3 das

gesamte Substrat in ein einziges Enantiomer umgewandelt werden kann.

Die ersten Schritte der Synthese des lodids (R)-6 sahen vor, (R)-11 durch chemoselektive
Reduktion die Carboxylgruppe in den entsprechenden Alkohol {iberzufiihren und zu
silylieren.®¥

Bei dem Versuch diese Transformationen durchzufiihren, stellten sich gleich zu Beginn
Schwierigkeiten ein. Wéhrend die Reduktion der Carboxylgruppe durch Diboran (BH3*SMe,)
problemlos gelang,'™ bereitete der Schutz des gebildeten Alkohols als Silylether Probleme.
Im basischen Medium konkurriert die Silylierung mit der gleichzeitig ablaufenden
Lactonisierung. Dabei ist der intramolekulare Prozefl gegeniiber dem intermolekularen im
Vorteil, so daB3 {iberwiegend oder ausschlielich das Lacton entsteht.®® Der Versuch, die
Lactonbildung durch den Einsatz von drei Aquivalenten fert.-Butyldimethylsilylchlorid zu
verhindern, war erfolglos. Der cyclische Ester blieb Hauptprodukt der Umsetzung. Um dieses

Problem zu ldsen, versuchte man zunichst das Lacton (R)-12 zu synthetisieren und dieses

dann in das Iodid (R)-6 zu liberfiihren.

8.2.1 Synthese der Lactone (R)-12 und (S)-12

Carbonsduren und Carbonsédureester werden mit komplexen Metallhydriden {iblicherweise zu
Alkoholen reduziert. Die selektive Reduktion einer Carbonsduregruppe in Gegenwart eines
Esters gestattet das Reagenz Diboran (B;Hg). In Form seines Dimethylsulfidkomplexes
BH;'SMe; ist es in seiner Reaktivitit geniigend abgeschwiicht und kann auch im Uberschuf3
eingesetzt werden, ohne das man Gefahr lduft, neben der Carboxylgruppe die Estergruppe zu
reduzieren.*”) Das Substrat darf jedoch keine Doppel- oder Dreifachbindungen enthalten, da
diese durch BH3*SMe, hydroboriert werden kénnen.

Die Reduktion der Carboxylgruppe wird nach der Zugabe von BH3'SMe, zum Substrat (R)-11
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Reaktionsmischung wird am Ende mit Wasser

behandelt, um den entstandenen Borsdureester zu hydrolysieren. Um eine quantitative
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Cyclisierung des intermediér entstehenden 5-Hydroxycarbonsiureesters zum Lacton (R)-12
zu erreichen, erhitzt man das Rohprodukt, in Gegenwart von p-Toluolsulfonsdure, mehrere
Stunden mit Benzol am Wasserabscheider.™ Eine Alternative zur sauer katalysierten
Cyclisierung bietet die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte basische Cyclisierung des
Rohprodukts mit waBriger Kaliumhydroxidlosung. Um gute Ausbeuten an (R)-12 zu erzielen,
ist es wichtig, die aus zwei Phasen bestehende Mischung aus Rohprodukt und wiBriger
Kaliumhydroxidlésung durch die Zugabe von Methanol zu homogenisieren. Vorteil des hier

vorgestellten Verfahrens ist die hohe Ausbeute des benétigten Lactons (R)-12.

0 O 1. BH3 * SMe,, THF, 0 °C —RT,
2.2 M KOH, H,O/MeOH, RT
HO OFEt >
92 % o "0
(R)-11 (R)-12

Der spezifische Drehwert [a]fjo =+27.0° (¢ = 1.0 in CHClI3) von (R)-12 entspricht auf Basis

der Ergebnisse von Rossi®™ {Lit. [05]337 =27.61° (¢ =5.716 in CHCI3)} einem Enantiomeren-

uberschul} von ee = 98 %.

Die chemoselektive Reduktion der Esterfunktion in (R)-11 gelingt nach einer Vorschrift von

Dugar und seinen Mitarbeitern,””

mit Natriumborhydrid und Methanol in siedendem
Dimethoxyethan. Die anschlieBende Lactonisierung mit wiBriger Kaliumhydroxidldsung

liefert das Lacton (S)-12 mit 84 % Ausbeute.

j\/‘\/ﬁ\ 1. LIBH4, MeOH, DME, 85 °C
2.2 MNaOH, RT
HO Ot >

84 % o~ O
(R)-11 (S)-12

Der spezifische Drehwert [a]%) = -24.0° (¢ = 1.0 in CHCI3) von Lacton (S)-12 entspricht,

verglichen mit den Werten von Nohira®" {Lit. [a]?)o = =27.0° (¢ = 1 in CHCIl3)}, einem

Enantiomereniiberschu3 von ee = 89 %. Die hier vorgestellten Resultate sind das Ergebnis
erster orientierender Versuche. Um bessere Ergebnisse zu erzielen und das Potential der
Methode auszuschdpfen, sind weitere Versuche zur Optimierung der Reaktionsbedingungen

erforderlich. Fiir die weitere Synthese wurde das Lacton (R)-12 als Startmaterial eingesetzt.
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8.2.2 Offnung des Lactons (R)-12 zum Amid (R)-56

Die ersten Untersuchungen zur Offaung von (R)-12 wurden mit 60 proz. und 80 proz.
wassriger Dimethylaminlosung bei Temperaturen von 100 bis 120 °C im Druckkolben
durchgefiihrt.”’! Neben dem entsprechenden Amid wurden nach 48 h im "H- und *C NMR-
Spektrum noch etwa 10 bis 20 % (R)-12 detektiert. Versuche bei hoheren Temperaturen als
120 °C fiihrten zur Zersetzung des Substrats (R)-12. Die angestrebte Bildung eines Hydroxy-
carbonsiureamids wurde schlieBlich durch zwolfstiindiges Erhitzen des Lactons (R)-12 mit
Piperidin bei 70 °C erreicht. Das stabile Piperidid (R)-56 entsteht dabei mit 98 % Ausbeute

nahezu quantitativ.

98 %

@)
Piperidin, 12 h, 70 °C /\/k/u\
S0

o~ Yo
(R)-12 (R)-56

8.2.3 Diskussion der spektroskopischen Daten von (R)-56

O =
. Jj\/\/\
O\l 1 3 5 OH
5  (R)-56

Im IR-Spektrum von (R)-56 zeugt eine breite Bande bei vV = 3406 cm™ von Wasserstoff-
briickenbindungen, deren Ursache die primdre Alkoholgruppe des Molekiils ist. Neben den
symmetrischen und asymmetrischen Streckschwingungen der aliphatischen CH,-Gruppen mit
Absorptionsbanden bei V = 2933 und 2857 cm' ist die Carbonylschwingungsbande der

Amidgruppe bei v = 1620 cm™' gut zu identifizieren.



8. Synthese der Cs-Bausteine rac-6 und (R)-6 72

Im '"H NMR-Spektrum erscheint das Signal der Methylgruppe durch eine *J-Kopplung mit
dem 3-H Methin-Proton als Dublett bei & = 0.95 ppm. Das Hydroxylproton resoniert in Form
eines breiten Singuletts bei & = 3.16 ppm. Die unmittelbare Ndhe des elektronegativen
Stickstoffs entschirmt die Methylenprotonen der Kohlenstoffatome C-1° und C-5° und
verschiebt ihre Resonanzen zu &6 = 3.37 und 3.51 ppm. Am stirksten zu tiefem Feld
verschoben sind die Resonanzen der diastereotopen 5-H, Protonen. Das ihnen zugeordnete

Signal erscheint bei 6 = 3.57 ppm.

Abb. 41: *C APT NMR-Spektrum von (R)-56 (50 MHz, CDCls)

Im *C NMR-Spektrum (Abbildung 41) resoniert die Methylgruppe bei & = 21.04 ppm. Eng
beieinander und im einzelnen nicht genau zuzuordnen sind die Signale der Atome C-2’°, C-3’
und C-4’, die im Bereich von 6 = 24.43 bis 26.44 ppm in Erscheinung treten. Die C—N-
Bindung besitzt aus Mesomeriegriinden einen hohen Doppelbindungsanteil. Als Folge der
eingeschriankten Drehbarkeit um diese Bindung befinden sich die Kohlenstoffatome des
Piperidinrings C-1” und C-5’ relativ zum Carbonylsauerstoff (E)- bzw. (Z)-angeordnet. Im "°C
NMR-Spektrum beobachtet man fiir diese Positionen unterschiedliche chemische Ver-
schiebungen. Das zum Carbonylsauerstoff (Z)-angeordnete a-Kohlenstoffatom des tertidren
Amid-Stickstoffs resoniert bei hoherem, das (E)-angeordnete C-Atom resoniert bei tieferem

Feld. Deshalb wird das Signal bei 6 = 42.82 ppm dem Atom C-1°, das Signal bei & =
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46.75 ppm dem Kohlenstoffatom C-5° zugeordnet. Die Resonanzen der C-Atome der

Hydroxylgruppe und der Amidgruppe finden sich bei & = 60.13 bzw. 171.16 ppm.

8.2.4 Reduktion des Piperidids (R)-56 und Synthese von (R)-6
Das Hydroxyamid (R)-56 kann durch Silylierung der Hydroxylgruppe mittels fert.-
Butyldimethylsilylchlorid und Triethylamin mit 98 % Ausbeute in Verbindung (R)-57

iibergefiihrt werden.

Hw TBDMSO O
TBDMSCI, NEt;, CH,CI,, RT I\/'\/”\

o
98 % (R)-57

(R)-56

Die einstufige Reduktion von tertidfren Amiden zu den korrespondierenden primédren
Alkoholen ist ein Spezialfall der selektiven Reduktion von Amiden. Die Addition eines
Hydrid-Anions an die Carbonylgruppe eines tertidren Amids 58 fiihrt im ersten Schritt
zunichst zum Tetraeder-Intermediat 59, das dann durch Spaltung der C-N-Bindung zum
primédren Alkohol 60, bzw. durch Spaltung der C-O-Bindung zum tertidren Amin 61 zerfallen
kann (Abbildung 42).1%")

H><H
R r}rR

Q [ i oom | / o1
N

H, H
<

60

OH

Abb. 42: Schema zur Reduktion von tertiaren Amiden mit Metallhydriden (M—H)

Typische Metallhydride, wie Lithiumaluminiumhydrid (LiAlH4) und Di-iso-butylaluminium-

hydrid (DIBAL), reagieren bevorzugt unter Bildung der Amine. Wichtige Ausnahmen bilden

]

das von H. C. Brown und seinen Mitarbeitern®” entwickelte Lithiumtriethylborhydrid
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(LiEt;BH; Superhydride®), sowie das von B. Singaram und Mitarbeitern®™! eingefiihrte
Lithiumpyrrolidin-Boran-Reagenz [Li(CH,)sNBH3; LPT]. Neben diesen Verbindungen,
entwickelten 4. G. Myers und seine Mitarbeiter”* Lithiumamidotrihydroborat (LiH,NBH3;
LAB) als Reagenz zur selektiven Reduktion von Pseudoephedrinamiden zu primédren
Alkoholen.

Das prominenteste der oben aufgefiihrten Reduktionsmittel ist Lithiumtriethylborhydrid. Es
wird in der Regel zur Reduktion von N,N-Dimethylamiden eingesetzt und hat sich dort
erfolgreich bewihrt. Die Ausbeuten dieser Reaktion liegen meistens im Bereich zwischen 90
und 100 %. Untersuchungen an hoher substituierten Amiden, wie beispielweise an
Propansdurediethylamid und an Propansdurepyrrolidid zeigen eine deutliche Abnahme der
Ausbeuten mit zunechmender Komplexitit der Amide.”” Im Fall der Reduktion des
Propanséurepyrrolidids wurde der entsprechende Alkohol, das 1-Propanol, mit nur 50 %
Ausbeute erhalten.

Uber die einstufige Reduktion eines Piperidids zu einem Alkohol wurden in der Literatur
keine Informationen gefunden. Es war deshalb umso erfreulicher, dal die Umwandlung von
(R)-57 zum Alkohol (S)-52 mit LiEt;BH als Reduktionsmittel problemlos verlief. Die rasch
und unter milden Bedingungen verlaufende Reaktion und ergab das Produkt (S)-52 in 92 %

Ausbeute.

TBDMSW TBDMSO
,\O LiBH(CzH5)s THF, 0 °C—=RT K/k/\OH

(R)-57 92 % (S)-52

Die abschliefende Transformation des Silyloxyalkohols (5)-52 in den chiralen C¢-Baustein
(R)-6 wurde analog zur Synthese von rac-6 (Kapitel 8.1), durch Aktivieren der
Hydroxylgruppe als Mesylat und deren Substitution durch Iodid in siedendem
Tetrahydrofuran erfolgreich durchgefiihrt.

TBDMSOK/k/\ 1. THF, NEts, CH3S0,Cl, 0 °C TBDMSOK/k/\
on  2.THFLil67°C . |

(S)-52 93 % (R)-6
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8.2.5 Diskussion der spektroskopischen Daten von (R)-6

T35 0TBDMS

(R)-6

Im IR-Spektrum priagen mehrere Absorptionsbanden der C-H-Streckschwingungen den
Bereich von V = 2955 bis 2857 cm . Hinweise auf den Silylether geben die Absorptions-
banden bei v = 1098 und 836 cm .

Das 'H NMR-Spektrum enthiillt durch charakteristische Resonanzsignale bei & = 0.03 und
0.87 ppm die Anwesenheit einer tert.-Butyldimethylsilyl-Gruppe. Sie {iberlagern das Dublett
bei 6 = 0.87 ppm, das durch die Methylgruppe am Stereozentrum hervorgerufen wird. Die
diastereotopen 2-H,-, 3-H- und 4-H,-Protonen fiihren zu komplexen Resonanzen im Bereich
von & = 1.34 bis 1.97 ppm und lassen sich nur im Einzelnen schwer zuordnen. Der negative
induktive Effekt von Sauerstoff- und lodatom lassen die Signale der Protonen 1-H, und 5-H;

bei 6 =3.15 und 3.23, bzw. bei 3.60 und 3.65 ppm in Erscheinung treten.

Abb. 43: *C APT NMR-Spektrum von (R)-6 (50 MHz, CgDg)

Im "*C NMR-Spektrum (Abbildung 43) erkennt man die Resonanzen der Kohlenstoffatome,
die direkt mit dem Silicium- bzw. mit dem Iodatom verbunden sind, an ihrer

charakteristischen Hochfeldverschiebung. Sie resonieren bei 6 = —5.29 sowie -5.26
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[(SiCH3);] und 4.91 (C-1) ppm. Das Signal des quartiren Kohlenstoffatoms der fert.-
Butylgruppe bei & = 18.42 ppm ldBt sich im “C APT NMR-Spektrum durch seine
entgegengesetzte Orientierung gut vom Signal der Methylgruppe am stereogenen Zentrum bei
d = 18.54 ppm unterscheiden. Das stirkste Signal erzeugen die drei Methylgruppen der fert.-
Butylgruppe bei & = 26.13 ppm. Das stereogene Atom C-3 resoniert bei 6 = 30.35 ppm und
die Signale der Atome C-2 und C-4 erscheinen bei 6 = 39.18 und 41.07 ppm. Bedingt durch

den elektronegativen Sauerstoff resoniert das Kohlenstoffatom C-5 bei 6/ = 60.88 ppm.

8.3  Bestimmung der optischen Reinheit des C4-Bausteins (R)-6

Neben den spezifischen Drehwerten, deren Bestimmung mit einem relativ grolen Fehler
behaftet ist und tliber die in der Literatur oft uneinheitliche Angaben gemacht werden, wurden
noch andere, voneinander unabhidngige Methoden zur Bestimmung des Enantiomeren-
iiberschusses angewendet. Eine praktikable Vorgehensweise ist die gaschromatographische
Separation der Enantiomeren an chiraler Phase. Versuche, die Verbindungen rac-52 und rac-
6 an der chiralen stationdren Phase Heptakis-(2,6-O-methyl-3-O-pentyl)-B-cyclodextrin in
ihre Spiegelbildisomeren aufzutrennen, waren erfolglos.

Eine andere, ebenfalls hiufig angewandte Methode zur Bestimmung des Enantiomeren-
iiberschusses, ist die Umsetzung der Probensubstanz mit einem chiralen Derivatisierungs-
reagenz. Zur Derivatisierung von primiren und sekunddren Alkoholen ist die (nach seinem
Erfinder) als Mosher-Reagenz bekannte o-Methoxy-a-(trifluormethyl)phenylessigsaure (62)
das Mittel der Wahl.” Sie ist sowohl als (S)- als auch als (R)-Enantiomer kommerziell

erhiltlich.

F3sC, CF3
s oH HO™ RY..
Haco™[S R{™ocH,

(S)-62 (R)-62
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Die diastereomere Zusammensetzung der Probensubstanz wird nach ihrer Derivatisierung in
der Regel durch eine Analyse der P NMR-Spektren bestimmt. Dies hat den Vorteil, dal3 die

charakteristischen Signale der Fluoratome zur Diastereomerenbestimmmung nicht durch

J{ J{ NN

I I I I I I I f |
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Abb. 44: '"H NMR-Spektrum der diastereomeren Mosher-Ester (S,S)-63 und (R,S)-63
(500 MHz, CgDg); Diastereomerenverhaltnis =1 : 1

Resonanzen anderer Atome iiberlagert sind. Die Untersuchung der NMR-Spektren des durch
Umsetzung von Verbindung rac-52 mit (S)- 62 erhaltenen Diastereomerengemisches der
Mosher-Ester (S,5)-63 und (R,S)-63 ergaben allerdings weder im '’F- noch im “C NMR-

Spektrum Signale, die sich zur Bestimmung des Diastereomerenverhéltnisses eigneten.
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TBDM
(S)-a-Methoxy-o-trifluor- SO

TBDMSO OH methylphenylessigsaure
w ((5)62), DCC, DMAP, CHyCly

73 %

rac-52

TBDMSO™  (R,S)-63

Dagegen zeigt die Aufnahme eines 'H NMR-Spektrums der beiden Diastereomere (S,S)-63
und (R,5)-63 in Deuterobenzol (Abbildung 44) eine ausreichend grofle Differenz in der
chemischen Verschiebung der direkt am Stereozentrum befindlichen Methylgruppe (3 = 0.705
und 0.710 ppm). Sie kann deshalb zur Bestimmung des Diastereomeren- und damit des

Enantiomerenverhéltnisses herangezogen werden.

J A kL

Abb. 45: "H NMR-Spektrum des Mosher-Esters (S,S)-63 (500 MHz, CgDs)
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(S)-a-Methoxy-a-trifluor-
methylphenylessigsaure

TBDMSO OH
w [(S1-62], DCC, DMAP, CHyCly

81 %

TBDMSO
(S)-52

Das 'H NMR-Spektrum des Produkts der Umsetzung von (5)-52 mit (S)-62 ist in Abbildung
45 dargestellt. Wie dem Spektrum zu entnehmen ist, 146t sich nur das (S,5)-63 Diastereomer
nachweisen, da sich nur die Resonanz des Dubletts der Methylgruppe von (S,S5)-63 bei & =
0.745 ppm findet. Der Enantiomereniiberschu3 des Alkohols (S5)-52 ist damit groBer als
95 %.1177

84  Zusammenfassung

Ausgehend von dem kommerziell erhdltlichen, nahezu enantiomerenreinen chiralen (R)-3-
Methylglutarsdureethylester (R-11) (ee > 95 %) ist es moglich, durch chemoselektive
Reduktion der Carbonsdure- bzw. der Esterfunktionalitit die beiden enantiomeren Lactone
(8)-12 und (R)-12 zu synthetisieren. (R)-12 erhielt man dabei mit einer Ausbeute von 92 %
und einem EnantiomereniiberschuB von 98 %. Die Offnung des Lactons (R)-12 mit Piperidin
zum entsprechenden Hydroxyamid (R)-56 ergibt nach dem Silylieren der Hydroxylgruppe
(R)-57. Die einstufige Reduktion des tertidiren Amids (R)-57 zum priméren Alkohol (S)-52,
dessen Mesylierung und Umsetzung mit Kaliumiodid ergibt das benoétigte lodid (R)-6.

Im Ergebnis gelingt die Synthese des enantiomerenreinen Cg-Bausteins (R)-6 in Grammengen
aus (R)-11 mit einer Gesamtausbeute von 76 % iiber fiinf Stufen. Die Bestimmung des
Enantiomereniiberschusses auf der Stufe des Silyloxyalkohols (S)-52 nach der Mosher-
Methode zeigt, dal die Integritit des Sterecozentrums im Verlauf der Synthesesequenz

unangetastet bleibt.
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9 Synthese des diastereomerenreinen C,y-Bausteins 7

Im vorhergehenden Kapitel wurde die Synthese der geséttigten Cg-Bausteine rac-6 und (R)-6
ausfiihrlich beschrieben. Zum Aufbau der kompletten Seitenkette von Methanophenazin (1)
sah der Syntheseplan vor, rac-6 bzw. (R)-6 mit dem diastereomerenreinen Vinyliodid 7 zu
verkniipfen (Abbildung 15). Es war geplant, diesen Cjo-Baustein durch eine Zirkonium-
katalysierte Carbometallierung eines entsprechenden terminalen Alkins 9 herzustellen.”® Als
Startmaterial flir die Synthese von 9 war das im Handel erhéltliche, diastereomerenreine

(E,E)-Farnesylaceton (10) vorgesehen.””!

9.1 Synthese des terminalen Alkins 9

Systematische Untersuchungen zur Chemie von Organozirkonium-Verbindungen durch
Negishi und seine Mitarbeiter, fiihrten zur Methode der Zirkonium-katalysierten Carbo-
aluminierung terminaler Alkine.” Damit ist es mdglich, eine endstindige Dreifachbindung
wie in 64 regio- und stereoselektiv in die entsprechende (F)-2-Methyl-1-alkenylaluminium-
Verbindung 65 {iberzufilhren. Ausgehend von 65 eroffnen sich eine Reihe von
Reaktionsmoglichkeiten, wie etwa die Alkylierung, die Acylierung, die Transmetallierung
oder auch die konjugierte Addition, die unter Substitution des Aluminiumatoms und

Retention der Konfiguration der Doppelbindung verlaufen.”™

R H R H
MesAl, Cl,ZrC !
B S W &

R Me AlMe, Me R'
64 65 66

Die Methode eignet sich besonders gut zum Aufbau trisubstituierter-(£)-Olefine des Typs 66,
einem bei Terpenen hdufig auftretenden Strukturelement. Ihr Erfolg hingt entscheidend von
einem effizienten Zugang zu dem entsprechenden terminalen Alkin ab. Erneut waren es

96991001 qie 1980 iiber eine breit anwendbare Methode zur

Negishi und seine Mitarbeiter,'
Umwandlung von Methylketonen in endsténdige Dreifachbindungen berichteten.

Der erste Schritt dieser Transformation besteht in der Generierung des kinetischen Enolats
durch Deprotonierung des Methylketons 67 bei —78 °C mit einer sperrigen Base wie
Lithiumdi-iso-propylamid (LDA) oder Lithium-2,2,6,6-tetramethylpiperidid (LiTMP) und

dessen Abfangen mit Diethylchlorophosphat [CIPO(OEt),] als Phosphoenolether 68. Erneutes
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Deprotonieren mit 2 Aquivalenten LDA bzw. LiTMP in der Kilte fiihrt zur B-Eliminierung
von Diethylphosphat und ergibt das entsprechende Acetylid, welches bei der Aufarbeitung

mit wélriger Sdure zum terminalen Alkin 69 protoniert wird.

O 1. LiTMP, —78 °C OPO(OEt),
R/\)J\ 2. CIPO(OEt), o RA/&
67 68
1. 2 Aquiv. LITMP, —78 °C P H
2. HCI, H,0 A/
» R
69

Die Reaktion wird in der Regel im Stile einer ,,Eintopf-Reaktion* ohne Isolierung des
Phosphoenolethers durchgefiihrt und ergibt die Alkine, je nach Substrat, mit Ausbeuten

zwischen 61 und 85 %.[1%]

N =z
LiTMP, THF, —78 °C dann CIP=0O(EtO),,
transfer zu LiTMP, —78 °C—> RT, H,0 -
75 % _
10 9

Durch die erfolgreiche Anwendung dieser Synthesemethode konnte (E,E)-Farnesylaceton

(10) mit 75 % Ausbeute in das terminale Alkin 9 umgewandelt werden.
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9.2  Diskussion der spektroskopischen Daten von 9

Das UV-Spektrum von 9 zeigt im Wellenldngenbereich A =190 bis 400 nm keine
Absorptionbanden, da die Doppelbindungen dieses Kohlenwasserstoffs untereinander nicht in
Konjugation stehen.

Charakteristische Absorptionsbanden der terminalen Dreifachbindung treten im IR-Spektrum
bei V =3311 cm™ fiir die =C—H- und bei ¥V = 2119 cm™" fiir die C=C-Streckschwingungen
auf. Im Bereich von vV = 2966 bis 2854 cm ' iiberlagern sich olefinische und aliphatische
C—H-Schwingungsbanden. Die Absorption bei v = 1667 cm™' wird einer olefinischen C=C-

Streckschwingung zugeordnet.

1\
6 10 15

J | JﬂVC ; 1

Abb. 46: "H NMR-Spektrum von Verbindung 9 (300 MHz, CgDs)
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Aufgrund sich wiederholender isoprenoider Strukturelemente im Molekiil beobachtet man im
'H NMR-Spektrum (Abbildung 46) zahlreiche sich iiberlagernde Signale. Dennoch gut zu
identifizieren sind die vier olefinischen Methylgruppen bei & = 1.48, 1.55, 1.57 und 1.66 ppm.
Das Signal des acetylenischen Protons 1-H erscheint durch eine *J-Kopplung mit den 3-H,-
Protonen als Triplett bei 6 = 1.77 ppm. Alle Methylenprotonen treten als breites, schwach
aufgeldstes Signal zwischen 6 = 1.96 und 2.22 ppm in Erscheinung. Die vinylischen Protonen

5-H, 9-H, 13-H zeigen ein Multiplett zwischen & = 5.16 und 5.28 ppm.

1\
A 3 7 Z =
6 10 15
s 0| VAL Al AR OB e A A L ¢
I I | |

160 140 120 100 ‘ 80 60 k' 2q 0

Abb. 47: "*C APT NMR-Spektrum von Verbindung 9 (50 MHz, C¢Ds)

Im *C NMR-Spektrum erscheinen die charakteristischen Signale der Kohlenstoffatome der
Methylgruppen der Isopropylidengruppe von Verbindung 9 bei 6 = 17.72 (14-CH3) und 25.48
(C-15) ppm (Abbildung 47). Neben den Resonanzen der Atome C-6 und C-10 bei 6 = 135.01
und 136.49 ppm tritt das Signal von C-14 bei 6 = 131.09 ppm in Erscheinung. Mit é = 68.81
und 84.27 ppm liegen die Resonanzsignale der Kohlenstoffatome C-1 bzw. C-2 in einem fiir
endstindige Alkine typischen Bereich des '*C NMR-Spektrums. Die vinylischen Atome C-5,
C-9 und C-13 resonieren bei & = 123.09, 124.63 und 124.91 ppm.
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9.3  Synthese des Vinyliodids 7

Wie bereits in Abschnitt 9.1 dargestellt, ergibt die Reaktion eines terminalen Alkins 64 mit
Trimethylaluminium (70) in Gegenwart von Zirkonocendichlorid (71) das entsprechende syn-
Additionsprodukt 65 mit einer Selektivitit grofer 95 %. Die AlMe,-Gruppe wird bei diesem
Prozef3 mit einer Regioselektivitit von 95 % auf das endstidndige Kohlenstoffatom von 64
iibertragen, wéhrend die Methylgruppe an C-2 addiert. Die Ausbeuten fiir die anschlieBende
Umsetzung der Alkenyl-Aluminium-Spezies 65 mit I, zum Vinyliodid liegen im Bereich von
70 bis 85 %.!"""Y Der genaue Mechanismus und die Griinde fiir den im hohen MaBe regio- und
stereoselektiv ablaufenden Vorgang sind in groen Teilen noch unverstanden. Man vermutet
als Folge eines raschen Methyl-Chlor-Austauschs zwischen Zirkonocendichlorid (71) und
Trimethylaluminium (70) die Bildung des Zirkon-Aluminium Komplexes 72, der mit der
endstdndigen Dreifachbindung von 64 koordiniert (Abbildung 48). Den zentralen Schritt
bildet die Addition der koordinativ ungesittigten Zirkon-Aluminium-Spezies 73 an die

terminale Dreifachbindung von 64.1'%

Nach einem erneuten Methyl-Chlor-Austausch
dissoziiert Zirkonocendichlorid 71 unter Freisetzung der 2-Methyl-1-alkenylaluminium

Verbindung 65 aus dem Komplex 74 ab.

R
Ll = H 64
Me3Al + CloZrCp; Me,A[ ,ZrCp,Me
o
70 71 72
R
R H
== H _>=< Cl.
Me—é\l- -Cl--ZrCp;Me Me f\l . ZrCp;Me
Me Cl Me g
73 74
R H
— — _>=< + Clzerpz
Me AlMe,
65 71

Abb. 48: Schema zum Mechanismus der Zirkonium-katalysierten Carboaluminierung

terminaler Alkine
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Aus der Reaktion geht Zirkonocendichlorid (71) unverdndert hervor und kann weitere
Carboaluminierungs-Cyclen durchlaufen. Um gute Ausbeuten zu erzielen, verlangen die als
,katalytisch® bezeichneten Varianten dieser Synthesemethode in der Regel 20 bis 30
Molprozent Zirkonocendichlorid (71) sowie lberstochiometrische Mengen an Trimethyl-
aluminium. Die Methode ist mit einigen funktionellen Gruppen, wie etwa der Hydroxyl-
gruppe und den Halogenatomen Chlor, Brom und lod sowie mit Silylschutzgruppen

kompatibel und wurde in zahlreichen Naturstoffsynthesen eingesetzt.[gg]

Zur Herstellung des Vinyliodids 7 wurden einer Vorschrift von Ley!'"™ folgend 0.25
Aquivalente Zirkonocendichlorid (71) und drei Aquivalente Trimethylalminium (70) zur
Carboaluminierung des diastereomerenreinem Alkins 9 eingesetzt. Die intermediir
entstehende Alkenyl-Metall-Spezies wird durch Zugabe von elementarem lod in Tetrahydro-
furan zur Reaktionsmischung in 7 iibergefiihrt. Die Ausbeuten der Reaktion liegen zwischen
68 und 74 %. Der Einsatz von 0.5 Aquivalenten Zirkonocendichlorid (71) brachte in diesem
Punkte keine Verbesserung.

X =Z 1. CpoZrCly (71), Me3Al (70), N o
CH,CICH,CI, RT
2.1p, THF, ~40°C—=0°C

74 %

Die Reinigung des Rohprodukts an Kieselgel gestaltete sich aufwendig, da zur Abtrennung
der unpolaren Nebenprodukte viel Adsorbens (Rohprodukt / Adsorbens = 1 : 500) und meist
zweimaliges Chromatographieren erforderlich war. Das auf diesem Wege erhaltene Produkt 7
war diastereomerenrein, wie die Analyse des *C NMR-Spektrums und zusitzliche GC/MS-

Untersuchungen bewiesen.
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9.4  Diskussion der spektroskopischen Daten von 7

2 6 10 15

Ebenso wie bei Alkin 9 treten auch bei Verbindung 7 im UV-Spektrum zwischen A = 190 und
400 nm keine Absorptionsbanden auf, da die im Molekiihl vorhandenen Doppelbindungen
untereinander nicht in Konjugation stehen.

Das IR-Spektrum zeigt die Absorptionsbanden der olefinischen C-H-Streckschwingungen bei
V = 3054 cm™' und die Absorptionbanden der aliphatischen C-H-Schwingungen im Bereich
von 2966 bis 2854 cm™'. Einige fiir die Streckschwingungen der C=C-Doppelbindungen

charakteristischen Absorptionen treten bei vV = 1714, 1666, 1618 cm™' in Erscheinung.

Abb. 49: "H NMR-Spektrum von Verbindung 7 (200 MHz, CgDs)

Vergleicht man die '"H NMR-Spektren der Verbindungen 7 und 9, so 148t sich die erfolgreiche
Umwandlung des terminalen Alkins in die entsprechende trisubstituierte Doppelbindung am

Signal der neuen Methylgruppe bei 6 = 1.66 ppm erkennen (Abbildung 49). Das
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entsprechende olefinische Proton 2-H resoniert, bedingt durch die Nachbarschaft des

Iodatoms, bei 6 = 5.71 ppm.

TV RTIXRY PTHINY YRR} w v
I Y Chalin i

I I | I | I ! I I
160 140 120 100 80 60 4 20 0

Abb. 50: *C APT NMR-Spektrum von Verbindung 7 (50 MHz, CgDs)

Im "*C NMR-Spektrum zeigt sich der Einfluf des Iodatoms am deutlichsten (Abbildung 50).
Das mit dem Halogenatom direkt verbundene Atom C-1 erfdhrt die bei lodatomen
charakteristische Hochfeldverschiebung und resoniert bei 6 = 75.39 ppm. Der Einfluf auf das
Atom C-2 fiihrt erwartungsgemifl zu einer Tieffeldverschiebung (B-Effekt) und ld6t das
entsprechende Signal bei 6 = 147.61 ppm in Erscheinung treten. Von diesem B-Effekt erfahrt
auch die Methylgruppe 2-CHj3, was dazu fiihrt, da3 ihr Signal bei & = 23.92 ppm zu sehen ist.
Das quartire Kohlenstoffatom der Isopropylidengruppe présentiert sein Signal bei & = 131.13
ppm, wihrend die endstdndigen olefinisch gebundenen Methylgruppen ebenfalls charak-
teristisch bei 6 = 17.80 (14-CH3) und 25.90 (C-15) ppm resonieren.

Im Massenspektrum erscheint der Molpeak bei m/z = 386 mit geringer Intensitit. Das durch
den Verlust des Iodatoms entstehende Fragmention [M 1] tritt bei m/z = 259 in Erscheinung.
Den Basispeak des Massenspektrums bildet das Fragmention [C5H9+] mit m/z = 69, was die
zahlreichen Moglichkeiten zur Allylspaltung der isoprenoiden Verbindung 7 zum Ausdruck
bringt.
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9.5  Zusammenfassung

Ausgehend von dem kommerziell erhéltlichen, diastereomerenreinen (E,E)-Farnesylaceton
10°" gelang die Synthese des diastereomerenreinen Vinyliodids 7 in wenigen
Syntheseschritten. Nach einer Methode von Negishi und Mitarbeitern””'®! wurde (E,E)-
Farnesylaceton (10) zunédchst mit einer Ausbeute von 75 % in das entsprechende terminale
Alkin 9 ibergefiihrt, das die Ausgangsbasis fiir die sich anschliefende
Carboaluminierung”®'°" bildete. Diese ergab das angestrebte diastereomerenreine Vinyliodid

7 mit einer Ausbeute von 74 %.
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10  Synthese von Methanophenazin (1)

Ein Schliisselschritt zur Herstellung von (S)-Methanophenazin [(S)-1] bildet die Verkniipfung
des Alkyliodids (R)-6 mit dem Vinyliodid 7 beim Aufbau der Seitenkette (S)-3. Im weiteren
Verlauf der Synthese soll dann durch Veretherung der Seitenkette (S5)-3 mit dem
Heteroaromaten 2 das Zielmolekiil (S)-1 synthetisiert werden (Abbildung 15, S. 22).

Die Methoden zum stereoselektiven Aufbau trisubstituierter Doppelbindungen sind nicht sehr
zahlreich. Eine Moglichkeit besteht in der iibergangsmetallkatalysierten Kreuzkupplung eines

d"¥. Sie wurde am Beispiel der Umsetzung von

Alkylmetallderivates mit einem Vinyliodi
(R)-6 mit 7 zu (S5)-76 untersucht. Liegt der Cs-Baustein (R)-6 in Form seines Grignard-
Reagenzes vor, dann sind katalytische Mengen eines Nickel-Komplexes notwendig, damit die

18] Transformiert man das Alkyliodid (R)-6 in die

sp’-sp>-Kupplung ablaufen kann.
entsprechende Organozinkverbindung, dann hat sich Anwesenheit von Pd(PPhs), als
notwendig erwiesen, um die gewiinschte Verkniipfung zu erreichen.!''”’ Alle genannten

Reaktionen verlaufen unter Retention der Konfiguration am substituierten sp>-Zentrum.

10.1 Palladium-katalysierte Kreuzkupplung von (R)-6 mit 7

Die Lithiierung der Vinylposition von 7 durch lod-Lithium-Austausch und anschlieende
Alkylierung mit (R)-6 nach einer Vorschrift von Mori und Mitarbeitern''®*! konnte nicht
realisiert werden.

Bessere Ergebnisse wurden in Anlehnung an eine Vorschrift von Smith und Mitarbeitern!'*!
durch Palladium-katalysierte Kreuzkupplung der beiden Seitenkettenbausteine 7 und (R)-6
erzielt. Dazu wird das Alkyliodid (R)-6 zunichst durch Behandeln mit trockenem Zinkchlorid

und tert.-Butyllithium in das Zinkorganyl (R)-75 tlibergefiihrt.

W 1.ZnCly, Et,0, RT W
TBDMSO | 20°C ertBull L 1ppus0 i

(R)-6 (R)-75

nl

Dieses wird anschliefend in Gegenwart von drei Molprozent Pd(PPhs)s mit dem Vinyliodid 7
zum geschiitzten Alkohol (S)-76 gekuppelt.
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+ 3 TBDMSO/\/'\/\ZnI

cat. Pd(PPhs),
65 %

(S)-76

Die zu Beginn durchgefiihrten Versuche verliefen mit lediglich 40-45 % Ausbeute an (.5)-76.
Als Nebenprodukt der Reaktion konnte das Homokupplungsprodukt 77 isoliert und anhand

seines 'H NMR- und Massenspektrums identifiziert werden.

Eine Ausbeuteverbesserung wurde durch Erhohung der Menge an Pd(PPhs)s von drei auf
neun Molprozent erzielt. Giinstig wirkte sich auch aus, wenn die Vereinigung des Zink-
Organyls (R)-75 mit der ungesittigten Verbindung 7 nicht tropfenweise, sondern schnell und
ohne Unterbrechung durchgefiihrt wurde. Vermutlich wird durch den so erzeugten Uberschuf
an Metallorganyl (R)-75 die Homokupplungsreaktion von zwei Molekiilen 7 etwas zuriick-
gedrangt. Die Ausbeute der Reaktion konnte im Verlauf mehrerer Versuche auf 65 %
gesteigert werden. Neben Pd(PPhs); kamen auch die Katalysatoren PdCl(dppf) und
PdCIy(PPh3)s zum Einsatz. Mit Ausbeuten zwischen 30 und 40 % lieB sich aber so keine

Verbesserung erreichen.
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Die tibergangsmetallkatalysierte C-C-Kupplung verlduft wie erwartet unter vollstindiger
Retention der Konfiguration des Vinyliodids 7. Das wird durch die Analyse des C NMR-
Spektrums und durch GC-MS Untersuchungen des Kupplungsprodukts bestatigt.

Die mechanistischen Vorstellungen!'®®!

iiber den Ablauf Palladium-katalysierter Kreuz-
kupplungen gehen davon aus, daB sich im ersten Schritt Pd(0) durch oxidative Addition in die
C(sp?)-I Bindung des Vinylhalogenids einschiebt, wobei Pd(0) zu Pd(+1I) oxidiert wird. Im
nichsten Schritt kommt es dann zu einer Ummetallierung der Alkyl-Zink-Verbindung, wobei
ein Alkylrest auf das Palladium iibertragen wird und so eine Alkyl-Palladium-Verbindung
entsteht. Die abschlieBende reduktive Eliminierung verlduft schneller als die mit ihr
konkurrierende B-Hydrid-Eliminierung. Dabei entsteht unter Retention der Konfiguration des

sp>-C-Atoms das sp’-sp’-Kupplungsprodukt und die niedervalente katalytisch aktive Pd(0)-

Spezies wird regeneriert.

10.2 Desilylieren der Seitenkette (5)-76
Die flouridinduzierte Abspaltung der Schutzgruppe gelingt miihelos und nahezu quantitativ,
durch kurzzeitiges Erwdrmen des Kupplungsproduktes (S)-76 mit Tetrabutylammonium-

fluorid in Tetrahydrofuran.

<| TBAF, THF, 67 C> (
~

98 %

|
~

Im Verlauf der Synthese von (S)-78 hat sich herausgestellt, daB die Reinigung des
geschiitzten Kupplungsprodukts (S)-76 nicht in jedem Fall notwendig ist. Am einfachsten ist
es, das rohe Kupplungsprodukt (S)-76 ohne weitere Aufreinigung in den entsprechenden
Alkohol (5)-78 iiberzufiihren. Die Isolierung des chiralen Alkohols (5)-78 gelingt dann durch
einfache Chromatographie an Kieselgel. Die Verwendung des rohen (S)-76 mindert nicht die
Ausbeute an (S5)-78.
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10.3 Bestimmung der Enantiomerenreinheit von (5)-78
Wie bereits in Kapitel 8.3 berichtet, ist zur Bestimmung des Enantiomereniiberschusses von
primdren  Alkoholen die in beiden Enantiomeren verfiigbare o-Methoxy-o-

(trifluormethyl)phenylessigsédure (62) das Reagenz der Wahl.

“\\CFg
OCHj3
(S,S)-79
(S)-a-Methoxy-a-trifluor-
methylphenylessigsaure
S)-62)], DCC, DMAP, CH,CI
[(S)-62)] 2L +

70 %

Nach der Veresterung von rac-78 mit S(—)-a-Methoxy-a-(trifluormethyl)phenylessigsaure
[(S)-62] und Analyse der '°F-, 'H- und C NMR-Spektren der diasterereomeren Produkte
(R,S)-79 und (S,5)-79 wies nur das °C NMR-Spektrum Signale auf, die zur Bestimmung der
optischen Reinheit des Alkohols (S)-78 geeignet waren. (Abbildung 51). Es sind die Signale
der Kohlenstoffatome C-1°, C-2°, C-4’ und 3’-CHj; der beiden Diastereomere (R,S)-79 und
(5,5)-79, die unterschiedliche chemische Verschiebungen =zeigen und so zur

Enantiomerenanalytik herangezogen wurden.
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Abb. 51: *C NMR-Spektrum der Mosher-Ester (R,S)-79 und (S,S)-79 mit Dehnungen der
Signale, die zur Bestimmung des Diastereomerenverhaltnis herangezogen wurden
(125 MHz, CgDg, Diastereomerenverhaltis = 1 : 1)
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Die Reaktion der chiralen Seitenkette (S)-78 mit der enantiomerenreinen Carbonsiure (S)-62
ergibt den Ester (S,5)-79 mit 83 % Ausbeute. Die Analyse des >°C NMR-Spektrums 148t nur
den Signalsatz des (S,5)-79 Diastereomers erkennen (Abbildungen 52 und 53). Der Alkohol
(S)-78 liegt demnach mit einem Enantiomereniiberschul von wenigstens > 95 % vor.'"” Die
Behandlung des nahezu enantiomerenreinen (ee > 95 %) Alkyliodids (R)-6 mit ZnCl, und
tert. Butyllithium, sowie die anschliefende Palladium-katalysierte Kupplung mit 7 fiihrt also

nicht zur Racemisierung am stereogenen Zentrum des Ce-Bausteins (R)-6.

(S)-a-Methoxy-a-trifluor-
methylphenylessigsaure
. [(S)-62], DCC, DMAP, CH,Cl, -

83 %

Abb. 52: *C NMR-Spektrum des Mosher-Esters (S,S)-79 (125 MHz, CsDs)



10. Synthese von Methanophenazin (1)

95

64.90 64.45

c-1

C-2

c-4

3’-CHjs

Abb. 53: Dehnungen der Signale, die zur Bestimmung des Diastereomerenverhaltnis

herangezogen wurden

10.4 Diskussion der spektroskopischen Daten von ($)-78

HO

Die Verbindung (S)-78 ist ihrer Natur nach ein farbloses Ol, das im UV-Spektrum zwischen

15

(S)-78

20

A =190 und 400 nm erwartungsgemill keine Absorptionsbanden zeigt. Der spezifische

Drehwert betragt [a]%o = —2.6°. Im IR-Spektrum ist die breite Bande bei v = 3331 cm™' ein

Beleg fiir die freie Hydroxylgruppe im Molekiil. Die C-O-Streckschwingung absorbiert bei

Vv =1057 cm™'. Die aliphatischen C-H-Streckschwingungen der zahlreichen Methylen- und
Methylgruppen absorbieren bei v = 2960, 2924 und 2854 cm . Die Bande bei Vv = 1666

cm ' wird der C=C-Streckschwingung einer trisubstituierten Doppelbindung zugeordnet.



10. Synthese von Methanophenazin (1) 96

\‘4
>
o
IS
w
~
o

Abb. 54: 'H NMR-Spektrum von Verbindung (S)-78 (500 MHz, CgDs)

Das 'H NMR-Spektrum (Abbildung 54) prisentiert die Methylgruppe am stereogenen
Zentrum bei & = 0.83 ppm als ein durch die *J-Kopplung zum benachbarten Methinproton
zum Dublett aufgespaltenes Signal. Vier starke Singuletts der Methylgruppen 7-CHs, 11-CH3,
15-CH3 und 19-CH; dominieren das Spektrum im Bereich von & = 1.56 bis 1.61 ppm. Sie
werden eingerahmt durch die Signale der 20-Hsz Protonen bei 6 = 1.67 ppm, die als Dublett
erscheinen, sowie dem mit Deuterium austauschbaren Hydroxylproton bei 6 = 1.54 ppm. Die
Methylenprotonen 2-H,, 3-H und 4-H, resonieren im Bereich von = 1.10 bis 1.53 ppm,
wihrend die allylischen Methylengruppen in einem schwach aufgeldsten Resonanzsignal den
Bereich von & = 1.94 bis 2.25 ppm des Spektrums belegen. Durch die unmittelbare Néhe des
Sauerstoffatoms zu tiefem Feld verschoben, resonieren die diastereotopen 1-H, Protonen bei
0=3.39 und 3.41 ppm. Bei tiefstem Feld treten erwartungsgemdf3 die vier olefinischen

Protonen 6-H, 10-H, 14-H und 18-H als Multiplett von & = 5.21 bis 5.35 ppm in Erscheinung.
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Abb. 55: *C APT NMR-Spektrum von Verbindung (S)-78 (50 MHz, CgDs)

Von der gelungenen Kreuzkupplung der beiden Fragmente (R)-6 mit 7 sowie der anschlieen-
den Desilylierung zeugen im *C NMR-Spektrum (Abbildung 55) u. a. die Resonanzen der
tertidren C-Atome des olefinischen Teils von (S)-78 bei 6 = 124.80 (C-10, C-14), 124.93 (C-
6) und 125.27 (C-18) ppm sowie das stereogene Kohlenstoffatom C-3 des aliphatischen Teils
von (S5)-78 bei & = 29.49 ppm. Die dazugehdrigen quartdren Kohlenstoffatome C-7, C-11 und
C-15 présentieren ihre Signale im Bereich von bei &=134.78 bis 134.99 ppm. Eine
Ausnahme bildet das quartire Atom C-19. Es resoniert bei 6 = 131.10 ppm. Zusammen mit
den daran gebundenen Methylgruppen 19°-CH3 und 20-Hsz bei §=17.75 und 25.86 ppm
markieren sie eine Isopropylidengruppe und unterscheiden sich damit charakteristisch von
den entsprechenden Kohlenstoffatomen inmitten der Kette. Neben den bereits erwdhnten
Signalen der beiden terminalen Methylgruppen finden sich Resonanzen der Atome 7-CHs, 11-
CHj3 und 15-CH3 im Bereich von 6 = 16.09 bis 16.15 ppm. Das Signal der Methylgruppe am
Stereozentrum tritt bei d=19.71 ppm in Erscheinung. Bedingt durch die Bindung zum
Sauerstoffatom wird das Atom C-1 entschirmt und sein Resonanzsignal erfdhrt eine

Tieffeldverschiebung zu 6 = 60.83 ppm.
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10.5 Darstellung von (S)-Methanophenazin [(S)-1]

Nachdem nun 2 und (S)-78 vorlagen, war zum erfolgreichen Abschluf3 der Synthese von (S)-
Methanophenazin [(S)-1] nur noch die Verknilipfung dieser beiden Bausteine durch eine
Veretherung erforderlich. Wie in Kapitel 7.1 dargelegt, ergaben Modellversuche mit 2-
Hydroxyphenazin (2) und Citronellol (rac-47) gute Ausbeuten an Ether, wenn rac-47 in Form
seines Mesylats mit 2 in Gegenwart von Kaliumhydroxid in Tetrahydrofuran unter
Phasentransferkatalyse zur Reaktion gebracht wurden. Unter den gleichen Bedingungen
entsteht Methanophenazin [(S)-1] aus dem Mesylat von (S)-78 und 2-Hydroxyphenazin (2) in
80 % Ausbeute. Die Bildung eines nicht identifizierten Nebenproduktes kann durch
Steigerung der Reaktionstemperatur, Verkiirzung der Reaktionszeit und Verwendung von
Toluol als Losungsmittel vermindert werden. Der Einsatz eines Uberschusses an 2-
Hydroxyphenazin (2) (1.2 Aquivalente) ist notwendig, um den vollstindigen Umsatz des
Mesylats von (S5)-78 zu gewdhrleisten. Dies ist notwendig, da sich nicht umgesetztes Mesylat
(8)-3 und das Reaktionsprodukt (S)-1 bei der chromatographischen Reinigung nur schwer
voneinander trennen lassen. Unter den optimierten Reaktionsbedingungen liegt die Ausbeute

an (S)-1 bei 90 %.

1. THF, NEtz, CH3SO,Cl, 0 °C—>RT,

OH
2. 2-Hydroxyphenazin (2), KOH,
Aliquat 336, Toluol, 110 °C -
90 %
Ly YT
/ é
N
(S)-1

Damit war die Synthese von (S)-Methanophenazin [(S)-1] abgeschlossen. Sie verlief
ausgehend von (E,E)-Farnesylaceton (10) in 6 Schritten und lieferte die Verbindung (5)-1 in

enantiomerenreiner Form mit einer Gesamtausbeute von 32 %.
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10.6 Darstellung von racemischen Methanophenazin rac-1

Die Synthese des racemischen Naturstoffs rac-1 geht von dem in Kapitel 8.1 beschriebenen
Alkyliodid rac-6 aus. Seine Verkniipfung mit dem ungeséttigten C 9-Baustein 7 verlauft nach
derselben Methode, nach der auch (S)-1 synthetisiert wird, also durch eine Palladium-
katalysierte Kreuzkupplung der beiden Bausteine rac-6 und 7 zu rac-76. Nach Entschiitzen
und Aktivieren von rac-76 wird die abschlieBende Veretherung mit 2-Hydroxyphenazin (2)

zu rac-1 in der oben beschriebenen Art und Weise durchgefiihrt.

A X! 1.rac-6, ZnCl,, Et,0, RT, dann
tert.-BuLi,—90 °C — RT, Transfer
zu 7, kat. Pd[P(Ph)sls, RT

= 65 %

1. TBAF, THF, RT
2. THF, NEts, CH3SO,Cl

3. 2-Hydroxyphenazin (2) N o)
KOH, Aliquat 336, Toluol o ©: D/

rac-1

10.7 Diskussion der spektroskopischen Daten von (§)-Methanophenazin [(S)-1)]

9 1 ' ' ' ' '
3 7 11 15 20
Q:ND/O N N X N
— 3 =
6 N S-1

(S)-Methanophenazin [(S)-1] ist ein gelbes Ol, das im UV-Spektrum Absorptionsmaxima bei

A =256, 354, und 388 nm aufweist. Das Stereozentrum an C-3’ ist verantwortlich fir die

Drehung linear polarisierten Lichtes. Der hochste Drehwert [a]s,, = — 4.6° wurde am

Polarimeter bei Untersuchungen mit einer Wellenlénge von A = 546 nm gemessen. Im IR -

Spektrum finden sich die Signale der aromatischen bzw. olefinischen C-H-Valenz-
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schwingungen bei v =3059 cm™'. Die entsprechenden Schwingungsbanden der Methylen-
und Methylgruppen prisentieren sich im Bereich von V =2954 bis 2853 cm.
Absorptionsbanden bei Vv =1632 und 1605 cm™' deuten auf olefinische-, solche bei
vV =1560 und 1518 cm™ auf aromatische C=C-Valenzschwingungen hin. Mittelstarke
Absorptionsbanden von CH;- und CHj;-Deformationsschwingungen treten im Bereich von
V = 1483 bis 1360 cm ™' in Erscheinung. Eine Absorption bei v = 1196 cm™' wird einer C-O-

Valenzschwingung der Ethergruppe zugeordnet.

L

Abb. 56: 'H NMR-Spektrum von natiirlichem Methanophenazin (1) (500 MHz, C¢Ds)

Im '"H NMR-Spektrum zzhlt man die Resonanzsignale von sieben aromatischen, vier
olefinischen und 39 aliphatischen Protonen (Abbildungen 56 und 57). Der aliphatische
Bereich wird dominiert von den Resonanzen der flinf an Doppelbindungen gebundenen
olefinischen Methylgruppen bei 6 = 1.56 ppm (19°-CH3), 6 = 1.61 bis 1.64 ppm (7°-CH3, 11°-
CHj3;, 15°-CHj3), sowie bei & = 1.68 ppm (20°-H3). Sie {iberlagern das Signal des 3’-H bei 6 =
1.60 bis 1.65 ppm. Das Signal der Methylgruppe 3’-CH3z am stereogenen Zentrum erscheint
bei 8 = 0.83 ppm und wird durch die *J-Kopplung mit dem benachbarten 3’-H Proton
charakteristisch zum Dublett aufgespalten. Die diastereotopen Protonen 2’-H,, und 4’-H,

treten als Multiplett zwischen 6 = 1.14 und 1.44 ppm in Erscheinung. Alle allylischen



10. Synthese von Methanophenazin (1) 101

Methylenprotonen resonieren als wenig aufgelostes Multiplett bei 6 = 1.97 bis 2.27 ppm. Der
negative induktive Effekt des Sauerstoffatoms entschirmt die 1°-H, Protonen und das

Spektrum zeigt ihre Signale bei 6 = 3.80 ppm.

N

%%Jm

I
1 0

Abb. 57: 'H NMR-Spektrum von synthetischem Methanophenazin [(S)-1] (500 MHz, C¢Ds)

Die vier olefinischen Protonen 6’-H, 10°-H, 14’-H und 18’-H erscheinen als Multiplett bei 6 =
5.21 bis 5.48 ppm. Die Gegenwart der beiden Stickstoffatome hat den gréfSten Einflu3 auf die
aromatischen Protonen 4-H, 6-H und 9-H. Ihre Signale sind daher zu tiefem Feld verschoben
und finden sich bei 6 = 8.12 (4-H) und 8.30 (6-H und 9-H) ppm. Das Sauerstoffatom hat den
starksten EinfluB auf das 1-H Proton. Es erfahrt eine Hochfeldverschiebung und sein Signal
tritt bei 6 = 7.53 ppm, aufgespalten durch die meta-Kopplung mit dem 3-H Proton, als Dublett
in Erscheinung. Die Protonen 3-H, 7-H und 8-H zeigen ein Multiplett bei & = 7.32 bis 7.35
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Abb. 59: "*C NMR-Spektrum von synthetischem Methanophenazin [(S)-1] (125 MHz, CgDs)
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Das >C NMR-Spektrum von (S)-1 prisentiert die Signale der olefinischen Methylgruppen 7°-
CHs, 11°-CHj3, und 15°-CHj3 bei 6 = 16.12, 16.13 und 16.15 ppm (vergleiche Abbildungen 58
und 59). Die Atome 19°-CH3; und C-20 resonieren bei & = 17.73 und 25.78 ppm und
markieren zusammen mit der Resonanz des quartdren Atoms C-19’ bei 6 = 131.07 das Ende
der ungesittigten Seitenkette. Das Signal bei & = 19.56 ppm wird der direkt mit dem
stereogenen Zentrum verbundenen Methylgruppe 3’-CHj; zugeordnet. Durch die Nihe des
Sauerstoffatoms auffallend zu tiefem Feld verschoben, erscheinen die Resonanzsignale der
Atome C-17 und C-2 bei 6=6691 bzw. 160.78 ppm. Ein positiver mesomerer Effekt,
hervorgerufen durch das Sauerstoffatom, fiihrt zur Hochfeldverschiebung des Signals von C-1
zu 6 = 105.80 ppm. Die quartdren aromatischen Atome C-4a, C-5a, C-9a und C-10a stehen in
direktem Kontakt mit den beiden elektronegativen Stickstoffatomen und resonieren
tieffeldverschoben im Bereich von 6 = 141.36 bis 145.87 ppm. Dadurch lassen sie sich gut
von den quartdren olefinischen Atomen C-7’, C-11" und C-15’, deren Signale bei 6 = 134.99
bis 135.09 ppm erscheinen, unterscheiden.

Im Massenspektrum bildet der Basispeak gleichzeitig das Molekiilion und ist bei m/z = 538 zu
erkennen. Charakteristische Fragmentionen bei m/z = 470, 402, 334 und 265 entstehen durch
die sukzessive Abspaltung von CsHg- bzw. CsHo-Einheiten durch Allylspaltung aus der
Seitenkette.

Insgesamt bleibt festzuhalten, daB die spektroskopischen Daten von synthetischem
Methanophenazin rac-1 und (S)-1 mit denen des natiirlichen Methanophenazins (1)
hervorragend {ibereinstimmen. Damit ist das Ergebnis der Strukturaufklirung von

Methanophenazin (1) durch Totalsynthese bestétigt worden.

10.8 Zusammenfassung

Ein Schliisselschritt zur Synthese von (S)-Methanophenazin [(S)-1] ist die zum Aufbau der
Seitenkette erforderliche Verkniipfung des gesittigten Ce-Bausteines (R)-6 mit dem
ungesittigten Cjo-Baustein 7. Dies gelingt durch die Uberfiihrung des Alkyliodids (R)-6 in
das entsprechende Zink-Organyl und seine anschlieBende Palladium-katalysierte
Kreuzkupplung mit dem Vinyliodid 7. Desilylieren des Kupplungsprodukts zum Alkohol (S)-
78 und Verethern mit 2-Hydroxyphenazin (2) fiihrt zum angestrebten Zielmolekiil (S)-1.
Unter Verwendung von rac-6 wurde Methanophenazin (rac-1) auch in seiner racemischen

Form synthetisiert.
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11  Versuche zur Ermittlung der absoluten Konfiguration von

Methanophenazin (1)

Die einzige ungeklarte Frage im Zusammenhang mit der Strukturaufkldrung von natiirlichem
Methanophenazin (1) ist die nach der absoluten Konfiguration des Naturstoffs. Thre Kldrung
wird vor allem durch die geringen zur Verfligung stehenden Mengen des Naturstoffs

erschwert.

11.1 Untersuchungen mit chromatographischen Methoden

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration eines stereogenen Zentrums bedient man sich
hiufig der Chromatographie an chiraler Phase.''"®! Neben der Verbindung, deren absolute
Konfiguration aufgekladrt werden soll, bendtigt man dazu am besten das racemische Gemisch
und ein Enantiomer mit bekannter absoluter Konfiguration. Dabei etabliert man zunéchst mit
dem racemischen Gemisch die Bedingungen zur Separation der Enantiomeren. AnschlieSend
vergleicht man die Retentionszeit der Substanz unbekannter Konfiguration mit den
Retentionszeiten der Enantiomere bekannter Konfiguration. Die dabei erhaltenen Ergebnisse
lassen einen eindeutigen Riickschlul auf die absolute Konfiguration des fraglichen
Stereozentrums zu. Durch abschlieBende Co-Chromatographie der drei Substanzproben
iiberpriift man die erzielten Resultate. Der groe Vorteil der chromatographischen Methoden
liegt im geringen Substanzbedarf.

Zunichst war geplant, die Konfiguration des stereogenen Zentrums von Methanophenazin (1)
durch Gaschromatographie an chiraler Phase zu ermitteln. Bei den Versuchen, die Parameter
zur Auftrennung der Enantiomeren von rac-1 zu bestimmen, stellte man schnell die Zer-
setzung von rac-1 im Injektor des Gaschromatographen fest. Eine Variation der Injektor-
temperatur im Bereich von 150 bis 250 °C brachte keinen Fortschritt, da unter keinen
Bedingungen aussagekréftige, reproduzierbare Signale detektiert werden konnten.
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie war die zweite Methode, die Anwendung fand.[''”!
An einer speziell fiir unpolare, chirale Substanzen ausgelegten Sdule (Chiralcel OD,
Fa. Diacell) wurde versucht, die Trennbedingungen fiir Methanophenazin (rac-1) zu
ermitteln. Dabei wurden die folgenden Bedingungen gewihlt FluBrate: 0.5 ml/min;
Laufmittel: Hexan/Isopropanol mit wechselnden Anteilen von Isopropanol zwischen 1 und 20

%; UV-Detektion bei 255 nm. Alle Bemithungen zur Auftrennung von rac-1 in die beiden
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Enantiomeren waren ohne Erfolg. Kiinftige Untersuchungen werden sich jetzt auf den Einsatz

weiterer chiraler Phasen konzentrieren.

11.2  Untersuchung mit chiroptischen Methoden

Bei den chiroptischen MeBmethoden handelt es sich um eine Form der Absorptions-
spektroskopie, die auf der Chiralitét der untersuchten Stoffe basiert. Voraussetzung dafiir ist
das Vorliegen von optischer Aktivitit."'*® Ein Stoff ist optisch aktiv, wenn er die Ebene des

linear polarisierten Lichtes dreht. Messungen von (S)-Methanophenazin [(S)-1] im
Polarimeter ergaben einen spezifischen Drehwert von [a]s, = — 4.6° (c = 1, CsHs). Damit

erfiillt die Verbindung (S5)-1 das Kriterium der optischen Aktivitt.

Der spezifische Drehwert von natiirlichem Methanophenazin (1) wurde nicht bestimmt, weil
mit 0.7 mg an 1 zuwenig Substanz vorlag, um eine ausreichend genaue, aussagekréftige
Messung durchzufiihren. Ein einfacher Vergleich der Drehwerte von natiirlichem Methano-
phenazin (1) mit synthetischem (S)-Methanophenazin [(S)-1] zur Bestimmung des absoluten
Konfiguration war deshalb nicht moglich.

Die Verbindung (S)-1 verfiigt iiber verschiedene Absorptionsmaxima im UV-Spektrum bei
A =256 nm, 354 und 388 nm. Bei geeigneten optisch aktiven Verbindungen werden innerhalb
von Absorptionsbanden links und rechts zirkular polarisierte Lichtstrahlen unterschiedlich
stark absorbiert. Diese Differenz in der Absorption nennt man Zirkulardichroismus (CD). Er

18] Die zirkulardichroitischen

wird mit Hilfe von CD-Spektrometern quantitativ bestimmt.!
Untersuchungen von (S)-1 an einem Jasco J 715 CD-Spektrometer iiber einen Wellenlédngen-
bereich von 500 bis 200 nm wiesen keinen CD-Effekt auf. Die hervorgerufenen Effekte sind
offensichtlich zu gering, um einen Unterschied in der Absorption entgegengesetzt zirkular
polarisieren Lichtes zu bewirken. Diese Methode eignet sich daher nicht zur Bestimmung der

absoluten Konfiguration des Stereozentrums von natiirlichem Methanophenazin (1).
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11.3  Versuche zur Aufkléirung der absoluten Konfiguration durch chemischen Abbau

Ein anderer Weg zur Aufklirung der absoluten Konfiguration von 1 ist der chemische Abbau
und die Bestimmung der absoluten Konfiguration des Abbauprodukts. Eine Mdoglichkeit zur
Derivatisierung von 1 besteht im ozonolytischen Abbau aller Doppelbindungen der
Seitenkette. Durch anschlieende reduktive Aufarbeitung der Reaktionsmischung sollte es
moglich sein, 1 in den Alkohol 80 iiberzufiihren (Abbildung 60), der dann weiter derivatisiert

werden kann.
Lo TOT T
=
N 1
N @)
Ozonolyse = WOH
—_—
=
N 80

Abb. 60: geplante Abbaureaktion zur Bestimmung der absoluten Konfiguration von

Methanophenazin (1)

Wie in Kapitel 7 dargestellt, wurde der Phenazinether rac-51 durch Veretherung von 2-
Hydroxyphenazin (2) mit Citronellol (rac-47) synthetisiert. Von M. Dehler!'*™ durchgefiihrte
Versuche haben gezeigt, dal3 der Alkohol rac-80 durch ozonolytische Spaltung der terminalen
Doppelbindung von rac-51 und anschlieBende reduktive Aufarbeitung mit Natriumborhydrid
in guten Ausbeuten zugénglich ist (Abbildung 61).

1. O3, CHoCly, MeOH, -78 °C

N )
—
N

83 %
rac-51

Seenane

rac-80

Abb. 61: Ozonolyse von rac-51
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Demnach sind auf diesem Weg, ausgehend von 2-Hydroxyphenazin (2) und enantiomeren-
reinem Citronellol (R)-47 bzw. (5)-47, die zur Aufkldarung der absoluten Konfiguration von 1
erforderlichen Vergleichssubstanzen (R)-80 bzw. (S)-80 leicht zugénglich (Abbildung 62).

N OH 1. NEtg, THF, CH3SO,Cl
N 2. DMF, K,CO3, 100 °C
Z + HO 0 >
N | 80 %
(S)-47

2

1. 03, CH20|2, MeOH, -78 °C

\/\/\/\|/ 2. NaBHgy4, 16 h, RT
76 %
O\/\/\/\
@ O R

Abb. 62: Synthese und Ozonolyse von (S)-51

Neben den oben genannten Techniken zur Bestimmung der Konfiguration durch
chromatographische und chiroptische Methoden bietet die primdre Hydroxylgruppe im
Abbauprodukt 80 die Moglichkeit der Derivatisierung mit chiralen Reagenzien und erdftnet

somit einen weiteren Weg zur Konfigurationsermittlung durch Kernresonanzspektroskopie.

11.4 Zusammenfassung

Versuche zur Bestimmung der absoluten Konfiguration des Naturstoffs Methanophenazin (1)
mit chromatographischen und chiroptischen Methoden blieben bislang ohne Erfolg. Eine
andere Moglichkeit zur Losung dieses Problems liegt im chemischen Abbau von 1 durch
Ozonolyse der Seitenkette und anschlieBender Bestimmung der absoluten Konfiguration des
Abbauprodukts 80. Die dazu erforderlichen Modellsubstanzen sind aus 2-Hydroxphenazin (2)

und enantiomerenreinem Citronellol (5)-47 bzw. (R)-47 zugénglich.
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12 Die biologische Funktion von Methanophenazin (1)

Methanogene Organismen spielen eine zentrale Rolle im Proze der Mineralisation
organischer Verbindungen (sieche Kapitel 2). Methanosarcina mazei Go61 ist dabei in der
Lage, Abbauprodukte der natiirlichen Biopolymere, wie Wasserstoff/Kohlendioxid,
Ameisensidure, Methanol und Methylamine in Methan umzuwandeln."* Katalysiert wird
dieser Vorgang durch die Methyl-Co-M-Reduktase (siche die Abbildungen 11 und 12 in
Kapitel 2.2), wobei Methyl-S-CoM reduktiv zu Methan demethyliert wird. Die dazu
erforderlichen Elektronen stammen von HS-CoB. Neben Methan bildet sich dabei das
Heterodisulfid CoM-S-S-CoB. Die Reduktion dieses Heterodisulfids ist ein
energickonservierender Schritt im Stoffwechsel methylotropher und hydrogenotropher
Methanogener, weil er mit einer Protonentranslokation verbunden ist, die einen
transmembranen Protonengradienten aufbaut, der von einer APTase zur ATP-Synthese
genutzt wird.""”'® Verantwortlich fiir die Regeneration der Coenzyme M (CoM-SH) und B
(CoB-SH) in Ms. mazei Gl sind zwei membrangebundene Enzymsysteme. Beim Wachstum
auf Methanol ist das FiyoH,:Heterodisulfid-Oxidoreduktase-System aktiv. Dabei wird der
Elektronentransport von FgoH, zu CoB-S-S-CoM durch eine F4p0Hy-Dehydrogenase
vermittelt, die die Elektronen mit Hilfe von Elektroneniibertrigern auf die Heterodisulfid-
Reduktase iibertrigt.”* Nutzt der Organismus Wasserstoff und Kohlendioxid, bedient er sich
des H,:Heterodisulfid-Oxidoreduktase-Systems zum  Elektronentransport. Eine
membranstindige Hydrogenase macht den elementaren Wasserstoff verfiigbar und tibertragt
die zur Heterodisulfid-Reduktion notwendigen Elektronen auf Elektronen-Carrier, die sie zur
Heterodisulfid-Reduktase  transportieren.”®  Die  Frage nach der Natur des
Elektronentibertragers fiihrte zur Extraktion von Cytoplasmamembranen aus Ms. mazei Go1.
Aus dem Rohextrakt wurde Methanophenazin (1) als potentieller Elektroneniibertriger

isoliert, seine Struktur aufgeklért und die Verbindung synthetisiert.
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Abb. 63: Modell des membrangebundenen Elektronentransfers v
G61 nach Deppenmeier.”” CoM-SH = Coenzym M; CoB-SH = Co

on Methanosarcina mazei

enzym B, F49 = Coenzym

Fa20; Fa20H2 = reduzierte Form des Coenzyms F4y; MP = Methanophenazin; Dihydro-MP =

reduzierte Form von Methanophenazin'?
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12.1 Untersuchungen zum membrangebunden Elektronentransfer in Ms. mazei Gol

28] mit der gut

Die ersten Untersuchungen zur biologischen Funktion wurden von S. Bdumer
zugéinglichen Modellverbindung 2-Hydroxyphenazin (2) durchgefiihrt. Sie stellt ein um die
sesterterpenoide Seitenkette verkiirztes Derivat von Methanophenazin (1) dar.

Bei den Versuchen wurden in gepuffertem Medium, in einer Stickstoff-Atmosphére, F4y0H»
und gewaschene Cytoplasmamembranen von Ms. mazei G61 vorgelegt. Nach der Zugabe von
2-Hydroxyphenazin (2) wurde die Reaktion spektralphotometrisch verfolgt. Bei einer
Wellenldnge von A = 420 nm beobachtete man eine Zunahme der Absorption, die durch
Oxidation von F4p0Hz zu Fayg hervorgerufen wurde. Gleichzeitig mit der Zunahme der Fajo-
Absorption beobachtete man eine Abnahme der Phenazin-Absorption bei A = 365 nm, die
durch Reduktion von 2-Hydroxyphenazin (2) zu Dehydro-2-hydroxyphenazin (Dehydro-2)
hervorgerufen wird. Offensichtlich ist 2 in der Lage, der F4p0H,-abhidngigen Dehydrogenase
als Elektronenakzeptor zu dienen.

Wurden gewaschene Membranen in einer Wasserstoff-Atmosphéire mit 2-Hydroxyphenazin
(2) versetzt, so beobachtete man im Photometer eine Abnahme der Absorption als Folge der
Reduktion von 2 zu Dehydro-2. Ebenso wie die F4y0-Dehydrogenase ist es also auch der
membranstindigen Hydrogenase méglich, Elektronen auf 2 zu iibertragen.*

Zur Uberpriifung der Heterodisulfid-Reduktase-Aktivitit reduzierte man 2 mit Pt/H,, filtrierte
vom Katalysator ab und mischte das erhaltene Dihydro-2 unter Sauerstoffausschlufl mit
gewaschen Cytoplasmamembranen. Nach der Zugabe von CoM-S-S-CoB, beobachtete man
im Photometer eine Zunahme der Absorption durch die fortlaufende Oxidation von Dihydro-2
zu 2-Hydroxyphenazin (2).

Die in den beiden Elektronentransport-Systemen abgelaufenen Redoxprozesse lassen sich

durch die nachfolgend aufgefiihrten Teilreaktionen beschreiben:

F420H2:Heterodisulfid-Oxidoreduktase

a) FaooH2 + 2 ——>»  F45 + Dihydro-2
b) Dihydro-2 + CoB-S-S-CoM —® 2 + CoB-SH + CoM-SH

H,:Heterodisulfid-Oxidoreduktase

a)Hy, + 2 — > Dihydro-2
b) Dihydro-2 + CoB-S-S-CoM P> 2 + CoB-SH + CoM-SH
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Bei der Wiederholung der genannten Versuche mit gereinigten Enzymen anstelle der
gewaschenen Cytoplasmamembranen gelang es, das FiyoH,:Heterodisulfid-Oxidoreduktase-

(10 Dag heifit, die beiden Teilreaktionen dieses

System funktionell zu rekonstituieren.
Elektronentransport-Systems wurden erfolgreich miteinander gekoppelt und sind im selben
Reaktionsgefdll im Sinne einer Konsekutivreaktion nacheinander abgelaufen. Der kiinstliche
Elektroneniibertrdger 2 wird dabei zundchst von der gereinigten F4y0Hz-abhidngigen
Dehydrogenase zu Dehydro-2 reduziert und im gleichen Gefdll nach Zugabe von CoB-S-S-
CoM, unter Katalyse der gereinigten Heteodisulfid-Reduktase, in seine oxidierte Form 2
zurickverwandelt. Versuche zur Rekonstitution des H,:Heterodisulfid-Oxidoreduktase-
Systems mit der gereinigten Hydrogenase aus Ms. mazei GO1 schlugen fehl. Untersuchungen
dazu ergaben, dal} bei der Aufreinigung dieses Enzyms einige fiir seine Funktion wichtige
Untereinheiten abgetrennt wurden, so daB die Ubertragung der Elektronen auf 2 nicht
stattfinden konnte.

Nach AbschluB der Totalsynthese von Methanophenazin (rac-1) wurden die mit 2-
Hydroxyphenazin (2) und gewaschenen Cytoplasmamembranen durchgefiihrten Versuche
von S. Bdumer mit rac-1 wiederholt.

Die Ergebnisse der mit 2 und rac-1 durchgefiihrten Versuche sind in Tabelle 6 in
iibersichtlicher Form zusammengefallt. Wie daraus zu ersehen ist, reagieren die
Schliisselenzyme beider Elektronentransportsysteme mit beinahe der gleichen spezifischen
Aktivitdt mit den Elektroneniibertridgern 2 und rac-1. Das zeigt an, daB3 fiir den Redoxprozef3
allein das heteroaromatische Phenazinsystem verantwortlich ist und die terpenoide
Seitenkette in rac-1 vermutlich nur zur Verankerung des Elektronentibertragers in der
Membran dient.

Die Ergebnisse zeigen, dal auch Methanophenazin (rac-1) sowohl der Fai-abhidngigen
Dehydrogenase als auch der membrangebunden Hydrogenase als Elektronenakzeptor dient.
AuBlerdem nutzt die Heterodisulfid-Reduktase die reduzierte Form von Methanophenazin

(Dihydro-rac-1) als Elektronendonor fiir die Reduktion von CoB-S-S-CoM (Abbildung 63).
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Tabelle 6: Reaktivitat von 2-Hydroxyphenazin (2) und Methanophenazin (rac-1) mit den

Komponenten der Elektronentransportsysteme von Methanosarcina mazei G61

Spez. Akivitat

Enzym Elektronendonor Elektronenakzeptor 1
[U/mg Protein™]
Fa20H2- Fa20 2 0.2
Dehydrogenase
Fa20H2- Fa20 rac-1 0.15
Dehydrogenase
Membrangebundene H, 2 3.2
Hydrogenase
Membrangebundene H, rac-1 2.3
Hydrogenase
Heterodisulfid- Dihydro-2 CoB-S-S-CoM 23
Reduktase
Heterodisulfid- Dihydro-rac-1 CoB-S-S-CoM 2.3
Reduktase

Methanophenazin (1) ist also in der Lage, den Elektronentransport zwischen den membran-
gebundenen Enzymen zu vermitteln. Die mit rac-1 als FElektroneniibertriger in den

Elektronentransport-Systemen ablaufenden Redoxreaktionen lauten dementsprechend:

F420H2:Heterodisulfid-Oxidoreduktase

a) F4ooH2 + rac-1 EE—— F4o0 + Dihydro-rac-1
b) Dihydro-rac-1 + CoB-S-S-CoM ———» rac-1 + CoB-SH + CoM-SH

H,:Heterodisulfid-Oxidoreduktase

a)Hy + rac1 —> Dihydro-rac-1
b) Dihydro-rac-1 + CoB-S-S-CoM —— rac-1 + CoB-SH + CoM-SH

Damit ist Methanophenazin (1) das erste Phenazin, fiir das eine Beteiligung am Elektronen-
transport in biologischen Systemen nachgewiesen wurde. Nach den hier vorgestellten
Ergebnissen entspricht die Rolle von Methanophenazin (1) im Energiestoffwechsel

methanogener Organismen der des Ubichinons in Mitochondrien und Bakterien.
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12.2 Zusammenfassung

Untersuchungen zur biologischen Funktion von 2-Hydroxyphenazin (2) und
Methanophenazin (rac-1) sowie ihrer reduzierten Formen ergaben, daf diese Verbindungen in
der Lage sind, als zentrale redoxaktive Elektroneniibertréger in der Cytoplasmamembran von
Methanosarcina mazei G61 zu fungieren und den Elektronentransport zwischen den
Schliisselenzymen zu vermitteln. Dabei dienen 2 und rac-1 der F4y0H,-Dehydrogenase und
der membranstindigen Hydrogenase als Elektronenakzeptoren. Gegeniiber der
Heterodisulfid-Reduktase treten die reduzierten Formen Dihydro-2 bzw. Dihydro-rac-1 als
Elektronendonoren auf und werden dabei oxidiert. Die Elektronen werden zur Regeneration
der Coenzyme M und B durch Reduktion des Heterodisulfids CoM-S-S-CoB genutzt.
Methanophenazin (1) ist damit das erste Phenazin, fiir das eine Beteiligung am
Elektronentransport in biologischen Systemen nachgewiesen wurde.

Die erzielten Ergebnisse legen nahe, dal die Aufgabe von Methanophenazin (1) im
Energiestoffwechsel der Methanogenen der des Ubichinons in Mitochondrien und Bakterien

entspricht.



13. Zusammenfassung und Ausblick 114

13  Zusammenfassung und Ausblick

Methanogene Organismen gehoren zum Reich der Archaea und unterscheiden sich deutlich
von den Eukarya und Bakteria. Die ubiquitir verbreiteten methanogenen Archaea sind strikt
anaerobe Organismen, die bevorzugt in Sedimenten von Gewissern sowie im Pansen von
Wiederkduern vorkommen. Sie stehen am Ende der anaeroben Nahrungskette und wandeln
einfache Substrate wie Wasserstoff/Kohlendioxid, Ameisensdure, Methanol, Methylamine
und Essigsédure in Methan um, das anschlieBend unter aeroben Bedingungen oxidiert werden

kann und damit dem Kohlenstoftkreislauf wieder zugefiihrt wird.

ProzeR der Methanbildung

K Methanol

‘_
.q
<_

\
methylotropher ) hydrogenotropher
Weg \ I Weg
\ /
FaoHs \‘ yl
Methyl-S-CoM

|

CH,

CoB-S-S-CoM

/COz +H, \

I

Elektronen- Elektronen-
Ubertrager l Ubertrager
H <« le » H*

CoB-SH + HS-CoM

Abb. 64: Vereinfachtes Schema der Methanogenese in Methanosarcina mazei G61
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An der Bildung des Methans sind zahlreiche aulergewohnliche Enzyme und ungewo6hnliche
Cofaktoren beteiligt. Wie in Abbildung 64 dargestellt, ist Methyl-S-CoM die zentrale
Zwischenstufe aller methanogenen Stoffwechselwege. Sie wird unter dem katalytischen
EinfluBl der Methyl-CoM-Reduktase reduktiv zu Methan demethyliert. Die hierfiir bendtigten
Elektronen entstammen CoB-SH und fiihren zur Bildung eines Heterodisulfids (CoB-S-S-
CoM) aus CoB-SH und CoM-SH. Ein energiekonservierender Schritt im Stoffwechsel
methylotropher und hydrogenotropher Methanogener ist die Reduktion von CoB-S-S-CoM.
Am membrangebundenen Elektronentransfer von Methanosarcina mazei Gl sind zwei vor
kurzem entdeckte, protonentranslozierende Enzymsysteme beteiligt: die H,:Heterodisulfid-
Oxidoreduktase und die FaiyoH,:Heterodisulfid-Oxidoreduktase. Der Elektronentransport von
Fs0H, zu CoB-S-S-CoM wird durch eine FiyoHp-Dehydrogenase vermittelt, die die
Elektronen mit Hilfe von membrangebundenen Elektroneniibertrdgern auf die Heterodisulfid-
Reduktase iibertrdgt. Liegt molekularer Wasserstoff vor, fungiert eine membrangebundene
Hydrogenase als elektroneneinspeisende Komponente fiir die Heterodisulfid-Reduktase.

Die Struktur des Elektroneniibertrdgers war zundchst unbekannt. Auf der Suche danach fiihrte
die Extraktion der Cytoplasmamembranen von Methanosarcina mazei G61 mit Isooctan und
die anschlieBende Aufreinigung des Rohextrakts mittels HPLC zur Isolierung einer
redoxaktiven Verbindung, bei der es sich um einem Phenazinether handelte (Abbildung 65).
Die detaillierte NMR-Analyse des nur in geringen Mengen (1.2 mg aus 5 x 100 1 Kultur)
erhiltlichen, empfindlichen Naturstoffs ergab, daB seine lipophile Seitenkette aus flinf in
Kopf-Schwanz-Manier verkniipften isoprenoiden Einheiten besteht. Wihrend die direkt {iber
die Etherbriicke mit dem 2-Phenazinylrest verkniipfte Cs-Einheit gesittigt ist, sind die vier
weiteren ungesittigt. Drei davon weisen (E)-konfigurierte Doppelbindungen auf. Bei dem als
Methanophenazin (1) bezeichneten, redoxaktiven Naturstoff handelt es sich um das erste aus

Archaea isolierte Phenazin iiberhaupt.

3' 7

Methanophenazin (1)
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Anzucht von Ms. mazei G61 im 100 | Fermenter:
150 mM Methanol, pH 6.9 -7.3, anaerobe
Bedingungen in N,/CO,-Atmosphare, 2-3 d, 37 °C

—> Zellmasse: ~100 g

U

Membranpraparation: Abtrennen der Cytoplasmamembranen von
Zellwand, DNA und anderen Zellbestandteilen durch Zentrifugation;
Isooctanextraktion der Cytoplasmamembranen

——> Rohextrakt: ~ 30 mg

U

HPLC-Reinigung des Rohextrakts:
SiO,-Saule; Gradient: Cyclohexan/Essigester, Detektion: A =260 nm

— Reinsubstanz: ~ 0.3 mg

U

Strukturaufklarung:
Massenspektrometrie, 'H-und ®c NMR-Spektroskopie,

zweidimensionale NMR-Korrelationsexperimente

20'
Methanophenazin (1)
das erste Phenazinderivat aus Archaea

Abb. 65: Schema zur Isolierung, Reinigung und Strukturaufklarung von Methanophenazin

(1) aus Cytoplasmamembranen von Methanosarcina mazei G61
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Da Methanogene keine herkommlichen Chinone besitzen, wurde vermutet, dal 1 als
Elektroneniibertrager in der Cytoplasmamembran fungiert und eine Rolle im energie-
konservierenden Elektronentransport iibernimmt.

Zum Zwecke einer Priifung der biologischen Funktion von 1 und dem genauen Studium
seiner Rolle im membrangebundenen Elektronentransport von Ms. mazei sowie zur
Aufklarung der absoluten Konfiguration an C-3> waren groflere Mengen des Naturstoffs
erforderlich. Die durch Extraktion aus Cytoplasmamembranen verfiigbaren Mengen an
Methanophenazin (1) sind zu gering und der Aufwand ihrer Isolierung ist zu grof3, als daf3
sich der Bedarf an 1 aus dieser natiirlichen Quelle decken liele. Eine Synthese des Naturstoffs

war also unumgéanglich.

L} 6' L}
N\ 2_0 3 \7 N N N
~
N rac-1
N OH
AN
Oy
~
N
2

U
OH HoN PGO
SRS
HoN ! !
o)
4

5 rac-6 7
™
/\)\/\ ’
HO OH
=
8 10

Abb. 66: Zur Retrosynthese von Methanophenazin (rac-1)
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Wie in Abbildung 66 dargestellt, fiihrt die retrosynthetische Analyse des racemischen
Methanophenazins (rac-1) zu den drei Bausteinen 2, rac-6 und 7. Das 2-Hydroxyphenazin (2)
soll durch Umsetzung von 4 mit S hergestellt werden. Der ungesittigte Teil der Seitenkette
von 1 soll durch das Vinyliodid (7) eingefiihrt werden, das sich auf das bekannte (E.E)-
Farnesylaceton (10) zuriickfiihren 1d46t. Das mittlere Fragment rac-6 kann aus 3-Methyl-
pentan-1,5-diol (8) durch selektive Funktionalisierung der beiden Hydroxylgruppen
zuginglich gemacht werden. Der Vorteil eines solchen symmetrischen Cg-Bausteins besteht
in der Mdglichkeit, durch Differenzierung seiner enantiotopen Liganden beide Enantiomeren
verfiigbar zu machen. So ist der kommerziell in hoher optischer Reinheit (ee > 95%)
erhiltliche (R)-3-Methylglutarsdureester [(R)-11] ein geeigneter Vorldufer zum Aufbau der
chiralen Lactone (R)-12 und (S)-12. Aus ihnen sollten die beiden Bausteine (R)-6 und (S5)-6
zuginglich sein, die die Grundlage fiir den Aufbau der beiden Antipoden (S)-1 und (R)-1
bilden (Abbildung 67).

HO/\/'\/\I |/\/'\/\OH

(R)-6 (S)-6

U U
o X0 j Howo/\Co 0

(R-12 (R)-11 (S)12
Abb. 67: Zur Retrosynthese der enantiomeren lodalkohole (R)-6 und (S)-6 aus (R)-11

Als Schliisselschritte der Synthese racemischen Methanophenazins (rac-1) gelten der
diastereoselektive Aufbau des isoprenoiden Vinyliodids (7) und dessen Verkniipfung mit rac-
6 zur vollstandigen Seitenkette rac-3. Im letzten Schritt sollen rac-3 und 2-Hydroxyphenazin

(2) durch Veretherung ins Zielmolekiil rac-1 iibergefiihrt werden.
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N Z
LiITMP, THF, -78 °C dann CIP=0O(EtO),,
dann LiTMP, -78 °C—> RT, H,0
v
75 % | _
10 9
1. Cp,ZrCly, MesAl, CH,CICH,CI
2.1, THF, -40°C—>0"°C - X N N N
74 %
7
HO OH NaH, TBDMSCI, THF, RT » TBDMSO OH
\/Y\/ 55 o \/Y\/
8 rac-52
1. CH,Cl,, NEt3, CH3SO,CI, 0 °C
2. Nal, Aceton, 55 °C - TBDMSO |
rac-6
rac-6 7

rac-6, ZnCl,, Et,0, RT—» —-100 °C, tert. BuLi
dann 7 + kat. Pd(PPh3), RT

TBDMSO\/Y\/\/\ N N N

rac-76

65 %

1. TBAF, THF, 67 °C
2. NEts, THF, CH3SO,Cl

90 % N OH
3. @[ D/ KOH, Aliquat, Toluol, 110 °C
N

rac-1

Abb. 68: Zur Synthese von racemischen Methanophenazin (rac-1)
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2-Hydroxyphenazin (2) wurde nach einer Vorschrift von Kehirmann und Cherpillod durch die
Kondensation von 1,2,4-Trihydroxybenzol (45) mit o-Phenylendiamin (5) synthetisiert.

OH
OH 4 Ag,0, Et,0, RT AN OH
2. o-Phenylendiamin (5), AcOH, RT - _
18 % N
OH
45 2

Zur Herstellung von 7 wurde (E,E)-Farnesylaceton (10) zunichst in das terminale Alkin 9
transformiert und dann durch eine Zirkonium-katalysierte Carboaluminierung mit
Trimethylaluminium und Abfangen mit lod in das diastereomerenreine (£)-Vinyliodid (7) mit
74 % Ausbeute tibergefiihrt (Abbildung 68).

Das zur Verkniipfung mit 7 erforderliche Alkyliodid rac-6 konnte durch selektive
Monofunktionalisierung von 3-Methyl-pentan-1,5-diol (8) in wenigen Schritten zugénglich
gemacht werden. Die Umwandlung von rac-6 in die entsprechende Organozinkverbindung
durch Behandeln mit trockenem Zinkchlorid und tert.-Butyllithium ermdglichte die
Palladium-katalysierte sp>-sp’-Kreuzkupplung mit dem Vinyliodid 7 zu rac-76. Diese C-C-
Kupplung verlief unter Retention der Konfiguration am sp>-Zentrum und gestattet den (E)-
selektiven Aufbau der C-6’, C7’-Doppelbindung der Seitenkette rac-76 mit 65 % Ausbeute.
Fluoridinduzierte Silyletherspaltung und die Aktivierung der so gebildeten Hydroxylgruppe
durch Methansulfonsdurechlorid ergab das Mesylat, das mit 2-Hydroxyphenazin (2) zu rac-1
verethert wurde.

Durch die konvergente Synthesestrategie gelang es, Methanophenazin (rac-1) in racemischer
Form ausgehend von (E,E)-Farnesylaceton (10) in 6 Schritten mit einer Gesamtausbeute von
32 % zu synthetisieren.

Fiir die Synthese von (S)- bzw. (R)-Methanophenazin [(R)- bzw. (S)-1] wurde eine stereo-
divergente Synthesestrategie, die auf der bekannten Umwandlung von (R)-11 in die Lactone
(R)-12 und (S)-12 beruhte, ausgearbeitet.

Wie in  Abbildung 69  dargestellt, lieBen sich ausgehend von (R)-3-
Methylglutarsdureethylester [(R)-11] (ee > 95%) durch chemoselektive Reduktion der
Carbonsdure- bzw. der Ester-funktionalitdt die beiden enantiomeren Lactone (S)-12 und (R)-

12 synthetisieren. Letztere Verbindung erhielt man dabei mit einer Ausbeute von 92 % und
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einem Enantiomeren-iiberschufl von 98 %. Die Offnung des Lactons (R)-12 mit Piperidin zum
entsprechenden Amidalkohol und dessen Silylierung ergaben nahezu quantitativ das Amid
(R)-57. Die einstufige Reduktion des tertidren Amids (R)-57 zum primiren Alkohol (§)-52
gelang mit Lithiumtriethylborhydrid in einer Ausbeute von 92 %.

'
o~ ©
1. LiBH,4,MeOH, DME, 85 °C (S)12
2.2 MNaOH, RT
84 %
0 O
> 0,
HOJJ\/\)J\OEt ee > 95 %
(R)-11

1. BHz ® SMe,, THF, 0 °C —> RT,

2.2 M KOH, H,O/MeOH, RT 1. Piperidin, 12 h, 70 °C

92 % 2. TBDMSCI, NEts,
CH,Cl,, RT
> .
o 0 96 %
(R)-12
TBDMSO 0O
I\/'\/U\ TBDMSO

N LiBH(C5H5)3, THF, 0 °C—>»RT I\/k/\
O (CoHs)3 - oH

(R)-57 92 % (S)-52

1. THF, NEts, CH3S0,Cl, 0 °C TBDMSM/\
2. THF, Lil, 67 °C . |

93 % (R)-6

Abb. 69: Zur Synthese von (R)-6 und (S)-12

Aktivieren der Hydroxylfunktion mit Methansulfonsdurechlorid und Reaktion mit
Lithiumiodid lieferte den C¢-Baustein (R)-6. Im Ergebnis gelang die Synthese des Alkyliodids
(R)-6 aus (R)-11 in fiinf Schritten mit einer Gesamtausbeute von 76 %. Die Integritit des

stereogenen Zentrums bleibt dabei unangetastet.
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In Analogie zur Synthese von racemischem Methanophenazin (rac-1) wurde durch eine
Palladium-katalysierte C-C-Kreuzkupplung des enantiomerenreinen Bausteins (R)-6 mit (£)-
Vinyliodid 7 und anschlieender Desilylierung des Kupplungsproduktes der Alkohol (S)-78
hergestellt (Abbildung 70). Die abschlieBende Veretherung mit 2-Hydroxyphenazin (2) ergab
(S)-Methanophenazin [(S)-1] mit 90 % Ausbeute.

Da sich (5)-12 leicht durch chemoselektive Reduktion der Esterfunktionalitit von (R)-11 und
anschlieBende Cyclisierung darstellen 148t, ist mit der hier vorgestellten Strategie auch die

Grundlage fiir die Synthese von (R)-Methanophenazin [(R)-1] gelegt worden.

TBDMSO\/\/\/l VS N N N X

(R)-6 7

1. (R)-6, ZnCl,, Et,O, RT—> -100 °C, tert. BuLi
64 % dann 7 + kat. Pd(PPh3)4, RT
2. TBAF, THF, 67 °C

HO

_, X X X )
i (S)-78
1. NEts, THF, CH3SO,ClI
90 % N\ OH
2. , KOH, Aliquat, Toluol, 110 °C
—
N
2
N 2 O 3| 6' 7'
AN : X X X X
N/ é
(S)-1

Abb. 70: Zur Synthese von (S)-Methanophenazin [(S)-1]

Ausgehend von den leicht zugénglichen Substraten 2-Hydroxyphenazin (2), 3-Methyl-1,5-
pentandiol (8) und (E,E)-Farnesylaceton (7), stellt die vorliegende Synthese einen effizienten
und konvergenten Zugang zu Methanophenazin (1) dar. Die Moglichkeit der gezielten
Manipulation der drei Bausteine, erdffnet auch einen einfachen Weg zur Darstellung von

Derivaten von 1. Unter Verwendung des enantiomerenreinen Alkyliodids (R)-6, das sich aus



13. Zusammenfassung und Ausblick 123

(R)-3-Methylglutarsdureethylester [(R)-11] (ee > 95%) aufbauen 14Bt, wurde die Synthese von
(S)-Methanophenazin [(S)-1] verwirklicht. Der Antipode (R)-Methanophenazin [(R)-1] wird
sich nach derselben Strategie synthetisieren lassen, da sich (R)-11 auch in das Lacton (S)-12
umwandeln 146t, das eine Vorstufe fiir das lodid (S)-6 darstellt.

Zukiinftige Untersuchungen werden sich auf die Bestimmung der absoluten Konfiguration des
natiirlichen Methanophenazins (1) konzentrieren. Nach chiroptischen und chromatographi-
schen Verfahren werden dabei chemische Abbaureaktionen im Mittelpunkt stehen, die bereits

an Modellverbindungen erfolgreich durchgefiihrt worden sind.

Die ersten Experimente zur biologischen Funktion von Phenazinen bei der Methanogenese
von Archaea wurden mit 2-Hydroxyphenazin (2) und seiner reduzierten Form (Dihydro-2)
durchgefiihrt (AK U. Deppenmeier). Sie zeigten, dal die in den Elektronentransport
involvierten Enzyme des FayHs:Heterodisulfid-Oxidoreduktase-Systems und des
Hj:Heterodisulfid-Oxidoreduktase-Systems mit dem kiinstlichen Elektroneniibertrager
reagieren. Entsprechende Untersuchungen mit synthetischem Methanophenazin (rac-1)
wurden an gewaschenen Cytoplasmamembranen von Methanosarcina mazei GO1
durchgefiihrt. Die photometrische Bestimmung der Enzymaktivititen ergab, dafl die
membrangebundene Hydrogenase in Gegenwart von Wasserstoff, bzw. die Fapo-
Dehydrogenase in Gegenwart von F4y0H, in der Lage ist, Elektronen auf rac-1 zu iibertragen.
Im weiteren Verlauf fungiert die reduzierte Form von rac-1 (Dihydro-rac-1) als
Elektronendonor fiir die Heterodisulfid-Reduktase und ermoglicht die Heterodisulfid-
Reduktion. Demnach ist rac-1 in der Lage, den Elektronentransport zwischen den
membrangebunden Enzymen zu vermitteln. Die dabei ablaufenden Redoxprozesse lassen sich

in zwel Teilreaktionen beschreiben.

F420H2:Heterodisulfid-Oxidoreduktase

a) F4oH, + rac1 — > F459 + Dihydro-rac-1

b) Dihydro-rac-1 + CoB-S-S-CoM ———— - rac-1 + CoB-SH + CoM-SH
H,:Heterodisulfid-Oxidoreduktase

a)H, + rac-1 — = Dihydro-rac-1
b) Dihydro-rac-1 + CoB-S-S-CoM — > rac-1 + CoB-SH + CoM-SH
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Methanophenazin (1), iiber dessen Isolierung, Strukturaufkldrung und Totalsynthese in dieser
Arbeit berichtet wird, ist das erste Phenazin aus methanogenen Archaea. Es stellt gleichzeitig
das erste am Elektronentransport in biologischen Systemen beteiligte Phenazin-Derivat dar.
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dal die Funktion von 1 im Energiestoffwechsel der
Methanogenen mit der des Ubichinons in Mitochondrien und Bakterien vergleichbar ist.

Weitere Arbeiten werden sich mit dem Mechanismus der Elektronentransferreaktion von

Phenazinen in natiirlichen Systemen, aber auch in Modellen beschiftigen.



II Experimenteller Teil
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1 Allgemeine Verfahren

1.1  Allgemeine Arbeitstechniken

Alle sauerstoff- und feuchtigkeitsempfindlichen Reaktionen wurden unter einem leichten
Uberdruck von Argon in ausgeheizten, trockenen Glasapparaturen unter Anwendung von
Spritzen- und Septentechniken durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Losungsmittel wurden
zuvor destilliert und entsprechend den iiblichen Laboratoriumsmethoden absolutiert.!''"

Kaufliche Substanzen wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt.

1.2 Verwendete Gerite
Infrarotspektren: Verwendet wurden ein FT-IR Spektrometer IFS 25 der Firma Bruker.
Kristalline Substanzen wurden als KBr-PreBlinge, fliissige Proben als Film zwischen NaCl-

Platten gemessen. Zur Eichung diente eine Polystyrolbande bei 1601 cm™.

UV/VIS-Spektren: Verwendet wurden die Spektrometer Cary 219 der Firma Varian und die
Modelle Lambda 2 bzw. Lambda 9 der Firma Perkin-Elmer.

'"H NMR-Spektren: Die 'H NMR-Spektren wurden an den Modellen XL-200 (200 MHz),
VXR (200 MHz) und VXR-500 S (500 MHz) der Firma Varian sowie dem Modell AMX-300
(300 MHz) der Firma Bruker aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen sind in

Einheiten der 6-Skala angegeben. Tetramethylsilan (tms = 0.00 ppm), Chloroform (Scuci, =
7.24 ppm) und Benzol (8cn, = 7.26 ppm) dienten als interne Standards. Zur Kennzeichnung

der Multiplizitit der Signale werden folgende Abkiirzungen verwendet: s = Singulett, d =
Dublett, t = Triplett, q = Quartett, quint = Quintett, sept = Septett, dd = Dublett vom Dublett,
dt = Dublett vom Triplett, m = Multiplett, weiterhin m¢ fiir das Zentrum eines symmetrischen
Multipletts und br fiir breite Signale. Die Spektren wurden den Regeln erster Ordnung
entsprechend interpretiert. Die Kopplungskonstanten nJX_H, y.u sind in Hertz (Hz) angegeben.
Der Index n gibt die Art der Kopplung an: >/ entspricht einer geminalen Kopplung, *J einer
vicinalen Kopplung. Bei n > 3 handelt es sich um eine Fernkopplung. X und Y geben die C-

Atome an, deren Protonen miteinander koppeln.
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3C NMR-Spektren: Verwendet wurden die Modelle XL-200 (50.3 MHz), VXR-200 (50.3
MHz) und VXL-500 S (125.7 MHz) der Firma Varian sowie das Modell AMX-300 (75.4
MHz) der Firma Bruker. Tetramethylsilan (dtyms = 0.00 ppm), Chloroform (SCHc13 =724

ppm) und Benzol (8cm, = 7.26 ppm) dienten als interne Standards. Die chemischen

Verschiebungen sind 'H-breitband-entkoppelten Spektren entnommen. Die “+/'=" Zeichen
vor den Werten der chemischen Verschiebung geben die Orientierung der Signale in den *C
NMR APT-Spektren an. Ein "+ Zeichen reprasentiert dabei das Signal einer CH- oder CHj3-

Resonanz, ein - Zeichen steht fiir das Signal einer CHs- oder Cguar- Resonanz.

Massenspektren: Es wurden die Modelle MAT 311A (niederaufgeloste Spektren) und MAT
731 (hochaufgeloste Spektren) der Firma Varian eingesetzt. Die in Klammern gesetzten
Prozentzahlen geben die Intensititen der Peaks bezogen auf den Basispeak (I = 100%) an.

Die zur GC-MS Kopplung notwendigen gaschromatographischen Trennungen wurden an
einer DB-5 Kapillarsdule (20 m, 0.25 mm) mit einem GC Modell 3400 der Firma Varian
durchgefiihrt.

Drehwerte: Die Drehwerte wurden mit einem Polarimeter 241 der Firma Perkin-Elmer
(Standardkiivette, 1 dm) bestimmt. Die Werte fiir die spezifische Drehung [a]} sind in der

Einheit [grad cm® dm ™' g"'] angegeben.

Elementaranalysen: Das Mikroanalytische Laboratorium des Instituts fiir Organische

Chemie der Universitit Gottingen fiihrte die Elementaranalysen durch.

1.3 Chromatographische Methoden

Diinnschichtchromatographie: Es wurden DC-Fertigfolien Alugram SIL G/UV;s4 der Firma
Macherey & Nagel (Schichtdicke 0.25 mm) verwendet. Angegeben sind die ReWerte
(Lauthohe relativ zur Laufmittelfront) sowie die verwendeten Laufmittelgemische. Als
Abkiirzungen fiir verwendete Losungsmittel werden benutzt: EE (Essigsdureethylester), PE
(Petrolether des Siedebereichs 35 bis 60 °C), Et,O (Diethylether), CH,Cl, (Dichlormethan).
Zur Detektion wurden neben UV-Licht der Wellenldnge 254 nm Anfiarbereagenzien wie eine
1 proz. wassrige Kaliumpermanganatlosung oder ein Gemisch aus 0.5 g Vanillin, 3 ml

konzentrierter Schwefelsdure, 10 ml konzentrierter Essigsdure in 85 ml Methanol verwendet.
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Sidulenchromatographie: Fiir chromatographische Reinigungen unter normalem Druck
wurde Kieselgel 60 der Firma Merck mit einer Korngréfle von 0.05 - 0.20 mm eingesetzt.
Arbeiten unter 1.0 - 1.5 bar Druck (Flash-Chromatographie) ''* wurden an Kieselgel 60 der
Firma Merck mit einer KorngréBe von 0.040 - 0.063 mm durchgefiihrt. Wenn in den
Arbeitsvorschriften nicht anders angegeben, wurden fiir priaparative Trennungen Substanz:
Adsorbensverhéltnisse zwischen 1 : 100 und 1 : 200 gewihlt. Fiir Sdulenfiltrationen wurden

Verhéltnisse von 1 : 10 bis 1 : 20 eingestellt.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie: ~ Zur  analytischen und  préparativen
Untersuchung und Aufreinigung von Substanzproben kam eine HPLC-Anlage der Firma
Kontron mit Losungsmittelpumpe 422, Mischkammer 425, UV-Detektor 322 und einem
Probensammler Advantec SF-2120 der Firma Advantec zum Einsatz. Die Software zur
Datenaufnahme und Datenauswertung DS450-MT2 stammt ebenfalls von der Firma Kontron.
Analytische Untersuchungen wurden an einer LiChrospher Si 60 (4 x 125 mm) bzw.
LiChrospher 100 RP-18 (4 x 125 mm) HPLC-Saule der Firma Merck, praparative Trennungen
an einer Kontosorb 10 SIL (10 x 250 mm) Séule der Firma Kontron durchgefiihrt.

Es wurden Eluenten in HPLC-Qualitdt der Firmen Merck und Acros und bidestilliertes
Wasser eingesetzt. Sowohl die Laufmittel als auch die zu analysierenden Proben wurden vor

Gebrauch membranfiltriert (0.2 pum).

Gaschromatographie: Gaschromatographische Untersuchungen wurden an einem GC
Modell 3400 der Firma Varian oder einem GC Modell HRGC 5300 der Firma Carlo Erba
durchgefiihrt. Die Bestimmung von Enantiomereniiberschiissen geschah an einer
Kapillarsdule OV 1701 (25 m, 0.25 mm), die mit 20 % Heptakis-(2,6-O-methyl-3-O-pentyl)-
B-cyclodextrin in Polysiloxan als chiraler stationdrer Phase beladen war. Bei gewohnlichen
Untersuchungen gelangte eine SE 30 Sdule (25 m, 0.32 mm) der Firma Chrompack zum

FEinsatz.

14 Software
Die Textverarbeitung erfolgte mit dem Programm Word fiir Windows 95 der Firma Microsoft.
Die chemischen Formelbilder wurden mit dem Zeichenprogramm ChemDraw Ultra 5.0 der

Firma CambridgeSoft erstellt.
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2 Synthese von 2-Hydroxyphenazin (2)

2.1 1,2,4-Triacetoxybenzol (44)""

O
O )]\O
! o)
(CH3C0);0, Kat. 95 % H;S04,40°C 5 \"/
58 % O

4
0] \"/O
43 o) 44

In einer Argon-Atmosphédre wurden zu einer Losung von 110 ml (119 g, 1.16 mol, 3.7
Aquiv.) frisch destillierten Essigsdureanhydrids und 3.0 ml (5.52 g, 56 mmol, 0.18 Aquiv.)
konz. Schwefelsiure, 34.0 g (0.32 mol, 1.0 Aquiv.) 1,4-Benzochinon (43) so zugefiigt, da}
die Temperatur im Reaktionsgefdl zwischen 40 und 50 °C lag. Nach dem Ende der
Wirmeentwicklung wurde die Reaktionslosung in 200 ml Wasser eingetragen und ca. 10 min.
unter Eiskiihlung geriihrt, bis das Produkt auskristallisierte. Man saugte ab, wusch mit 30 ml
Wasser und kristallisierte aus Methanol um. Es wurden 45.9 g 1,2,4-Triacetoxybenzol (44)
(58 % Ausbeute, Lit." 80 %) erhalten.

R¢=0.37 (Et,O/PE=5:1).

Schmp.: 97 °C (Lit."" 96.5 - 97 °C).

IR (KBr): Vv =3054 cm™ (=C-H), 1780, 1762, (C=0), 1608 (C=C), 1498, 1428, 1374 (CH3),
1210, 1190, 1170 (=C-H), 840 (C=C).

UV (CH3CN): Amax (1g €) = 200 nm (4.20), 264 (2.83).

"H NMR (300 MHz, CDCls): 8 = 2.26 (s, 9H, 3 x CH3), 6.98 (dd, *Jsyeu = 9.0 Hz, *Jsp3n =
2.5 Hz, 1H, 5-H), teilweise tiberlagert von 7.01 (d, *Jspsu = 2.5 Hz, 1H, 3-H), 7.15 (d, *Jer.su
=9.0 Hz, 1H, 6-H).

BC NMR (50 MHz, CDCLy): & = '+ 20.50 (2 x CH;3), '+’ 20.95 (CHs), '+ 116.98, '+
119.37, "+’ 123.45 (C-3, C-5, C-6), "= 139.50, -’ 142.12, "' 148.00 (C-1, C-2, C-4), "~
167.69, =" 168.02, =" 168.71 (3 x C=0).

MS (70 eV): m/z (%) = 252 (8) [M'], 210 (17) [M'=C,H,0], 168 (36) [210"—C,H,0], 126
(100) [168"—C,H,0], 43 (14) [C,H;07].

C12H1206 (252.22) Ber.: C 57.13 H 4.80 Gef.: C 57.08 H 4.93
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2.2 1,2,4-Trihydroxybenzol (45)[70]

0
)J\o OH
9) 1 OH
\"/ Methanol, 36 % HCI, 65 °C 5
o) 87 %
4
\n/o OH
o 44 45

45.9 g (0.18 mol, 1.0 Aquiv.) 1,2,4-Triacetoxybenzol (44) wurden in einer Lsung von 10 ml
(11.8 g, 0.12 mol, 0.67 Aquiv.) konz. Salzsiure in 100 ml Methanol wihrend 1 h unter Sieden
am RiickfluB zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung i. Vak. am
Rotationsverdampfer ohne Erhitzen bis zur Trockene eingedampft. Das erhaltene Rohprodukt
wurde ohne weitere Aufreinigung fiir nachfolgende Reaktionen eingesetzt. Es entstanden
20.1 g des gewiinschten Produkts. Die Ausbeute betrug 87 % (Lit."” > 80 %). Analysenreines
1,2,4-Trihydroxybenzol (45) liel3 sich durch Sublimation bei 0.01 Torr und 120 °C gewinnen.

R;=0.23 (EE/PE=4:1).
Schmp.: 140 °C (Lit."” 137 -138 °C).
IR (KBr): v = 3202 cm™ (OH--0), 3044 (=C-H), 1626 (C=C), 1554, 1518 (C-C), 1394, 1300
(=C-0), 1216, 1198, 1178, 1154 (=C-H), 840, 790 (C=C).
UV (CH;CN): Aax (Ig €) = 195 nm (4.46), 290 (3.52).
"H NMR (300 MHz, [Ds]DMSO): & = 6.02 (dd, *Jsuen = 8.5 Hz, *Jsuzu = 2.5 Hz, 1H, 5-H),
6.23 (d, “Jsusu = 2.5 Hz, 1H, 3-H), 6.51 (d, *Jeusu = 8.5 Hz, 1H, 6-H), 7.96 (s, 1H, OH
[D,0]), 8.44 (s, 1H, OH, [D,0]), 8.60 (s, 1H, OH [D,0]).
3C NMR (50 MHz, [Dg]DMSO): & = "+ 103.50 (C-5 oder C-6), '+’ 105.16 (C-6 oder C-5),
"+ 115.84 (C-3), "= 137.51 (C-4), "=’ 145.58 (C-1 oder C-2), "' 150.16 (C-2 oder C-1).
MS (70 eV): m/z (%) = 126 (100) [M'], 108 (3) [M'=H,0], 97 (16) [M"=CHO], 80 (36)
[M'—=CO], 52 (92) [C4H, '], 42 (8) [C3H¢ .
C¢HO5 (126.11) Ber.: C 57.13 H 4.80

Gef.: C 57.39 H 4.90
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2.3 2-Hydroxyphenazin (2) nach Kehrmann und Cherpillod °*""

OH
OH . Ag20, Et;O, RT, N o
2. o-Phenylendiamin (5), AcOH, RT__ @E Dﬁ
18 % -
OH 6 N 4
45 i

50.0 g (0.35 mol, 4.28 Aquiv.) Natriumsulfat, fiir 12 h bei 150 °C getrocknet, wurden in
250 ml trockenem Diethylether suspendiert. AnschlieBend wurden 10.0 g (80.0 mmol, 1.0
Aquiv.) 1,2,4-Trihydroxybenzol (45) in der Suspension geldst und noch 40.4 g (170 mmol,
2.1 Aquiv.) Silber-(I)-oxid zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 3 h bei Raumtemperatur
geriihrt, der graue Feststoff abfiltriert und mit 140 ml Diethylether gewaschen. Das
lichtempfindliche, gelbe Filtrat wurde in einem mit Aluminiumfolie verkleideten Rundkolben,
i. Vak. am Rotationsverdampfer, ohne Erwédrmen bis zur Trockene eingedampft. Das
entstandene 2-Hydroxy-1,4-benzochinon wurde in 150 ml Eisessig suspendiert (Ultraschall).
In die Suspension wurden innerhalb von 10 min 10.0 g (92.5 mmol, 1.15 Aquiv.) o-Phenylen-
diamin (5) eingetragen und 20 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nachdem sich schwarze
Kristalle gebildet hatten, fiigte man noch 250 ml Wasser zu und lie3 die Reaktionsmischung
8 h bei 4 °C im Kiihlschrank stehen. Dann wurde der Niederschlag abfiltriert, in 10 proz.
Natriumhydroxidlosung geldst und erneut filtriert. Das Filtrat wurde mit konz. Essigsdure auf
pH < 5 angeséuert. Nach einer Stunde Kiihlen mit Eiswasser wurde der entstandene Nieder-
schlag iiber eine Nutsche filtriert und 5 h im Trockenschrank bei 150 °C getrocknet. Die
erhaltenen 3.04 g Rohprodukt wurden auf 30 g Kieselgel aufgezogen und unter Druck an

250 g Kieselgel chromatographiert (Et,O/PE = 3 : 1 — Et,0). Es wurden 2.86 g (Ausbeute =
18 %; Lit.® 87 %) des gewiinschten Produkts (2) als hellgelber Feststoff erhalten.
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2.4  2-Hydroxyphenazin (2) nach Ot ")

0
HoN 2 __N OH
4 :@ Ethanol, 75 °C, dann H,0 ©: i@{
HN 10 % o 4
o)
43 5 2

500 mg (4.6 mmol, 1.0 Aquiv.) 1,4-Benzochinon (43) wurden in 5 ml trockenem Ethanol (Na)
geldst, indem die Suspension mit einem Fon leicht erhitzt wurde. Nach dem Abkiihlen gab
man 500 mg (4.6 mmol, 1.0 Aquiv.) o-Phenylendiamin (5) zu. Die Lésung firbte sich
dunkelrot und schwarzrote Kristalle schieden sich ab. Nach einer Stunde Stehen bei Raum-
temperatur erhitzte man die Reaktionsmischung unter Riihren noch ca. 30 min bei 75 °C,
fligte nach dem Abkiihlen ca. 1 ml Wasser zu und stellte sie mehrere Stunden bei 4 °C in den
Kiihlschrank. Die kalte Reaktionsmischung wurde iiber eine Nutsche filtriert und die auf dem
Filter verbliebenen braunschwarzen Kristalle in 0.5 M Natronlauge gelost. Dann filtrierte man
vom Unloslichen ab und sduerte das Filtrat mit konz. Essigsdure an, wobei ein brauner

Feststoff ausfiel. Dieser wurde filtriert, i. Vak. getrocknet und zur Aufreinigung an 50 g
Kieselgel chromatographiert (Et,O/PE = 3 : 1 — Et,0). Es wurden 100 mg (10 % Ausbeute
Lit.!%! etwa 90 %) 2-Hydroxyphenazin (2) als hellgelber Feststoff isoliert.

R;=0.66 (EE/PE=3 : 1).
Schmp.: 250 °C, Zers. (Lit.[*" 253-254, Zers.).

IR (KBr): V = 3420 - 2595 cm™ (OH, =C-H), 1632, 1602, 1476, 1452, 1420 (C=C), 1282
(O-H), 1222, 1200 (C-O).

UV (CH3CN): Amax (Ig €) = 216 nm (4.36), 253 (4.87), 355 (3.94), 391 (3.83).

"H NMR (300 MHz, [Dg]DMSO): & = 7.34 (d, *Jin3u = 2.5 Hz, 1H, 1-H), 7.57 (dd, *J3p4 =
9.5 Hz, *J3u1u = 2.5 Hz, 1H, 3-H), 7.80 (ddd, *Jru.61 = 8.5 Hz, *Jonsn = 6.5 Hz, *Jopon = 1.5
Hz bzw. *Jspon = 8.5 Hz, *Jeuom = 6.5 Hz, *Jeuen = 1.5 Hz, 1H, 7-H oder 8-H), teilweise
iiberlagert von 7.87 (ddd, *Jgpon = 8.5 Hz, *Jsu = 6.5 Hz, “Jsuen = 1.5 Hz bzw. *Jrpen = 8.5
Hz, *Jousn = 6.5 Hz, *Jopon = 1.5 Hz, 1H, 8-H oder 7-H), 8.10 (d, *Jyusu = 9.5 Hz, 1H, 4-H),
iiberlagert von 8.11 (dd, *Jeu7u = 8.5 Hz, *Jsrsn = 1.5 Hz bzw. *Jopsy = 8.5 Hz, *op7n = 1.5
Hz, 1H, 6-H oder 9-H), iiberlagert von 8.15 (dd, *Jougn = 8.5 Hz, “Jou7u = 1.5 Hz, bzw.
3Js7n = 8.5 Hz, *Jsusn = 1.5 Hz, 1H, 9-H oder 6-H), 10.85 (s br, 1H, OH [D,0])).
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BC NMR (50 MHz, [Dg]DMSO): & = '+ 107.01 (C-1), '+’ 126.39 (C-3), '+’ 128.47, '+’
128.72, '+ 129.27, "+’ 130.45, +" 130.70 (C-4, C-6, C-7, C-8, C-9), =" 139.47, —" 140.90,
'~ 142.87, '~ 144.75 (C-4a, C-5a, C-9a, C-10a), "= 159.50 (C-2).
MS (70 eV): m/z (%) = 196 (100) [M'], 168 (5) [M"=2N], 140 (3) [168"—CO], 114 (2), 102
(2), 98 (4), 76 (3), 64 (4), 50 (4).
C12HsN,O (196.21) Ber.: C 73.45 H 4.11

Gef.: C 73.38 H 4.06
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3 Synthese von Phenazinether rac-51

3.1  (3RS)-(+)-1-Methylsulfonyl-3,7-dimethyl-non-6-en (rac-49)!'*"

CH,Cly, NEt3, CH3SO,Cl
: >
OH 92 %

rac-47 rac-49

Es wurden bei 0 °C 156 mg (1.0 mmol, 1.0 Aquiv.) Citronellol (rac-47) in 3 ml trockenem
Dichlormethan (P;O19) geldst. Nacheinander wurden 111 mg (1.1 mmol, 1.1 Aquiv.)
Triethylamin und 126 mg (1.1 mmol, 1.1 Aquiv.) Methansulfonsiurechlorid zugespritzt. Die
Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur erwdrmt und nach ca. 15 min. Rithren war
alles Substrat umgesetzt (DC Kontrolle: Et;O/PE =1 : 3). Man iiberfiihrte den Ansatz mit 5
ml Dichlormethan in einen Scheidetrichter und extrahierte zweimal mit je 5 ml geséttigter
Natriumhydrogencarbonatlésung und einmal mit 5 ml gesittigter Natriumchloridlésung. Man
trocknete iiber Natriumsulfat, filtrierte und entfernte das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer i. Vak. Der verbliebene Riickstand wurde an 15 g Kieselgel unter Druck
chromatographiert (Et;O/PE =1 : 1). Es wurden 210 mg (92 % Ausbeute) des Produkts
rac-49 als Ol isoliert.

R;=0.47 (ELO/PE=1:1).
'"H NMR (200 MHz, CDCls): 8 = 0.92 (d, *Jscy 31 = 6.5 Hz, 3H, 3-CHs), 1.08 - 1.46 (m, 3H,
3-H, 4-H,), 1.47 - 1.88 (m, 2H, 2-H,) tiberlagert von 1.59 (s, 3H, 7-CH; ) und 1.67 (s, 3H, 8-
Hs), 1.89 - 2.10 (m 2H, 5-Hy), 2.97 (s, 3H, OSO,CHs), 4.26 (t, *Jin o, = 6.5 Hz, 2H, 1-Hy),
5.07 (m, 1H, 6-H).

BC NMR (50 MHz, CDCl3): & = '+’ 17.60 (7-CH3), '+ 19.10 (3-CH3), ‘=" 25.22 (C-5), '+’
25.65 (C-8), "+ 28.91 (C-3), = 35.86 (C-4 oder C-2), ‘=" 36.74 (C-2 oder C-4), ‘+" 37.26
(OSO,CH3), '~ 68.55 (C-1), '+ 124.22 (C-6), "~ 131.48 (C-7).

MS (70 eV): m/z (%) = 234 (4) [M'], 138 (42) [M'—HOSO,CH;], 123 (16) [138"~CH3], 109
(16) [138"—C,Hs], 95 (46) [0SO,CH3 '], 81 (67) [138"—C4Ho], 69 (75) [CsHy'].

C1:H3;S0; (234.13)
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3.2 (3RS)-()-1-Toluolsulfonyl-3,7-dimethyl-non-6-en (rac-48)"'*

Pyridin, CH3CeHsS0,Cl RT
OH 85 %

rac-47

In 5 ml frisch destilliertem Pyridin (KOH) wurden bei 0 °C 312 mg (2.0 mmol, 1.0 Aquiv.)
Citronellol (rac-47) geldst und anschlieBend 572 mg (3.0 mmol, 1.5 Aquiv.) p-Toluol-
sulfonsdurechlorid zugegeben. Nach ca. 8 h bei 0 °C wurden 3 ml Wasser zugegeben, einige
Minuten geriihrt und in 10 ml Dichlormethan aufgenommen. Nach dem Abtrennen der
wélrigen Phase wurde die organische Phase zweimal mit je 5 ml 2 M Salzsédure und je einmal
mit 5 ml gesittigter Natriumhydrogencarbonat- und 5 ml geséttigter Natriumchloridlésung
gewaschen. Nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat und dem Evaporieren des Solvens erhielt
man ein Ol, das an 20 g Kieselgel aufgereinigt wurde (Eluent: Et,O/PE = 1 : 10). Es wurden
504 mg (85 % Ausbeute) des Tosylats rac-48 erhalten.

R;=0.63 (EL,O/PE =1 : 2).
'H NMR (200 MHz, CDCls): 8 = 0.82 (d, *Jcny 31 = 6.5 Hz, 3H, 3-CH3), 1.00 - 1.80 (m, 5H,
2-H,, 3-H, 4-H;) tiberlagert von 1.57 (s, 3H, 7-CH3) und 1.68 (s, 3H, 8-H3), 1.77 - 2.08 (m,
2H, 5-Hy), 2.44 (s, 3H, 4’-CHs), 4.06 (t, *Jinyon, = 6.0 Hz, 2H, 1-Hy), 5.02 (mc, 1H, 6-H),
7.34 (d, *Jynon = Jsuen = 8.0 Hz, 2H, 3°-H, 5°-H), 7.79 (d, *Jyusu = *Jousu = 8.0 Hz, 2H,
2’-H, 6’-H).
BC NMR (50 MHz, CDCls): 8 ="+’ 17.56 (7-CHs), *+ 18.97 (3-CH3), '+’ 21.57 (4’-CH3),
"~ 25.20 (C-5), "+ 25.64 (C-8), “+  28.79 (C-3), "= 35.59 (C-4 oder C-2), "~ 36.64 (C-2
oder C-4), =" 69.00 (C-1), "+’ 124.25 (C-6), '+ 127.81 (C-3’, C-5°), "+ 129.75 (C-2’, C-6"),
"~ 131.48 (C-7), "= 133.15 (C-4"), "= 144.59 (C-1").
MS (200 eV, DCI/NH;): m/z (%) = 638 (30) [2M + NH, '], 328 (100) [M + NH,].
C17H26S05 (310.45) Ber.: C 65.77 H 8.44

Gef.: C 65.74 H 8.38
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3.3 (3RS)-(3) 1-Brom-3,7-dimethyl-6-hepten (rac-50)"""

CHyCl,, CBry4, PPhs, RT
2v12 i‘; 3 »

rac-47

Zu einer geriihrten Losung von 8.81 g (50.0 mmol, 1.0 Aquiv.) Citronellol (rac-47) und
20.75 g (62.5 mmol, 1.25 Aquiv.) Tetrabromkohlenstoff in 80 ml trockenem Dichlormethan
(P4010) wurden bei 0 °C 19.6 g (75 mmol, 1.50 Aquiv.) Triphenylphosphin wihrend 5 min
hinzugefiigt. Nach 15 min war die Reaktion laut diinnschichtchromatographischer Analyse
der Reaktionsmischung beendet (Et;O/PE =1 : 1). Zur Aufarbeitung wurde das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer i. Vak. entfernt und der Riickstand in 70 ml Diethylether
aufgenommen und filtriert. Der Feststoff wurde dann dreimal mit je 50 ml Ether gewaschen,
die organischen Phasen vereinigt und das Solvens i. Vak. entfernt. Der 6lige Riickstand wurde
im Kugelrohrofen (107 Torr/100 °C) destilliert. Man erhielt 9.38 g (86 % Ausbeute) der
Titelverbindung rac-50 als klares Ol.

Rr=0.43 (E,L,O/PE =1 : 2).

'"H NMR (200 MHz, CDCL;): § = 0.88 (d, *J3cuy3n = 6.5 Hz, 3H, 3-CHs), 1.05 - 1.45 (m, 3H,
3-H, 4-H,), 1.59 (s, 3H, 7-CH3) und 1.67 (s, 3H, 8-Hj3) iiberlagert von 1.55 - 2.05 (m, 4H, 2-
Hy, 5-Hy), 3.39 (ddd, *Jisg1n, = 15.0 Hz, *Jingon, = 10.0 Hz, *Jingon, = 7.0 Hz, 1H, 1-Hg)
teilweise iiberlagert von 3.43 (ddd, leHA»lHB =15.0 Hz, 3J1HA=2HA =9.5 Hz, 3J1HA»2HB =5.0 Hz,
1H, 1-Hy), 5.07 (m, 1H, 6-H).

BC NMR (50 MHz, CDCls): & = '+ 17.65 (7-CH3), '+’ 18.84 (3-CHs), ‘=’ 25.32 (C-5), '+
25.69 (C-8), '+ 31.36 (C-3), "= 32.06 (C-4 oder C-2), =" 36.55 (C-2 oder C-4), =" 39.99
(C-1), '+ 124.42 (C-6), =" 131.46 (C-7).

C10H19Br (219.60)
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34  (3’RS)-(¥) 2-(3,7-Dimethyl-oct-6-enyloxy)-phenazin (rac-51)

Variante A

N OH o
@: D/+ DMF, K5C03, 100 °C

N MsO™ 85 %

2

rac-49 rac-51

Es wurden 196 mg (1.0 mmol, 1.0 Aquiv.) 2-Hydroxyphenazin (2) bei Raumtemperatur in
5 ml trockenem Dimethylformamid (CaH,) geldst und mit 691 mg (5.0 mmol, 5.0 Aquiv.)
wasserfreiem, fein gemorsertem Kaliumcarbonat versetzt und geriihrt. Nach ca. 10 min
spritzte man 220 mg (0.94 mmol, 0.94 Aquiv.) des Mesylats rac-49 zu und erhitzte die
Mischung auf 100 °C bis zur Beendigung des Umsatzes (DC-Kontrolle: Et;O/PE =1 : 1).
Nach dem Abkiihlen verdiinnte man mit 20 ml Dichlormethan und schiittelte einmal mit
10 ml Wasser aus. Die wéssrige Phase wurde abgetrennt, mit Natriumchlorid gesattigt und
zweimal mit je 10 ml Dichlormethan extrahiert. AbschlieBend wurden die organischen Phasen
vereinigt und zweimal mit je 10 ml gesittigter Ammoniumchloridlosung gewaschen, iiber
Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Entfernen des Solvens am Rotationsverdampfer 1.
Vak. ergab das Rohprodukt, das an 40 g Kieselgel unter Druck chromatographiert wurde. Es
wurden 284 mg (85 % Ausbeute ) Produkt rac-51 als gelbes Ol isoliert.

Variante B
N OH THF, KOH,
@[ U Aliquat, 67 °C
~ + -
0,
2 rac-49 rac-51

Man mischte 19.6 mg (0.1 mmol, 1.0 Aquiv.) 2-Hydroxyphenazin (2) mit 5.6 mg (0.1 mmol,
1.0 Aquiv.) fein gemédrsertem Kaliumhydroxid und 6 mg Aliquat 336. Nach 10 min Riihren
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bei Raumtemperatur fiigte man 23.4 mg Mesylat rac-49 als Losung in 2 ml Tetrahydrofuran
hinzu und erhitzte unter Sieden am RiickfluB3. Nach etwa 10 h war die Reaktion beendet (DC
Kontrolle: Et;O/PE = 1 : 1), die Reaktionsmischung wurde in 10 ml Diethylether
aufgenommen und zweimal mit je 5 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde iiber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Solvens entfernt. Das Rohprodukt wurde auf 200
mg Kieselgel aufgezogen und an 4 g Kieselgel chromatographisch gereinigt (Et,O/PE =1 : 3).
Es wurden 32 mg des Produkts rac-51 (96 % Ausbeute) als gelbes Ol isoliert.

R¢=0.45 (E,O/PE =1 : 2).
IR (KBr): v = 3060, 3028 cm™ (=C-H), 2959, 2925, 2872, 2855 (CH,, CH3), 1632, 1605,
1560, 1518 (C=C), 1483, 1473, 1445, 1390, 1380, (CH,, CH3), 1289, 1197 (C-0), 828, 757
(C=C, aromat.).
UV (MeOH): Amax (Ig €) 216 nm = (3.40), 256 (3.91), 359 (2.97), 391 (2.90).
'"H NMR (200 MHz, CDCl3): & = 1.00 (d, *Jcny 31 = 6.0 Hz, 3H, 3’-CHs), 1.15 - 1.55 (m, 3H,
3°-H, 4’-H,), 1.61 (s, 3H, 7°-CH3) und 1.68 (s, 3H, 8’-H3) iiberlagert von 1.56 - 2.15 (m, 4H,
2-Hy, 5-H), 4.21 (t, Jrmyon, = Jimyong = 6.0 Hz, 2H, -Hy), 5.11 (t, Jonsu, = Jensug
=7.0 Hz, 1H, 6’-H), 7.40 (d, *Jip3u = 3.0 Hz, 1H, 1-H), 7.49 (dd, *J3p4u = 10.0 Hz, *J3p 10 =
3.0 Hz, 1H, 3-H), 7.78 (mc, 2H, 7-H, 8-H), 8.09 (d, *Jyusu = 10.0 Hz, 1H, 4-H), 8.16 - 8.30
(m, 2H, 6-H, 9-H).
BC NMR (50 MHz, CDCls): 8 ="+ 17.65 (7°-CH3), "+’ 19.49 (3°-CH3), "~ 25.38 (C-5"), +
25.69 (C-8), “+ 29.56 (C-3), "= 35.66 (C-4’ oder C-2°), ‘=" 37.03 (C-2’ oder C-4’), "’
67.04 (C-1°), "+ 104.82 (C-1), '+ 124.46 (C-6"), '+' 126.67 (C-3), '+  128.75, '+ 128.81,
+7129.53, "+ 130.26 (C-6, C-7, C-8, C-9), "+  130.38 (C-4), "= 131.32 (C-7"), =" 140.60,
'~ 141.73,°=" 143.19, "= 145.03 (C-4a, C-5a, C-9a, C-10a), "~ 160.63 (C-2).
MS (70 eV): m/z (%) = 334 (86) [M], 265 (5) [M=CsHo], 251 (5) [M'=CsH1], 209 (8)
[C13HoN,0'], 196 (100) [C1,HgN,O, 168 (5) [196—CO], 69 (24) [CsHy ]
C1HxN,0 (334.21) Ber.: C 78.99 H 7.84

Gef.: C 79.19 H 8.03
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4 Synthese des Cg-Bausteins rac-6

4.1  (3RS)-()-5-tert.-Butyldimethylsilyoxy-3-methyl-pentan-1-ol (rac-52)""

HO/\)\/\OH NaH, TBDMSCI, THF, RT . TBDMSOWOH

83 %
8 rac-52

Durch Waschen mit Hexan wurden 3.35 g 60 proz. Natriumhydrid (2.02 g, 84 mmol, 1.0

Aquiv.) vom Mineraldl befreit und in 110 ml Tetrahydrofuran (K) suspendiert. Durch ein
Septum wurden 10.20 ml (9.93 g, 84 mmol, 1.0 Aquiv.) 3-Methyl-1,5-pentandiol (8)
zugespritzt und 60 min bei Raumtemperatur geriihrt, wahrenddessen sich grofle Mengen eines
weiBen Niederschlags bildeten. Nun gab man 12.66 g (84 mmol, 1.0 Aquiv.) tert.-
Butyldimethylchlorsilan zur Reaktionsmischung und riihrte kréftig fiir weitere 60 min bei
Raumtemperatur. Der Ansatz wurde anschliefend in 300 ml Diethylether aufgenommen und
je einmal mit 300 ml geséttigter Natriumhydrogencarbonatlésung und 200 ml geséttigter
Natriumchloridlésung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel i. Vak. am Rotationsverdampfer entfernt. Zur Reinigung wurde das
Rohprodukt an 500 g Kieselgel chromatographiert (Et;O/PE =1 : 10 — 1 : 2). Es wurden
16.20 g (83 % Ausbeute) der Titelverbindung rac-52 als klares Ol isoliert.

R;=0.79 (EL,O/PE=1:1).

'"H NMR (200 MHz, C¢Dg): 8 = 0.17 [s, 6H, Si(CHs)z], 0.93 (d, *Jeu,cn = 6.5 Hz, 3H, CHs),
0.97 (s br, 1H, OH), 1.08 [s, 9H, SiC(CH3)], 1.18 - 1.95 (m, 5H, 2-H,, 3-H, 4 H,), 3.42 (mc,
2H, 1-Hy) 3.57 (mc, 2H, 5-H,).

BC NMR (50 MHz, C¢Dg): & = '+ —5.17 und "+ —5.14 [Si(CHs)3], = 18.51 [Si-C(CH3)s],
'+ 19.99 (CH3), '+ 26.17 [Si-C(CHs)s], *+” 26.67 (CH), '~ 40.22 (C-2 und C-4), "~ 60.73
(C-5), —"61.42 (C-1).

MS (200 eV, DCI/NH;): m/z (%) = 250 (100) [M + NH4 '], 233 (92) [M + H'].

C12H25Si0; (232.44)
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4.2  (3RS)-(2)-tert.-Butyl-(5-iodo-3-methyl-pentyloxy)-dimethylsilan (rac-6)

TBDMSO 1. CH,Cly, NEts, CH3SO,CI, 0 °C  1BPMSO
2. Nal, Aceton, 55 °C.
OH > NN

93 %
rac-52 rac-6

Man 16ste in 25 ml Dichlormethan 1.16 g (5 mmol, 1.0 Aquiv.) des Alkohols rac-52 sowie
5ml (3.36 g, 36 mmol, 7.2 Aquiv.) frisch destilliertes Triethylamin und kiihlte auf 0 °C ab.
Nach Zugabe von 630 mg (5.5 mmol, 1.1 Aquiv.) Methansulfonsiurechlorid riihrte man noch
ca. 2 h bei 0 °C, bis das Substrat vollstdndig umgesetzt war (DC Kontrolle: Et;O/PE =2 : 1).
Zur Aufarbeitung gab man die Reaktionsmischung in 25 ml geséttigte Natrium-
hydrogencarbonatldsung, trennte die organische Phase ab und extrahierte die wélrige Phase
noch dreimal mit je 20 ml Dichlormethan. Die organischen Phasen wurden vereinigt, iiber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Solvens i. Vak. entfernt. Das rohe Mesylat wurde in
40 ml Aceton (K,CO3) geldst, dann fiigte man 1.05 g (7.0 mmol, 1.4 Aquiv.) Natriumiodid zu
und erhitzte unter Sieden zum RiickfluB. Nach etwa 4 h war die Reaktion beendet (DC
Kontrolle: Et;O/PE =1 : 2) und die abgekiihlte Losung wurde in 30 ml Wasser aufgenommen.
Die Reaktionsmischung wurde nun viermal mit je 30 ml Diethylether extrahiert und die
vereinigen organischen Phasen {iiber Natriumsulfat getrocknet. Abfiltrieren vom
Trockenmittel und Evaporieren des Losungsmittels i. Vak. ergaben das Rohprodukt, das an
150 g Kieselgel chromatographisch gereinigt wurde (Et,O/PE =1 : 5). Es wurden 1.60 g des
Todids rac-6 (93 % Ausbeute) als klares Ol isoliert.

R¢=0.66 (Et,O/PE =1 : 2).

IR (Film): V = 2955, 2928, 2885, 2857 cm™ (C-H), 1471, 1462, (CH,, CH3), 1255 (C-OSi),
1098, 836 (Si-OC), 775 (OSi-CHj3), 740 (C-SiCH3).

UV (CH3CN): Amax (Ig €) = 193 nm (3.84), 253 (2.72).

"H NMR (300 MHz, CDCls): & = 0.03 [s, 6H, Si(CHs),], 0.87 [s, 9H, SiC(CHs)3], iiberlagert
von 0.87 (d, 3J3CH3,3H = 6.0 Hz, 3H, CHs), 1.34 (m¢, 1H, CH), 1.46 - 1.60 (m, 1H, 2-Hx bzw.
4-Hy), 1.60 - 1.66 (m, 2H, 2-Hpg, 4-Hg), 1.80 - 1.97 (m, 1H, 4-H bzw. 2-H,), 3.09 - 3.28 (m,
2H, 1-H,), 3.63 (m¢, 2H, 5-H,).
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BC NMR (50 MHz, CDCl3): & = '+ —=5.29 und '+’ —5.26 (Si(CHs),), ‘=" 4.91 (C-5), "
18.30 (Si-C(CHs)3), '+’ 18.75 (CH3), "+ 25.95 (Si-C(CHs)s), '+ 30.83 (CH), - 39.06 (C-4
oder C-2), =" 41.03 (C-2 oder C-4), ' 60.92 (C-1).
MS (200 eV, DCI/NH3): m/z (%) = 377 (12) [M + NH; + NH,'], 360 (100) [M + NH,'], 343
(18) [M +H'].
C12H;SiOl (342.09) Ber.: C 42.09 H 7.95

Gef.: C 42.38 H7.76

4.3 (BRS)-(¥)-(5-Bromo-3-methyl-pentyloxy)-zert.-butyl-dimethylsilan (rac-53)

TBDMSO 1. CH,Cly, NEts, CH3SO,CI, 0 °C  1BPMSO
2. LiBr, THF, 66 °C.
OH > ™35 By

65 %
rac-52 rac-53

Man 16ste in 5 ml Dichlormethan 232 mg (1.0 mmol, 1.0 Aquiv.) des Alkohols rac-52, sowie
1.0 ml (672 mg, 6.2 mmol, 6.2 Aquiv.) frisch destilliertes Triethylamin und kiihlte auf 0 °C
ab. Nach Zugabe von 126 mg (1.1 mmol, 1.1 Aquiv.) Methansulfonsiurechlorid riihrte man
noch etwa 1 h bei 0 °C, bis das Substrat vollstindig umgesetzt war (DC Kontrolle: Et,O/PE =
2 : 1). Zur Aufarbeitung gab man die Reaktionsmischung in 5 ml Wasser, trennte die
organische Phase ab und extrahierte die wiBrige Phase noch dreimal mit je 5 ml
Dichlormethan. Die organischen Phasen wurden vereinigt, iiber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und das Solvens i. Vak. am Rotationsverdampfer entfernt. Das rohe Mesylat wurde
dann in 10 ml Tetrahydrofuran (K) geldst, mit 120 mg (1.38 mmol, 1.38 Aquiv.) Lithium-
bromid versetzt und unter Sieden am Riickflul zur Reaktion gebracht. Nach ca. 6 h war das
Mesylat umgesetzt (DC Kontrolle: Et;O/PE =1 : 2) und die abgekiihlte Losung wurde in 5 ml
Wasser aufgenommen. Die Reaktionsmischung wurde nun viermal mit je 10 ml Dichlor-
methan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet.
Abfiltrieren vom Trockenmittel und Evaporieren des Ldsungsmittels i. Vak. ergaben das
Rohprodukt, das an 30 g Kieselgel unter Druck chromatographisch gereinigt wurde (Et,O/PE
=1:5). Es wurden 208 mg des Bromids rac-53 (65 % Ausbeute) als klares Ol isoliert.
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R;=0.78 (EL,O/PE =1 : 2).
IR (Film): V = 2956, 2929, 2895, 2857 cm™ (C-H), 1471, 1463, (CH,, CH3), 1255 (C-OSi),
1098, 836 (Si-OC), 775 (OSi-CH3), 740 (C-SiCH3), 647 (C-Br).
UV (CH3CN): Die Verbindung rac-53 zeigt im Wellenldngenbereich A = 195 bis 400 nm
keine UV-Absorption.
"H NMR (300 MHz, CDCl;): 8 = 0.03 [s, 6H, Si(CHs),], 0.87 [s, 9H, SiC(CH;)s], iiberlagert
von 0.89 (d, *Jscuyan = 6.5 Hz, 3H, CH3), 1.20 -2.00 (m, SH, 2-Hy, 3-H, 4-H,), 3.42 (mc, 2H,
5-H,), 3.63 (mc, 2H, 1-Hy).
BC NMR (50 MHz, CDCl3): § = '+ —5.30 und '+" —5.27 [Si(CHs),], '’ 18.31 [Si-C(CH3)s],
'+ 19.01 (CHs), '+ 25.96 [Si-C(CH3)3], '+ 28.63 (CH), =" 31.90 (C-5), =" 39.29 (C-4 oder
C-2), =" 40.10 (C-2 oder C-4), "~ 60.95 (C-1).
MS (70 eV): m/z (%) = 295 (22) [M'], 239 (2) [M'— C4Hg], 167 (10) [CsH 4Br'], 139 (22)
[C4HoBr '], 115 (10) [CsH;5Si], 73 (56) [C4HoO'], 55 (100) [C4H7'], 41 (32) [C3H5'].
C1,H2;SiOBr (295.34) Ber.: C 48.96 H 9.25

Gef.: C 48.68 H 9.02
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5 Synthese der C¢-Bausteine (R)-6 und ($)-12

5.1 (4R)-(+)-4-Methyl-tetrahydro-pyran-2-on [(R)-12]"¥

o) 0 1. BH3 * SMey, THF, 0 °C —RT, 4
/U\/'\/U\ 2.2 M KOH, H,0/MeOH, RT 6 2
HO OEt -
92 % o 0

5.23 g Halbester (R)-11 (30.0 mmol, 1.0 Aquiv.) wurden in 40 ml trockenem Tetrahydrofuran
(K) geldst und auf 0 °C abgekiihlt. Nun wurden vorsichtig 21 ml einer Lésung von 2 M Boran
Dimethylsulfid-Komplex in Tetrahydrofuran (42.0 mmol, 1.4 Aquiv.) zugetropft. An-
schlieend wurde 30 min bei 0 °C und danach 36 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nun wurden
unter Eiskiihlung 15 ml Wasser zugegeben und ca. 20 min geriihrt, bis die Wasserstoffent-
wicklung abgeklungen war. Die Reaktionsmischung wurde am Rotationsverdampfer i. Vak.
von Fliichtigem befreit und der verbliebene weille Riickstand mit 20 ml einer 2 M wéssrigen
Kaliumhydroxidldsung versetzt. Durch Zufiigen von 5 - 10 ml Methanol homogenisierte man
die Reaktionsmischung und riihrte sie 12 h bei Raumtemperatur. Zum Abschluf} sduerte man
den Ansatz mit 10 ml einer 6 M Salzsdurelosung an, sittigte die wissrige Phase mit
Natriumchlorid und extrahierte viermal mit je 70 ml Diethylether. Die organischen Phasen
wurden vereinigt, iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer i. Vak. entfernt. Das verbliebene Rohprodukt wurde bei 70 °C im
Kugelrohrofen (107 Torr) destilliert. Es wurden 3.15 g (92 % Ausbeute) des Lactons (R)-12

als klares Ol isoliert. Der spezifische Drehwinkel von [a]i)o = 27.0° (¢ = 1.0 in CHCly)

88] . . .
], einem Enantiomereniiberschull von ee =

entspricht, verglichen mit den Werten von Rossit
98 % {Lit. [a]} =27.61° (c =5.716 in CHCL)}.
[ally =27.0° (c = 1.0 in CHCLy), {Lit.*™ [a]}] =27.61° (c =5.716 in CHCl3)}.

'"H NMR (300 MHz, CDCL) : § = 1.04 (d, *Jenycn = 6.8 Hz, 3H, CHs), 1.50 (mc, 1H, CH),
1.81 - 2.22 (m, 3H, 3-Ha, 5-Hy), 2.65 (ddd, *Jsug3m, = 21.0 Hz, *Jspgan = 10.5 Hz, “angsu,
bzw. “Jaug sy =2.0 Hz, 1H, 3-Hp), 4.23 (dt, *Jou 11y = *J st = 11.0 Hz, “Jg, sng = 3.5
Hz, 1H, 6-Hy), 4.40 (ddd, *Jeugen, = 11.0 Hz, *Jengsu, = 5.0 Hz, *Jougsn, = 3.5 Hz, 1H, 6-
Hs).
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BC NMR (50 MHz, CDCl3) : & = '+ 21.68 (4-CH;), "+ 26.78 (C-4 ), -’ 30.84 (C-5), '’
38.45 (C-3), - 68.84 (C-6), "=’ 171.52 (C=0).

MS (70 eV): m/z (%) = 114 (35) [M'], 84 (4) [M" — CH,0], 70 (30) [M" — CO,], 69 (13)
[C4HsO'], 55 (100) [C3H30], 43 (10) [C3H7'], 42 (73) [C.H,O].

CsH1904 (114.14)

5.2 (3R)-(+)-5-Hydroxy-3-methyl-1-piperidin-1-yl-pentan-1-on [(R)-56]

O
Piperidin, 12 h, 70 °C WL
P » HO5 31 r@
5'

0,
o o 98 %

(R)-12 (R)-56

2.8 g Lacton (25.0 mmol, 1.0 Aquiv.) (R)-12 wurden mit 17 g (200 mmol, 8.0 Aquiv.) frisch
destilliertem Piperidin (CaH,) versetzt und in einem Druckkolben unter Riihren fiir 12 h auf
70°C erhitzt. AbschlieBend liel man abkiihlen und entfernte das {iberschiissige Piperidin 1i.
Vak. am Rotationsverdampfer. Das erhaltene Rohprodukt konnte ohne weitere Aufreinigung
fiir die ndchste Syntheseoperation eingesetzt werden. Analysenreine Substanz erhielt man
durch Chromatographie des rohen Piperidids an Kieselgel mit Aceton als Laufmittel. Geringe
Mengen dabei sich 16senden Kieselgels lieBen sich durch abschlieBende Filtration iiber Celite
einfach entfernen. Nach der Aufreinigung des Rohprodukts erhielt man 4.79 g (98 %
Ausbeute) Piperidid (R)-56 als farbloses OLl.

R¢=0.2 (EE/PE=20:1).

[a]y =9.4° (c=0.8 in CHCly), {Lit.!""™ [a]} =7.9° (c =3 in CHCl3)}.

IR (Film): V = 3406 cm™ (O-H), 2933, 2857 (C-H), 1620 (Amid), 1444, 1369, (CH,, CHs),
1059, 1020 (C-0).

UV (CH;CN): Amax (Ig €) = 205 nm (3.92).

'H NMR (200 MHz, CDCls): § = 0.95 (d, *Jen,,cu = 6.8 Hz, 3H, CH;), 1.32 - 1.70 (m, 8H, 2’-
H,, 3°-Ha, 4>-H,, 3-H, 4-Hg), 2.07 - 2.39 (m, 3H, 2-H,, 4-Hy), 3.16 (s br, 1H, OH); 3.37 (t br,
iy, = 5.1 Hz, 2H, 1°-H, bzw. 5°-Hy), 3.51 (t br, *Jsn,am, = 5.0 Hz, 2H, 5°-H, bzw. 1’-
Hy), 3.57 (¢, *Jsnan, = 6.0 Hz, 2H, 5-Hy).
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BC NMR (50 MHz, CDCls): & ="'+’ 21.04 (CH3), ‘=’ 24.43, =" 25.54, "~ 26.44 (C-2’, C-3,
C-4%), '+ 26.48 (CH), '~ 40.06 (C-2 und C-4), "~ 42.82 (C-1°), '~ 46,75 (C-5), '~ 60.13
(C-5), =" 171.16 (C-1).
MS (70 eV): m/z (%) =199 (15) [M'], 181 (17) [M" — H,0], 168 (10) [M" — CH;0], 154 (42)
[M™ — C,H50], 127 (100) [C;H;3NO'], 112 (68) [CsH1oNO™], 99 (6) [127 — CO], 84 (56)
[CsH1oN'], 71 (6) [CsH707], 69 (30) [CsHy '], 56 (10) [C3HgN '], 41 (23) [C3Hs'].
C1:H21NO; (199.29) Ber.: C 66.29 H 10.62

Gef.: C 66.47 H 10.87

5.3 (3R)-(—)-5-tert.-Butyldimethylsilyloxy-3-methyl-1-piperidin-yl-pentan-1-on [(R)-57)]

Hw TBDMSO O
TBDMSCI, NEt3, CH,Cly, RT I\/'\/”\
5

98 %
(R)-57

Es wurden 4.50 g (22.5 mmol, 1.0 Aquiv.) des Piperidids (R)-56 in 40 ml Dichlormethan
geldst und auf 0 °C abgekiihlt. Bei dieser Temperatur fligte man zunéchst 3.73 g (24.8 mmol,
1.1 Aquiv.) tert.-Butyldimethylchlorsilan und dann tropfenweise 4.05 ml (2.96 g, 29.3 mmol,
1.5 Aquiv.) frisch destilliertes Triethylamin zu. Die Reaktionsmischung wurde auf Raum-
temperatur erwarmt und der Fortgang der Reaktion mittels diinnschichtchromatographischer
Analyse verfolgt (EE/PE = 5:1). Nach anndhernd 4 h war das Substrat vollstindig
verbraucht. Zur Aufarbeitung verdiinnte man den Ansatz mit 50 ml Dichlormethan, wusch
einmal mit 20 ml gesittigter Natriumhydrogencarbonatlésung und trocknete die organische
Phase tiber Natriumsulfat. Abfiltrieren des Trockenmittels und Entfernen des Solvens i. Vak.

ergaben 7.58 g Rohprodukt, das an 450 g Kieselgel chromatographiert wurde (Et,O/PE=1: 5
—> Et,0). Man isolierte 6.95 g (98 % Ausbeute) der gewiinschten Verbindung (R)-57 als
klares OL.

R; =0.60 (EE/PE=5: 1).
[a]y =-1.5° (c = 1.0 in CHCl;).
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IR (Film): vV = 2931 cm™, 2856 (CH,,CH3), 1646 (Amid), 1462, 1433 (CH,, CH3), 1254,
1095 (C-0).
UV (CH3CN): Amax (Ig €) = 205 nm (3.91).
"H NMR (200 MHz, CDCls): & = 0.00 [s, 6H, Si(CHs),], 0.85 [s, 9H, SiC(CHs)3)], 0.93 (d,
Jenyen = 6.5 Hz, 3H, CHs), 1.29 - 1.70 (m, 8H, 2’-H,, 3°-H,, 4’-H,, 3-H, 4-Hg), 2.08 (dt,
Janyang = 13.0 Hz, “Jan,su, = Jan,sug = 6.0 Hz, 1H, 4-H,) iiberlagert von 2.08 (dd,
“Ionyomg = 17.5 Hz, *Jony 31 = 9.0 Hz, 1H, 2-Hy), 2.37 (dd, *Jongon, = 17.5 Hz, *Jopg 3n = 9.0
Hz, 1H, 2-Hg), 3.36 (t br, *Jyuyon, = 5.0 Hz, 2H, 1’-H, bzw. 5°-Hy), 3.51 (¢ br, Jsn,am, =
5.0 Hz, 2H, 5°-H, bzw. 1-H), 3.63 (t, *Jsugan, = Jsugan, = 6.0 Hz, 1H, 5-Hp), 3.64 (1,
sty an, = sty ang = 6.0 Hz, 1H, 5-Ha).
BC NMR (50 MHz, CDCl3): & = '+ —5.35 [Si(CH3))], '=’ 18.25 [SiC(CH3)3], '+  19.93
(CH3), -’ 24.85, "= 25.65, "= 26.62 (C-2’, C-3°, C-4"), "+" 25.91 [SiC(CH3)3], +  27.39
(CH), "~ 39.83 (C-2 oder C-4), '~ 40.88 (C-4 oder C-2), ‘=" 42.57 (C-1°), =" 46.90 (C-5"),
'~ 61.12 (C-5), =" 170.68 (C-1).
MS (70 eV): m/z (%) =313 (26) [M], 298 (3) [M'=CHj3], 256 (100) [M —tert-Butyl], 182 (4)
[M'—=TBDMSO], 154 (3) [CoHNO'], 142 (4) [256—CsH,,SiO], 127 (3) [C;H13NO], 112 (2)
[CeH1oNO], 84 (4) [CsHioN'], 73 (7) [C2HsSiO7], 41 (6) [C3Hs'].
C17H3sNO,Si (313.56) Ber.: C 65.12 H 11.25

Gef.: C 65.27 H 11.18

54  (395)-(+)-5-tert.-Butyldimethylsilyoxy-3-methyl-pentan-1-ol [($)-52]

TBDMSOI\/'\/IO]\ TBDMSOI\/'\/\
,\O LiBH(C2H5)3,THF,0°C—>RT>5 " 0H

92 %

(R)-57 (S)-52

In einem Dreihalskolben wurden 46.5 ml (46.5 mmol, 2.5 Aquiv.) einer 1 M Ldsung von
LiBH(C,Hs); (Superhydride™) auf 0 °C abgekiihlt. Dann wurden 5.86 g (18.7 mmol, 1.0
Aquiv.) des Substrats (R)-57 in 30 ml Tetrahydrofuran (K) unter kriftigem Riihren, mit Hilfe

eines Tropftrichters eingetropft. Nach 1 h bei 0 °C lieB man die Reaktionsmischung auf
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Raumtemperatur auftauen und riihrte etwa 1 h, bis laut diinnschichtchromatographischer
Analyse (EE/PE =1 : 3) das Amid vollstindig reduziert war. Dann wurde bei 0 °C die
Reaktion durch Zugabe von 30 ml gesittigter Ammoniumchloridlésung gequencht und die
Reaktionsmischung anschlieBend mit 100 ml Dichlormethan in einen Scheidetrichter
iibergefiihrt. Nach dem Abtrennen der organischen Phase séttigte man die wiassrige Phase mit
Natriumsulfat und extrahiert diese noch dreimal mit je 100 ml Dichlormethan. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am
Rotationsverdampfer i. Vak. eingeengt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte durch
Chromatographie an 500 g Kieselgel. Als Laufmittel diente ein Gemisch von Et,O/PE =1 : 3.
Es wurden 4.00 g (92 % Ausbeute) der gewiinschten Verbindung (S)-52 erhalten.

R¢=0.43 (EE/PE=1:3).

[a]y =2.3° (c=1.0 in CHCl;).

IR (Film): vV =3353 cm™ (OH), 2955, 2929, 2885, 2858 (CH,, CH3), 1471, 1462 (CH,, CH3),
1255 (C-0Si), 1096 (C-0), 836 (Si-OC), 775 (C-SiCHs).

UV (CH;3CN): Die Verbindung (S)-52 zeigt im Wellenldngenbereich von 195 bis 400 nm
keine UV-Absorption.

"H NMR (300 MHz, C¢De): & = 0.17 [s, 6H, Si(CHs),], 0.93 (s br, 1H, OH), teilweise
iiberlagert von 0.94 (d, 3JCH3,CH = 6.5 Hz, 3H, CH3), 1.09 [s, 9H, SiC(CH3)], 1.26 - 1.47 (m,
2H, 3-H, 2-Hg), 1.5 (dq, *Jangan, = 14.0 Hz, *Janysn = “Jaugsn, = 7.0 Hz, 1H, 4-Hg), 1.65
(dtd, *Jast, 4y, = 14.0 Hz, *Jau, 31 = “Jan, su, = 7.0 Hz, *Jan, s, = 6.0 Hz bzw. “Ja, any, =
14.0 Hz, *Jau, su, = 7.0 Hz, *Jan, 3u = 6.0 Hz, 1H, 4-Hy), 1.84 (ddt, *Jon, ony =20.5 Hz,
3J2HA=1HA =14.0 Hz, 3J2HA’1HB = 6.5 Hz, 1H, 2-H,), 3.45 - 3.60 (m schwach aufgelost, 2H, 1-
H; bzw. 5-H,), 3.68 (mc, 2H, 5-H; bzw. 1-H,).

BC NMR (50 MHz, C¢Dg): & = '+ =5.51 und "+ —5.49 [Si(CH3),], "~ 18.16 [SiC(CHs)3],
'+719.65 (CHay), '+ 25.84 [SiC(CH3)3], + 26.34 (CH), =" 39.90 (C-2 und C-4), '-" 60.40
(C-1), =" 61.09 (C-5).

MS (200 eV, DCI/NH;): m/z (%) = 482 (5) [2M + NH4 '], 250 (100) [M + NH,'], 233 (40)
[M+H"].

C12H25Si0; (232.44)
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5.5  (3R)-(—)-tert.-Butyl-(5-iodo-3-methyl-pentyloxy)-dimethyl-silan [(R)-6]

TBDMS?\/'\/\ 1. THF, NEts, CH3SO0,Cl, 0 °C TBDMSCI)\/'\/\
2 THE. Lil, 67 °
OH , Lil, 677°C > NN

93 %
(S)-52 (R)-6

Es wurden 232 mg (1.0 mmol, 1.0 Aquiv.) Alkohol (S)-52 in 5 ml trockenem Tetrahydrofuran
(K) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Dann versetzte man die kalte Losung mit 126 mg (1.1
mmol, 1.1 Aquiv.) Methansulfonsiurechlorid und 194 pl (142 mg, 1.3 mmol, 1.3 Aquiv.)
frisch destilliertem Triethylamin. Nach 15 min bei 0 °C war die Reaktion beendet (DC
Kontrolle: Et;O/PE =1 : 2). Man nahm die Reaktionsmischung in 10 ml geséttigter Natrium-
hydrogencarbonatldsung auf und extrahierte viermal mit je 10 ml Diethylether. Die
getrockneten organischen Phasen wurden filtriert und das Losungsmittel 1. Vak. am
Rotationsverdampfer entfernt. Das rohe Mesylat wurde ohne Aufreinigung in 20 ml
Tetrahydrofuran geldst, auf 0 °C abgekiihlt, mit 161 mg (1.2 mmol, 1.2 Aquiv.) wasserfreiem
Lithiumiodid versetzt und unter Sieden am Riickfluf} erhitzt. Nach ca. 2 h hatte das Mesylat
vollstindig abreagiert (DC Kontrolle: Et,O/PE = 1 : 2). Die erkaltete Reaktionslosung wurde
in 20 ml Wasser aufgenommen und viermal mit je 20 ml Diethylether extrahiert und die
organischen Phasen {iber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und 1. Vak. am
Rotationsverdampfer vom Lésungsmittel befreit. Zur Reinigung wurde das rohe lodid an 20 g
Kieselgel chromatographiert (Et;O/PE =1 : 100). Es wurden 318 mg der Titelverbindung (R)-
6 als Ol isoliert. Die Ausbeute betrug 93 %.

[a]} =-11.0° (c = 1.0 in CHCL;).

'H NMR (200 MHz, C¢De): 8 = 0.15, [s, 6H, Si(CH3)], 0.73 (d, *Jacpyan = 6.5 Hz, 3H, 3-
CHs), 1.08 [s, 9H, SiC(CHs)s], 1.10 - 1.35 (m, 1H, CH), 1.35 - 1.55 (m, 2H, 2-H, oder 4-H,),
1.55 - 1.85 (m, 2H, 4-H, oder 2-H,), 2.83 ddd, *Jsuysu, =15.0 Hz, *Jsyysu, = 9.5 Hz,
Jsugsu, = 7.0 Hz, 1H, 5-Hp) iiberlagert von 2.91 (ddd, *Jsuysu, =15.0 Hz, *Jsugsu, = 9.0
Hz, *Jsugsu, = 5.5 Hz, 1H, 5-Hg), 3.57 (t, *Ji,on, = 6.5 Hz, 2H, 1-Hy).

BC NMR (50 MHz, C¢Dg): 8 = '+ —5.24 und '+’ —5.20 (Si(CHs),), "= 4.61 (C-5), =" 18.42
(SiC(CH3)3), *+" 18.54 (CH3), '+’ 26.13 (SiC(CHs)s), '+ 30.35 (CH), =" 39.18 (C-2 oder C-
4),"~" 41.07 (C-4 oder C-2), '~ 60.88 (C-1).

C12H,7SiOI (342.09)
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5.6 Synthese des Lactons (45)-(—)-4-Methyl-tetrahydro-pyran-2-on [(S)-12)][90]

j\/‘\/ﬁ\ 1. LIBH4, MeOH, DME, 85 °C
2.2 MNaOH, RT
HO Ot >

84 % o~ O
(R)-11 (S)-12

In 2 ml trockenem 1,2-Dimethoxyethan (Na) wurden 34 mg (1.5 mmol, 1.5 Aquiv.) 95 proz.
Lithiumborhydrid suspendiert. Dazu spritzte man vorsichtig eine Losung aus 61 ul (48 mg,
1.5 mol, 1.5 Aquiv.) trockenem Methanol (Na) und 174 mg (1.0 mmol, 1.0 Aquiv.) Halbester
(R)-11 in 2 ml 1,2-Dimethoxyethan. Die Losung wurde 3 h unter RiickfluB zum Sieden
erhitzt, dann auf 0 °C abgekiihlt und mit 0.2 ml einer 1 M Salzséurelosung gequencht. Die
Reaktionsmischung wurde anschliefend am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt
und der Riickstand in 1.0 ml einer 2 M Natriumhydroxidlésung aufgenommen. Nach 8 h
Rithren bei Raumtemperatur sduerte man mit 0.4 ml einer 6 M Salzsdurelosung an und
extrahierte viermal mit je 10 ml Dichlormethan. Die vereinigten organischen Phasen wurden
iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Solvens i. Vak. am Rotationsverdampfer
entfernt. Das Rohprodukt wurde bei 70 °C im Kugelrohrofen (107 Torr) destilliert. So erhielt
man 96 mg (84 % Ausbeute ) des Lactons (S)-12 als klares Ol. Der spezifische Drehwinkel

von [a]ﬁ) = -24.0° (¢ = 1.0 in CHCI;) entspricht, verglichen mit den Werten von Nohira,”"

einem Enantiomereniiberschull von ee = 89 % {L.it. [a]%o =-27.0° (c = 1 in CHCl;)}.

[a]y =-24.0° (c = 1.0 in CHCLy), {Lit.”" [a]}y) =-27.0° (¢ = 1 in CHCl3)}.

'H NMR (200 MHz, CDCL3): & = 1.00 (d, *Jenycn = 6.5 Hz, 3H, CH3), 1.32 - 1.57 (m, 1H,
CH), 1.75 - 2.18 (m, 3H, 3-Hp, 5-Hy), 2.61 (ddd, *J311, 31, = 21.0 Hz, *Jau, 3u = 10.5 Hz,
sty an, bzw. s, ang = 2.0 Hz, 1H, 3-Ha), 4.20 (dt, “Jengen, = J eugsu, = 11.5 Hz,
Jstigstg = 4.0 Hz, 1H, 6-Hg), 4.36 (ddd, *Jou, e, = 11.5 Hz, *Jon, su, = 5.0 Hz, *Ji, su1, =
4.0 Hz, 1H, 6-Hy).

BC NMR (50 MHz, CDCl;) : & = '+ 21.32 (CHs), '+ 26.42 (C-4 ), =" 30.48 (C-5), "=
38.09 (C-3), = 68.49 (C-6), - 171.19 (C=0).

C¢H;0; (114.15)
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6. Synthese des diastereomerenreinen Vinyliodids 7

6.1 (5E,9E)-6,10,14-Trimethyl-pentadeca-5,9,13-trien-1-in (9)""'""

LiTMP, THF, -78 °C dann CIP=0O(OEt),
Transfer zu LITMP, -78 °C— RT, HZO>

75 %

10 9

In einem ausgeheizten 250 ml Dreihalskolben mit Innenthermometer, 50 ml Tropftrichter und
Magnetriihrkern wurden in einer Argon-Atmosphire 2.97 g (21.0 mmol, 1.05 Aquiv.) 2,2,6,6-
Tetramethylpiperidin in 20 ml Tetrahydrofuran (K) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Mit einer
Spritze fiigte man langsam 15.44 ml (21.0 mmol, 1.05 Aquiv.) einer 1.6 M n-Butyllithium-

(113] zu, rihrte 30 min bei 0 °C und kithlte dann mit einem

Losung in Hexan
Aceton/Trockeneis-Bad auf —78 °C ab. Aus dem Tropftrichter lie man eine Losung von
5.25 g (20.0 mmol, 1.0 Aquiv.) (E,E)-Farnesylaceton (10) in 15 ml Tetrahydrofuran (K) zur
Reaktionsmischung tropfen und riihrte 1 h bei =78 °C. Dann spritzte man 3.62 g (21.0 mmol,
1.05 Aquiv.) Diethylchlorophosphat zu, entfernte das Kiihlbad, lieB den Ansatz auf
Raumtemperatur auftauen und riihrte bei dieser Temperatur weitere 3 h (Mischung A).

In einem separaten, trockenen 250 ml Dreihalskolben mit Innenthermometer, 100 ml
Tropftrichter und Magnetriihrkern wurden in einer Argon-Atmosphére 6.36 g (45 mmol, 2.25
Aquiv.) 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin unter Riihren in 30 ml Tetrahydrofuran (K) geldst,
durch Zufiigen von 33.10 ml (45 mmol, 2.25 Aquiv.) einer 1.6 M n-Butyllithium Ldsung in
Hexan bei 0 °C deprotoniert und anschlieend auf —78 °C abgekiihlt (Mischung B).

Zur Vereinigung beider Reaktionsmischungen wurde zundchst Reaktionsmischung A unter
Ausschlul von Luftfeuchtigkeit mit Hilfe einer an beiden Enden spitzen Kaniile durch
leichten Argon-Uberdruck in den 100 ml Tropftrichter von Reaktionsmischung B iibergefiihrt.
Dann tropfte man Mischung A wiéhrend 45 min langsam unter Riihren in die —78 °C kalte
Mischung B, entfernte das Kiihlbad, lieB den Ansatz auf Raumtemperatur auftauen und 2 - 3 h
rihren. Zum Schluf} kiihlte man auf 0 °C ab und quenchte die Reaktion durch Zugabe von

30 ml Wasser.
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Zur Aufarbeitung wurde die organische Phase abgetrennt, die wélrige Phase mit
Natriumchlorid gesittigt und dreimal mit je 50 ml Pentan extrahiert. Die organischen Phasen
wurden vereinigt und je einmal mit 20 ml eiskalter 1 M Salzsdure, 20 ml Wasser und 20 ml
gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen (pH > 8). Hierbei entstand nach der
Extraktion mit Salzsdure, beim Zufiigen von Wasser zur organischen Phase eine Emulsion,
die sich jedoch nach Zugabe der gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung aufléste und
zwel gut trennbare Phasen ergab. Die organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. am Rotationsverdampfer evaporiert. Zur Reinigung
wurde das Rohprodukt an 400 g Kieselgel chromatographiert (PE/CH,Cl, = 100 : 1). Es
wurden 3.67 g (75 % Ausbeute) des Alkins (9) als klares Ol isoliert.

R;=0.31 (PE/CH,Cl, =100 : 1).
IR (Film): Vv =3311 cm™' (=C-H), 2966, 2921, 2854 (CH,, CH3), 2119 (C=C), 1667 (C=C),
1445, 1382 (CH,, CH3), 836 (=C-H), 630 (=C-H).
UV (CH;3CN): Die Verbindung 9 zeigt im Wellenldngenbereich von A = 190 - 400 nm keine
UV-Absorption.
"H NMR (300 MHz, C¢Ds): & = 1.48 (s, 3H, 14-CH3), 1.55 (s, 3H, 6-CH; bzw. 10-CH3), 1.57
(s, 3H, 10-CH; bzw. 6-CHs), 1.66 (d, “Jispisn = 1.0 Hz, 3H, 15-H3), 1.77 (t, *Jinan, =
g = 2.5 Hz, 1H, 1-H), 1.96 - 2.22 (m, 12H, 3-Ha, 4-Ha, 7-Ha, 8-Hy, 11-Hy, 12-Hy), 5.16 -
5.28 (m, 3H, 5-H, 9-H, 13-H).
B3C NMR (50 MHz, C¢Dg): & ="+ 16.08 (6-CH; und 10-CH3), ‘+’ 17.72 (14-CH3), '=" 19.17
(C-3), '+ 25.84 (C-15), '~ 26.90 (C-4), "= 27.20 (C-8 oder C-12), ‘=" 27.51 (C-12 oder C-
8), "= 40.00 (C-7 oder C-11), *= 40.16 (C-11 oder C-7), *+’ 68.81 (C-1), "~ 84.27 (C-2), '+’
123.09 (C-5), "+ 124.63 (C-9 oder C-13), "+ 124.91 (C-13 oder C-9), "= 131.09 (C-14), "’
135.01 (C-6 oder C-10), =" 136.49 (C-10 oder C-6).
MS (200 eV, DCI/NH;): m/z (%) = 262 (100) [M + NH,4 '], 245 (18) [M + H'].
CisHys (244.22) Ber.: C 88.20 H 11.48

Gef.: C 88.45 H 11.55
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6.2 (1E,SE,9E)-1-10do-2,6,10,14-tetramethyl-pentadeca-1,5,9,13-tetraen (7)[96’103]

X Z AN 3|
1. CpoZrCly, MesAl, CH,CICH,CI, RT (
2. 1, THF, 40 °C—>0 °C

'
% (s |\/\)\
/10 15

In einem 250 ml Zweihalskolben mit Tieftemperaturthermometer 16ste man 290 mg (1.0
mmol, 0.25 Aquiv.) Dichlorobis[7’-cyclopentadienyl]zirconium in 30 ml trockenem 1,2
Dichlorethan (P40), tropfte bei Raumtemperatur 6.0 ml (12.0 mmol, 3.0 Aquiv.) einer 2 M
Losung von Trimethylaluminium in Heptan zu und riihrte 15 min. Dann kiihlte man auf 0 °C
ab, spritzte eine Losung von 980 mg (4.0 mmol, 1.0 Aquiv.) des Alkins 9 in 6 ml 1,2
Dichlorethan (P4O1) hinzu und riihrte noch 30 min in der Kiélte, ehe die Reaktionsmischung
auf Raumtemperatur erwdrmt wurde. Der Reaktionskolben wurde mit Aluminiumfolie
verkleidet und 20 h bei Raumtemperatur geriihrt, dann auf —40 bis —30 °C abgekiihlt und mit
einer Losung von 1.22 g (4.8 mmol, 1.2 Aquiv.) lod in Tetrahydrofuran gequencht. Nach 20
min erwdrmte man mit einer Eis/Kochsalz-Kiltemischung die Reaktionsmischung auf —10 °C
und spritzte 2 ml einer gesittigten Kaliumcarbonatlosung so zu, dal die Temperatur im
Kolbeninneren nicht iiber 5 °C stieg. Nach 15 min wurden 8 g einer Mischung aus gleichen
Anteilen Magnesiumsulfat und Natriumsulfat in das Reaktiongefdll gegeben und 1 h bei
Raumtemperatur kréftig geriihrt. Zum Abtrennen der festen Bestandteile filtrierte man iiber
eine diinne Schicht aus 3 g Celite und spiilte mit geniigend Diethylether nach. Die
Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer i. Vak. entfernt und das rohe Vinyliodid an
500 g Kieselgel mit reinem Petrolether als Laufmittel chromatographiert. Es wurden 1.14 g
(74 % Ausbeute) des Vinyliodids 7 als klares Ol isoliert.

R¢=0.35 (PE).

IR (Film): Vv = 3054 cm™ (=C-H), 2966, 2923, 2854 (CH,, CH3), 1714, 1666, 1618 (C=C),
1446, 1378, (CH,, CH3), 1368 (CHj3).

UV (CH3CN): Die Verbindung 7 zeigt im Wellenldngenbereich A = 190 bis 400 nm keine
UV-Absorption.
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"H NMR (300 MHz, C¢Ds): & = 1.49 (s, 3H, 6-CH; bzw. 10-CHs), 1.56 (s, 3H, 14-CH3), 1.60
(s, 3H, 10-CH; bzw. 6-CH3), 1.66 (s, 3H, 2-CHs), 1.67 (s, 3H, 15-H3), 1.92 (mc, 4H, 3-H,, 4-
H,), 2.00 - 2.22 (m, 8H, 7-H,, 8-Ha, 11-Ha, 12-H,) 5.04 (mc, 1H, 13-H), 5.22 - 5.27 (m, 2H,
5-H, 9-H), 5.71 (d, *J= 0.7 Hz, 1H, 1-H).
BC NMR (50 MHz, C¢Dg): & =+’ 16.08 (6-CH; oder 10-CH3), 16.19 (10-CH; oder 6-CHs),
"+’ 17.80 (14-CHs), '+ 23.92 (2-CH3), "+’ 25.90 (C-15), = 26.54 (C-4), "= 27.09 (C-8 oder
C-12), "= 27.27 (C-12 oder C-8), '~ 39.54 (C-3), '~ 40.10 (C-7 oder C-11), - 40.24 (C-11
oder C-7), "+ 75.39 (C-1), "+ 123.52 (C-5), "+’ 124.64 (C-9 oder C-13), "+’ 124.90 (C-13
oder C-9), "= 131.13 (C-14), =" 135.09 (C-6 oder C-10), =" 135.92 (C-10 oder C-6), '’
147.61 (C-2).
MS (70 eV): m/z (%) = 386 (6) [M'], 259 (11) [M" - 1], 191 (5) [259 — CsH;], 136 (36)
[CioHi6'], 121 (24) [CoH,37], 69 (100) [CsHo '], 41 (20) [C5Hs 1.
C1oH3,I (386.15) Ber.: C 59.04 H 8.09

Gef: C 58.77 H 7.90
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7 Synthese von racemischem Methanophenazin (rac-1)

7.1 (6E,10E,14E)-(3RS)-(1)-1-tert.-Butyldimethylsilyloxy-(3,7,11,15,19-pentamethyl-
eicosa-6,10,14,18-tetraenyloxy)-silan (rac-76)!'"!

(\/\)\/' rac-6, ZnCl,, Et,0O, RT, dann
~

tert.-BuLi,—90 °C — RT, Transfer
zu 7, kat. Pd(PPh3)4, RT

\/\)\ » | TBDMSO
65 % \/\)\
= ° 15 Z 20

7 rac-76

Es wurden 204 mg (1.5 mmol, 1.5 Aquiv.) Zinkchlorid mit einer HeiBluftpistole i. Vak.
geschmolzen und in einer Argon-Atmosphére abgekiihlt. AnschlieBend versetzt man das
trockene Zinkchlorid mit einer Losung aus 513 mg (1.5 mmol, 1.5 Aquiv.) des Alkyliodids
rac-6 in 12 ml Diethylether (Na) und riihrt bei Raumtemperatur ca. 1 h bis sich das
Zinkchlorid  vollstindig  gelost  hatte. Eine  Kéltemischung, bestehend aus
Petrolether/Isopropanol/Aceton im Verhéltnis 4 : 1 : 1, wurde mit fliissigem Stickstoff auf
—100 °C gebracht und die Reaktionsmischung darin abgekiihlt. Bei dieser Temperatur tropfte
man 3 ml (4.5 mmol, 4.5 Aquiv.) einer 1.5 M Losung von tert.-Butylithium in Pentan aus
einer Spritze langsam zu, rithrte noch 30 min in der Kélte, entfernte dann das Kéltebad und
lie die Reaktionsmischung auftauen. Nach 1 h Riihren bei Raumtemperatur wurde der
Ansatz unter Ausschlul von Luftfeuchtigkeit, durch eine an beiden Seiten spitze Kaniile,
unter einem leichten Uberdruck von Argon in einen separaten Kolben iibergefiihrt, der 386
mg (1.0 mmol, 1.0 Aquiv.) Vinyliodid 7 und 60 mg (0.09 mmol, 0.09 Aquiv.)
Tetrakistriphenylphosphinpalladium enthielt. Nach 10 h Riihren bei Raumtemperatur wurde
die Reaktionsmischung zur Aufarbeitung in 30 ml Diethylether aufgenommen, zweimal mit je
15 ml gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert,
und das Solvens am Rotationsverdampfer i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde an 50 g
Kieselgel (PE/Et;O = 100 : 1) chromatographiert. Es wurden 307 mg (65 % Ausbeute
bezogen auf das Vinyliodid 7) der Titelverbindung rac-76 als klares farbloses Ol isoliert.
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R;=0.47 (Et,O/PE = 1 : 100).

IR (Film): V = 2956, 2927, 2856 cm ~' (CHa, CHs), 1665, 1618 (C=C), 1471, 1461, 1449,
1383, (CH,, CH3), 1254 (C-0Si), 1096, 836 (Si-OC), 775 (C-SiCHs).

UV (CH3CN): Amax (Ig €) = 248 (2.41).

'H NMR (500 MHz, C¢De): & = 0.09 [s, 6H, Si(CHz)2], 0.92 [d, *Jacnyn = 6.8 Hz, 3H, 3-
CH3)], 1.00 [s, 9H, SiC(CH3)s], 1.23 (mc, 1H, 4-Hg), 1.32 - 1.48 (m, 2H, 2-Hy, 4-Hy), 1.57 (s,
3H, 19-CH3), 1.63 - 1.69 (m, 1H, 3-H) iiberlagert von 1.62 (s, 6H, 7-CHs, 11-CHs) und 1.64
(s, 3H, 15-CH3), 1.69 (d, “Jaom.1su = 1.0 Hz, 3H, 20-H3), 2.01 - 2.26 (m, 15H, 2-Hg, 5-H,, 8-
Ha, 9-H,, 12-Hy, 13-Hy, 16-H,, 17-Hy), 3.64 (mc, 2H, 1-Hp), 5.25 (t br, Jigiimm, = 7.0 Hz,
aufgespalten durch Fernkopplungen *J ~ 1.2 Hz, 1H, 18-H), 5.27 - 5.35 (m, 3H, 6-H, 10-H,
14-H).

3C NMR (50 MHz, CDCl;): & = '+ —5.23 [Si(CH3),], '+ 15.99 und '+’ 16.03 (7-CHj, 11-
CH;, 15-CH3), '+ 17.70 (19-CH3), =" 18.35 [SiC(CH3)3], *+ 19.66 (3-CH3), '’ 25.41 (C-5),
'+ 25.72 (C-20), '+’ 25.99 [SiC(CH3)3] =" 26.68 und "~ 26.78 (C-9, C-13, C-17), '+ 29.22
(C-3), =" 37.25 (C-2 und C-4), =" 39.73 und "~ 39.94 (C-8, C-12, C-16), '~ 61.48 (C-1),
"+'124.26, '+ 124.39, '+ 124.71, (C-6, C-10, C-14, C-18), "=’ 131.21 (C-19), =" 134.68, -
134.86 (C-7, C-11, C-15).

MS (70 eV): m/z (%) = 474 (18) [M'], 417 (16) [M'=C4Hy], 405 (10) [M'—CsHo], 335 (4)
[405—CsH,o], 204 (28) [C1sHa4 '], 123 (23) [204—CsHg], 81 (64) [CeHo'], 69 (100) [CsHo '], 41
(14) [C5H5'].

MS (200 eV, DCI/NH;): m/z (%) = 492 (100) [M + NH,].

HR-MS: ber. fiir C3;HssSi10: 474.4247; gef.: 474.4256.

C3;HssSiO (474.43)
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7.2 (6E,10E,14E)-(3RS)-3,7,11,15,19-Pentamethyl-eicosa-6,10,14,18-tetraen-1-ol (rac-78)

THF, TBAF, 67 °C -
98 %

rac-76 rac-78

236.5 mg (0.5 mmol, 1.0 Aquiv.) des Silylethers rac-76 wurden in 4 ml einer 0.5 M Ldsung
von Tetrabutylammoniumfluorid-Trihydrat (2 mmol Fluorid, 4.0 Aquiv.) in Tetrahydrofuran
gelost und zum Sieden erhitzt. Nach ca. 30 min war das Substrat laut diinnschichtchromato-
graphischer Analyse der Reaktionsmischung vollstdndig desilyliert (Et;O/Pentan =1 : 1). Zur
Reaktionsmischung wurde 1 g Kieselgel zugegeben und das Solvens am Rotationsverdampfer
1. Vak. entfernt. Das so auf Kieselgel aufgezogene Rohprodukt wurde zur Reinigung an 25 g
Kieselgel chromatographiert (Et;O/Pentan = 1 : 10 — 1 : 1). Es wurden 176 mg (98 %
Ausbeute) des Alkohols rac-78 als klares Ol isoliert.

Rf=0.47 (Et;0O/Pentan =1 : 1).

IR (Film): vV = 3331 cm™ (OH), 2960, 2924, 2854 (CH,,CH3), 1666, (C=C), 1450, 1379
(CHz, CH3), 1057 (C-0O).

UV (CH;CN): Die Verbindung rac-78 zeigt im Wellenldngenbereich von A = 190 - 400 nm
keine UV-Absorption.

"H NMR (300 MHz, C¢Ds): & = 0.83 (d, 3J3CH3,3H = 7.0 Hz, 3H, 3-CH3), 1.10 - 1.28 (m, 2H,
4-H,), 1.30 - 1.40 (m, 2-Hg), 1.41 - 1.50 (m, 1H, 2-Hx), 1.50 - 1.58 (m, 1H, 3-H), 1.54 (s, 1H,
OH), 1.56 (s, 3H, 7-CH3), 1.61 (s, 9H, 11-CH3, 15-CH3, 19-CH3), 1.67 (d, 4J20H3,18H =0.7 Hz,
3H, 20-H3), 1.95 - 2.25 (m, 14H, 5-H», 9-H,, 8-H,, 12-H,, 13-H,, 16-H,, 17-H;), 3.40 (mc,
2H, 1-H»), 5.19 - 5.28 (m, 2H, 10-H, 14-H), 5.28 (t br, 2H, 6-H, 18-H).

BC NMR (50 MHz, C¢Dg): & ="+ 16.09 und "+" 16.13 (7-CHs, 11-CHs, 15-CH3), '+’ 17.74
(19-CH3), "+ 19.70 (3-CH3), =" 25.85 (C-5), '+" 25.88 (C-20), "' 25.90 (C-2), "= 27.10
und "’ 27.23 (C-9, C-13, C-17), '+" 29.49 (C-3), "—" 37.63 (C-4), - 40.20 (C-8, C-12, C-
16), "= 60.83 (C-1), "+7124.80 (C-10 und C-14), +" 124.93 (C-6), '+  125.26 (C-18), -’
131.09 (C-19), =" 134.78, "=" 134.97, *=" 134.99 (C-7, C-11, C-15).

MS (200 eV, DCI/NH;): m/z (%) = 492 (100) [M + NH,"].
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CysH440 (360.34) Ber.: C 83.25 H 12.30
Gef.: C 83.55 H 12.34

73 (E6’,E10°,E14°)-(3’RS)-(+)-2-(3,7,11,15,19-Pentamethyl-eicosa-6,10,14,18-

tetraenyloxy)-phenazin (rac-1)

OH

1. CH,Cl,, NEt3, CH3SO,CI, 0 °C—>RT,
2. 2-Hydroxyphenazin (2), K,CO3, DMF, 100 °C‘;

64 %
2 N ! @) 3 7' 11" 15' 20'
©: D/ A A X A
Z 3
6 ';l rac-1

Es wurden bei 0 °C 90 mg (0.25 mmol, 1.0 Aquiv.) Alkohol rac-78 in 3 ml trockenem
Dichlormethan (P4010) geldst, mit 55 pl (40 mg, 0.37 mmol, 1.47 Aquiv.) frisch destilliertem
Triethylamin und mit 32 mg (0.28 mmol, 1.1 Aquiv.) Methansulfonsiurechlorid versetzt.
Nach ca. 30 min war das Substrat vollstindig umgesetzt (DC-Kontrolle: Et;O/PE =1 : 2). Der
Ansatz wurde in 3 ml ges. Natriumhydrogencarbonatlosung aufgenommen und viermal mit je
10 ml Diethylether extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, tiber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und 1. Vak. vom Losungsmittel befreit. Das rohe Mesylat wurde
anschlieBend in 5 ml trockenem Dimethylformamid (CaH;) geldst, mit 172 mg (1.25 mmol,
5.0 Aquiv.) wasserfreiem, fein gemérsertem Kaliumcarbonat und 55 mg (0.28 mmol, 1.1
Aquiv.) 2-Hydroxyphenazin (2) versetzt. Diese Reaktionsmischung wurde fiir 10 h auf 100
°C erhitzt (DC Kontrolle: CH,Cl,/PE = 100 : 1) und nach dem Abkiihlen mit 5 ml Wasser
verdiinnt. Nun extrahierte man die Reaktionsmischung einmal mit 10 ml Diethylether, trennte
die wéBrige Phase ab, sittigte sie mit Natriumchlorid und extrahierte erneut dreimal mit je 5
ml Diethylether. Die organischen Phasen wurden vereinigt und einmal mit 10 ml geséttigter
Ammoniumchloridlésung gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und i. Vak. das

Solvens am Rotationsverdampfer entfernt. Zur Reinigung wurde das Rohprodukt an 20 g
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Kieselgel unter Druck chromatographiert (CH,CL/PE = 100 : 1). Es wurden 86 mg (64 %
Ausbeute bezogen auf den Alkohol rac-78) des Naturstoffs rac-1 als gelbes Ol isoliert.

R¢=0.51 (Diethylether/Hexan = 1:1).

IR (Film):V = 3059 cm™ (=C-H), 2954, 2924, 2853 (CH,, CHs.), 1632, 1605, 1560, 1518
(C=C), 1483, 1445 1380, 1360 (CH,, CH3), 1196 (C-O-C), 828, 757 (C=C, arom.).

UV (CH3CN): Amax (Ig €) = 388 (3.72), 355 (3.78), 256 nm (4.71).

"H NMR (200 MHz, C¢D¢): 8 = 0.89 (d, *J3-cpiycn = 6.5 Hz, 3H, 3°-CHs), 1.12 - 1.58 (m, 4H,
4’-H,, 2’-Hy), 1.61 (s, 3H, 19°-H3), 1.70-1.80 (m, 1H, 3’-H) tiberlagert von 1.64 - 1.71 (3 s, je
3H, 7°-CHs, 11°-CH3, 15°-CH;) und 1.73 (s, 3H, 20°-Hs), 2.02 - 2.29 (m, 14 H, 5’-H,, 8°-H,,
9*-H,, 12°-Hy, 13°-H, 16>-H,, 17°-Hy), 3.83 (¢, *Jimyom, = 6.5, 2H, 1°-Hy), 5.21 - 5.48 (m,
4H, 6’-H, 10°-H, 14°-H, 18’-H), 7.27 - 7.47 (m, 3H, 3-H, 7-H, 8-H), 7.56 (d, *J1n3u = 3.0 Hz,
1H, 1-H), 8.15 (d, *Jarsu = 9.6 Hz, 1H, 4-H), 8.34 (dd, *Jeu7u = 7.0 Hz, *Jousu = 2.5 Hz, 1H,
6-H und dd, *Jop sy = 7.0 Hz, *Jo7u = 2.5 Hz, 1H, 9-H).

'"H NMR (500 MHz, C¢De): & = 0.81 (d, *Jyciy3n = 6.6 Hz, 3H, 3°-CHs), 1.17 (mc, 1H, 4’-
Hg), 1.30 - 1.44 (m, 2H, 2’-Hg, 4’-H,), 1.53 (s, 3H, 19°-CH3), 1.54 - 1.63 (m, 1H, 3’-H)
iiberlagert von 1.58, 1.59, 1.60 (3s, je 3H, 7°-CHj3, 11°-CHj3, 15°-CH3), 1.63 (d, 4J20’H3,18’H =
1.0 Hz, 3H, 20°-Hs), 1.69 (mc, 1H, 2°-H,), 1.94 - 2.23 (m, 14H, 5°-H,, 8°H,, 9°Ha, 12°-H,,
13°-Hy, 16’-Hy, 17°-H,), 3.76 (mc, 2H, 1’-Hy), 5.20 (t br, *Jigw17u, = 6.9 Hz, aufgespalten
durch Fernkopplungen ‘T~ 14 Hz, 1H, 18’-H), 5.22 - 5.32 (m, 3H, 6’-H, 10°-H, 14°-H), 7.22
- 7.35 (m, 3H, 3-H, 7-H, 8-H), 7.48 (d, *Jiusu = 2.7 Hz, 1H, 1-H), 8.06 (d, *Jarsu = 9.4 Hz,
1H, 4-H), 8.24 (dd, *Jsp7u = 8.8 Hz, “Jonsn = 1.2 Hz, 1H, 6-H oder 9-H), 8.245 (dd, *Joy7u =
8.8 Hz, “Joyu = 1.2 Hz, 1H, 6-H oder 9-H).

BC NMR (50 MHz, Cg¢D¢): & = '+ 16.12 (7’-CH3, 11°-CHs, 15°-CH3), '+’ 17.72 (19°-CH3),
'+ 19.56 (3°-CH3), '+ 25.76 (C-20°), *= 25.84 (C-5"), =" 27.10 und "—" 27.21 (C-9’, C-13’,
C-17°), "+ 29.76 (C-3"), = 35.99 (C-2°), '~ 37.43 (C-4"), =" 40.19 und "~ 40.22 (C-8, C-
12°, C-16), =" 66.86 (C-17), "+’ 105.80 (C-1), "+ 124.72, "+" 124.75, '+  124.91, (C-10’, C-
14°, C-18’), '+ 125.03 (C-6"), +  126.51 (C-3), "+  128.77 (C-7 oder C-8), ‘+" 129.58 (C-8
oder C-7), '+" 130.15 (C-6 oder C-9), '+ 130.27 (C-9 oder C-6), "—" 131.08 (C-19°), '+’
131.30 (C-4), '= 134.98, =" 135.01, '=" 135.07 (C-7°, C-11, C-15"), =" 141.36 (C-4a), "’
142.64 (C-5a oder C-9a), '~ 144.14 (C-9a oder C-5a), '~ 145.89 (C-10a), '’ 160.74 (C-2).
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'H NMR (500 MHz, CD;OD): & = 1.04 (d, *J3.ciy 31 = 6.6 Hz, 3H, 3°-CHj), 1.27 - 1.37 (m,
2H, 4’-H,), 1.46 - 1.53 (m, 1H, 3’-H), 1.54, 1.55, 1.56 (3s, je 3H, 11’-CH3, 15’-CH3, 19°-
CH3), 1.62 (s, 3H, 7°-CH3), 1.63 (d, 4J20’H3,18’H = 1.0 Hz, 3H, 20°-H3), 1.70 - 1.79 (m, 1H, 2’-
Hg) 1.79 - 1.86 (m, 1H, 2’-Ha), 1.87 - 2.17 (m, 14H, 5’-H,, 8’H,, 9’H,, 12°-H,, 13’-Hy, 16°-
H,, 17°-H,), 4.29 (mc, 2H, 1’-H,), 4.99 - 5.06 (m, 2H, 10°’-H, 14’-H), 5.08 (t br, 3J6’H,5’H2 =
7.9 Hz, aufgespalten durch Fernkopplungen *J ~ 1.1 Hz, 1H, 6°-H), 5.15 (t br, 3J18»H,17sH2 =7.0

Hz, aufgespalten durch Fernkopplungen *J ~ 1.2 Hz, 1H, 18’-H), 7.42 (d, */ipsu = 2.4 Hz,
1H, 1-H), 7.58 (dd, *J3pan = 9.4 Hz, *Jyu1u = 2.5 Hz, 1H, 3-H) 7.85 (ddd, *Jryen = 8.4 Hz,
Jongn = 6.7 Hz, *Joyon = 1.4 Hz, 1H, 7-H oder 8-H), 7.91 (ddd, *Jspon = 8.5 Hz, *Jgp7m = 6.7
Hz, “Jsuen = 1.5 Hz, 1H, 8-H oder 7-H), 8.09 (d, *Junsu = 9.4 Hz, 1H, 4-H), 8.15 (ddd, *Jer.u
= 8.8 Hz, “Jsugn = 0.8 Hz, *Jopon = 0.6 Hz, 1H, 6-H oder 9-H), 8.19 (ddd, *Jo 4 = 8.5 Hz,
*Jorn = 1.4 Hz, *Joren = 0.6 Hz, 1H, 9-H oder 6-H).

MS (70 eV): m/z (%) = 538 (100) [M'], 470 (6) [M"—CsHg], 402 (8) [470-CsH;g], 334 (20)
[402—CsHs], 265 (4) [334—CsHo], 196 (82) [C1,HgN,O'], 168 (7) [196—CO].

HR-MS: ber. fiir C37HsoN,0O: 538.3923; gef.: 538.3923.

C37H3soN,0 (538.39)
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8 Synthese von (§)-Methanophenazin [(S)-1]

8.1 (6E,10E,14E)-(35)-(—-)-3,7,11,15,19-Pentamethyl-eicosa-6,10,14,18-tetraen-1-ol
[(S)-78]

1. (R)-6, ZnCly, Et,0, RT, dann
tert.-BuLi,—90 °C—> RT, Transfer
zu 7, kat. Pd(PPh3)s, RT

2. TBAF,THF, 67 °C
2 Stufen 64 %

7

Es wurden 102 mg (0.78 mmol, 1.5 Aquiv.) Zinkchlorid i. Vak. mit einer HeiBluftpistole
geschmolzen und in einer Argon-Atmosphire auf Raumtemperatur abgekiihlt. Anschlieend
versetzt man das trockene Zinkchlorid mit einer Losung aus 268 mg (0.78 mmol, mmol, 1.5
Aquiv.) des chiralen Alkyliodids (R)-6 in 10 ml Dietylether und riihrte bei Raumtemperatur
etwa 1 h, bis sich das Zinkchlorid vollstindig gelost hatte. Eine Kéltemischung, bestehend aus
Petrolether/Isopropanol/Aceton im Verhiltnis 4 : 1 : 1, wurde mit fliissigem Stickstoff auf
—100 °C gebracht und die Reaktionsmischung darin abgekiihlt. Bei dieser Temperatur tropfte
man 1.5 ml (2.25 mmol, 4.5 Aquiv.) einer 1.5 M Losung von fert.-Butyllithium in Pentan mit
einer Spritze langsam zu, riihrte noch 1 h in der Kilte, entfernte dann das Kiltebad und lief3
die Reaktionsmischung auftauen. Nach 1 h Riihren bei Raumtemperatur wurde der Ansatz
unter Ausschlu3 von Luftfeuchtigkeit durch eine an beiden Seiten spitze Kaniile unter einem
leichten Uberdruck von Argon in einen separaten Kolben iibergefiihrt, der 193 mg (0.5 mmol,
1.0 Aquiv.) Vinyliodid 7 und 30 mg (0.043 mmol, 0.09 Aquiv.) Tetrakistriphenylphosphin-
palladium enthielt. Nach 6 h Riihren bei Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung zur
Aufarbeitung in 20 ml Diethylether aufgenommen, zweimal mit je 10 ml gesittigter
Natriumchloridlosung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Solvens am
Rotationsverdampfer i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde iiber 5 g Kieselgel (PE/Et,0 =
50 : 1) filtriert und dann in 4.5 ml (1.5 mmol Fluorid, 3.0 Aquiv.) einer 0.33 M Lésung aus
Tetrabutylammoniumfluorid-Trihydrat in Tetrahydrofuran aufgenommen. Nach 1 h Erhitzen
auf 70 °C Olbadtemperatur (DC Kontrolle: Et;O/PE = 1 : 1) lieB man den Ansatz auf
Raumtemperatur abkiihlen und entfernte das Solvens 1. Vak. am Rotationsverdampfer. Den

Riickstand zog man auf ca. 500 mg Kieselgel auf und chromatographierte an 6 g Kieselgel
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(EtO/PE=1:50 — 1:1). Es wurden 115 mg (64 % Ausbeute bezogen auf das Vinyliodid 7)
der Titelverbindung (S)-78 als klares Ol isoliert.

R¢=0.47 (Et;,O/PE=1:1).

[a]y =-2.6° (c =1 in CHCL).

"H NMR (300 MHz, C¢D¢): & = 0.90 (d, 3J3CH3,3H = 6.0 Hz, 3H, 3-CH3), 1.10 - 1.51 (m, 5H,
2-H,, 4-H,, OH), 1.53 -1.85 (m, 1H, 3-H) tiberlagert von 1.66 (s, 3H, 19-CHs), 1.71 (s, 9H, 7-
CHj, 11-CHj3, 15-CH3), 1.78 (s, 3H, 20-Hs), 2.05 - 2.43 (m, 14H, 5-H», 8-Ha, 9-H,, 12-H,, 13-
H,, 16-H,, 17-Hy), 3.55 (m¢, 2H, 1-H»), 5.21 - 5.50 (m, 4H, 6-H, 10-H, 14-H, 18-H).

BC NMR (50 MHz, C¢Dg): 8 ="+ 16.09, "+’ 16.12, "+ 16.15 (7-CH3, 11-CH3, 15-CH3), '+
17.75 (19-CH3), "+ 19.71 (3-CH3), " 25.84 (C-5), "+  25.86 (C-20), "—" 25.88 (C-2), -’
27.11 und "= 27.23 (C-9, C-13, C-17), '+" 29.49 (C-3), - 37.64 (C-4), "' 40.21 (C-8, C-12,
C-16), "= 60.83 (C-1), "+7124.80 (C-10 und C-14), "+’ 124.93 (C-6), "+’ 125.27 (C-18), -’
131.10 (C-19), '—" 134.78, =" 134.96, '—" 134.99 (C-7, C-11, C-15).

C15H440 (360.34)

8.2 (E6’,E10°,E14°)-(3°S)-(—)-2-(3,7,11,15,19-Pentamethyl-eicosa-6,10,14,18-
tetraenyloxy)-phenazin [(S)-1]

OoH 1. THF, NEt3, CH3SO,Cl, 0 °C—> RT,
2. 2-Hydroxyphenazin (2), KOH, Aliquat 336,
Toluol, 110 °C

90 %

>

(S)-1

Man 16ste in 2 ml trockenem Tetrahydrofuran (K) 54 mg (0.15 mmol, 1.0 Aquiv.) des
enantiomerenreinen Alkohols (S5)-78 und brachte ihn bei 0 °C mit 30 pl (21.8 mg, 0.20 mmol,
1.3 Aquiv.) frisch destilliertem Triethylamin und 19 mg (0.165 mmol, 1.1 Aquiv.) Methan-
sulfonsdurechlorid zur Reaktion. Nach etwa 15 min war der Alkohol (S)-78 quantitativ
umgesetzt (DC Kontrolle: Et;O/PE =1 : 3). Der Ansatz wurde in 5 ml geséttigte Natrium-

hydrogencarbonatlosung gegeben und viermal mit je 5 ml Diethylether ausgeschiittelt, {iber
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Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer i. Vak.
evaporiert. In einem separaten Reaktionskolben suspendierte man 35 mg (0.18 mmol, 1.2
Aquiv.) 2-Hydroxyphenazin (2), 10 mg wasserfreies, fein gemorsertes Kaliumhydroxid und
ca. 20 mg [ca. 30 Gew.% bezogen auf den Alkohol (5)-78] Aliquat 336 in 5 ml Toluol und
riihrte 30 min bei Raumtemperatur. Zu dieser roten Suspension fiigte man dann das rohe
Mesylat als Losung in 2 ml Toluol und erhitzte unter kraftigem Riihren fiir 3 h unter Sieden
am Riickflufl (DC Kontrolle: PE/CH,Cl, = 1 : 100). Nach dem Abkiihlen wurde der Ansatz in
5 ml Wasser aufgenommen und viermal mit je 5 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden getrocknet, filtriert und das Solvens i. Vak. entfernt. Das
verbliebene Rohprodukt wurde auf 1 g Kieselgel aufgezogen und an 35 g Kieselgel
chromatographiert (Eluent: PE/CH,Cl, = 1 : 100). Es wurden 72.5 mg (90 % Ausbeute) der
Titelverbindung (S)-1 als gelbes Ol isoliert.

R¢=0.27 (PE/CH,CI, = 1 : 100).

UV (CH3CN): Amax (Ig €) =256 nm (4.89), 354 (3.95), 388 (3.89).

[a];) =-3.7° (c=1in CeHy); [aling = —4.0° (c = | in CsH); [alzgq = —4.6° (¢ = 1 in CgH).
"H NMR (200 MHz, C¢Ds): & =0.89 (d, 3J33CH3,CH = 6.5 Hz, 3H, 3’-CH3), 1.12 - 1.58 (m, 4H,
4’-H,, 2°-H»), 1.61 (s, 3H, 19°-H3), 1.70-1.80 (m, 1H, 3’-H) tiberlagert von 1.64 - 1.71 (3 s, je
3H, 7°-CHj3, 11’-CHj3, 15°-CH3) und 1.73 (s, 3H, 20°-H3), 2.02 - 2.29 (m, 14 H, 5’-H», 8’-Ha,
9’-H,, 12°-H,, 13’-H,, 16’-H,, 17°-Hy), 3.83 (t, 3J1’H2,2’H2 = 6.5, 2H, 1’-Hy), 5.21 - 5.48 (m,
4H, 6’-H, 10°-H, 14’-H, 18’-H), 7.27 - 7.47 (m, 3H, 3-H, 7-H, 8-H), 7.56 (d, *Jip3u = 3.0 Hz,
1H, 1-H), 8.15 (d, *Japs3u = 9.6 Hz, 1H, 4-H), 8.34 (dd, *Jsp7u = 7.0 Hz, *Jsugn = 2.5 Hz, 1H,
6-H und dd, *Jopspy = 7.0 Hz, *Jop7n = 2.5 Hz, 1H, 9-H).

BC NMR (50 MHz, C¢Dg): & = '+ 16.12 (7’-CH3, 11°-CHs, 15°-CHs), '+ 17.73 (19°-CH3),
'+ 19.57 (3’-CH3), "+ 25.76 (C-20’), "= 25.85 (C-5’), "="27.10 und "-" 27.20 (C-9’, C-13’,
C-17°), '+ 29.76 (C-3’), '=" 35.99 (C-2’), "—" 37.43 (C-4’), "= 40.19 und "-" 40.22 (C-8’, C-
12°, C-16%), =" 66.86 (C-17), "+’ 105.78 (C-1), "+~ 124.72, "+ 124.75, *+" 124.91, (C-10’, C-
14, C-18’), '+" 125.02 (C-6’), '+" 126.51 (C-3), '+ 128.76 (C-7 oder C-8), '+" 129.58 (C-8
oder C-7), '+ 130.14 (C-6 oder C-9), "+" 130.27 (C-9 oder C-6), "—" 131.07 (C-19°), '+’
131.28 (C-4), '-" 134.98, "-" 135.01, =" 135.07 (C-7°, C-11’, C-15’), =" 141.34 (C-4a), -’
142.61 (C-5a oder C-9a), '~ 144.11 (C-9a oder C-5a), "—" 145.87 (C-10a), "-" 160.73 (C-2).
C37H50N,0 (538.39)
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9 Synthese der Mosher-Ester rac-63, (5,5)-63, rac-79 und (S,5)-79

9.1 (25,3’RS)-3,3,3-Trifluoro-2-methoxy-2-phenyl-propansiure-5’-(tert.-butyl-
dimethyl-silanyloxy)-3-methyl-pentylester (rac-63)

(S)-a-Methoxy-a-trifluormethyl-

TBDMSOI\)\/\ phenylessigsaure [(S)-62],
D DMAP, CH,Cl,, RT
on 2¢C. , CHoCh, >
73 %
rac-52 TBDMSO

Es wurden 13 mg (0.055 mmol, 1.1 Aquiv.) der enantiomerenreinen (S)-(—)-a-Methoxy-o.-
trifluormethylphenylessigsdure [(S)-62] in 0.5 ml trockenem Dichlormethan geldst, mit
11.3 mg (0.055 mmol, 1.1 Aquiv.) Dicyclohexylcarbodiimid, 0.8 mg (0.007 mmol, 0.013
Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Dann spritzte
man 11.5 mg (0.05 mmol, 1.0 Aquiv.) des racemischen Alkohols rac-52 zu und riihrte weitere
12 h. Zur Aufarbeitung gab man 200 mg Kieselgel zur Reaktionsmischung und evaporierte
das Solvens am Rotationsverdampfer i. Vak. Das so auf Kieselgel aufgezogene Rohprodukt
wurde an 5 g Kieselgel chromatographisch gereinigt (Et;O/PE = 1 : 10). Es wurden 16.2 mg
(73 % Ausbeute) der Titelverbindung rac-63 als ein Gemisch von zwei Diastereomeren im

Verhiltnis 1 : 1 isoliert.

R;=0.68 (E,O/PE =1 : 2).

BC NMR (50 MHz, C¢Ds, Diastereomerengemisch): 8 = "+ —5.31, '+’ —5.88 [Si(CH3),], '’
18.40 [SiC(CHs)s], '+ 19.17 (3°-CHs), "+ 26.08 [SiC(CHs)s], "+ 26.72/+ 26.78 (C-3°), "’
35.42/'— 35.46 (C-4%), =" 39.71/'=" 39.75 (C-2°), '+ 55.29/'+" 55.31 (OCH3), =" 60.95 (C-
5%), " 64.64/'~" 64.70 (C-1°), "= 85.11 (d, *Jeir, = 28 Hz, C-2), =" 126.30 (q, 'Jcr, = 288
Hz, CF3), "+ 127.52 (C-3"> und C-57), "+’ 128.57 (C-2> und C-6"), "+’ 129.65 (C-4""), "’
133.14 (C-17).

'"H NMR (500 MHz, C¢Dg): & = 0.05 [s, 12 H, Si(CHs),], 0.705 (d, *Jy-cuy3u = 7.0 Hz, 3H,
3’-CHs, Diastereomer A) teilweise iiberlagert von 0.710 (d,3J3’CH3,3’H = 7.0 Hz, 3H, 3’-CH;,

Diastereomer B), 0.98 [s, 9H, SiC(CHs;);, Diastereomer A] teilweise iiberlagert von 0.985
[s, 9H, SiC(CH3)s3, Diastereomer B], 1.13 - 1.28 (m, 4H, 4’-H;), 1.35 - 1.63 (m, 6H, 2’-H,, 3’-
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H), 3.43 - 3.53 (m, 4H, 5’-H;) tiberlagert von 3.45 (d, SJCF3,OCH3 = 1.3 Hz, 6H, OCH,), 4.07 -
4.17 (m, 4H, 1’-Hy), 7.06 (tt, *Jyrusn =Jarwsu = 7.8 Hz, srnoon = Jrwen = 2.0 Hz, 2H,
4°-H), 7.12 (tdd, *J3opoon = “Jsowarn = 7.5 Hz, “Jsopson = 2.0 Hz, *J3uen = 1.5 Hz, 4H,
3-H und 57-H), 7.71 (d, *Joouzu = Jensu = 7.8 Hz, 4H, 2”’-H und 6’-H);
Diastereomerenverhéltnis = 1 : 1 (bestimmt durch Vergleich der Signalintensititen von 3’-
CHj; bei 6 = 0.705/0.710 ppm).

YF NMR (470 MHz, C¢Dg,): & = —72.144 (CF;, Diastereomer A) iiberlagert von —72.156
(CF3, Diastereomer B); Diastereomerenverhéltnis =1 : 1

C1:H35F3S104 (448.60)

9.2  (25,3°5)-3,3,3-Trifluoro-2-methoxy-2-phenyl-propansiure-5’-(zert.-
butyldimethyl-silanyloxy)-3-methyl-pentylester [(5)-63]

(S)-a-Methoxy-a-trifluormethyl-

TBDMSOI\/'\/\ phenylessigsaure [(S)-62], O éF
LoF3
OH DCC, DMAP, CH,Cl,, RT - 3 O
81 % 2[™NOCHj3
5' "
(S)-52 TBDMSO (S,9)-63 2
e

Es wurden 10 mg (0.042 mmol, 1.1 Aquiv.) der enantiomerenreinen (S)-(—)-a-Methoxy-o.-
trifluormethylphenylessigsaure [(S)-62] in 0.5 ml trockenem Dichlormethan geldst, mit
8.8 mg (0.042 mmol, 1.1 Aquiv.) Dicyclohexylcarbodiimid, 0.5 mg (0.004 mmol, 0.01
Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Dann spritzte
man 8.9 mg (0.038 mmol, 1.0 Aquiv.) des enantiomerenreinen Alkohols (S)-52 zu und riihrte
weitere 12 h. Zur Aufarbeitung gab man 200 mg Kieselgel zur Reaktionsmischung und
evaporierte das Solvens am Rotationsverdampfer i. Vak. Das so auf Kieselgel aufgezogene
Rohprodukt wurde an 5 g Kieselgel chromatographiert (Et;,O/PE = 1 : 10). Es wurden 13.9

mg des diastereomerenreinen Mosher-Esters (5,5)-63 (81 % Ausbeute) isoliert.
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Rr=0.68 (EL,O/PE =1 : 2).

"H NMR (500 MHz, C¢Ds, Diastereomer A): & = 0.09 [s, 6 H, Si(CH;),], 0.745 (d, 3J3’CH3,3’H
= 7.0 Hz, 3H, 3-CHs), 1.02 [s, 9H, SiC(CH3)], 1.17 - 1.31 (m, 2H, 4°-H,), 1.31 - 1.66 (m,
3H, 4-H,, 3°-H), 3.47 - 3.59 (m, 2H, 5’-H;) iiberlagert von 3.49 (d, 5Jcp3,OCH3 = 1.3 Hz, 3H,
OCHj3), 4.16 (m¢, 2H, 1’-H,), 7.10 (tt, *Jaruszon = Jewsu = 7.5 Hz, Jppon = arnen =
2.0 Hz, 1H, 4°-H), 7.16 (tdd, *J3n2n = *Jswan = 7.5 Hz, *“sonsou = 3.0 Hz, *J3om6m = 2.0
Hz, 2H, 3°’-H und 5”>-H), 7.74 (d, *Jyu37u = Jeusu = 7.5 Hz, 4H, 2”>-H und 6”°-H).
C1;H35F3Si0, (448.60)

9.3 (25,3’RS.6’E,10’E 14’ E,18’E)-3,3,3-Trifluoro-2-methoxy-2-phenyl-propansiure-
3°,7,11°,15°,19’-pentamethyl-eicosa-6’,10’,14°,18’-tetraenyl-ester (rac-79)

(S)-a-Methoxy-a-trifluormethyl-

phenylessigsaure [(S)-62],

DCC, DMAP, CH,Cl,, RT
70 %

rac-78

Es wurden 7.7 mg (0.033 mmol 1.1 Aquiv.) der enantiomerenreinen (S)-(—)-a-Methoxy-o.-
trifluormethylphenylessigsdure [(5)-62] in 0.5 ml trockenem Dichlormethan geldst und 6.8
mg (0.033 mmol, 1.1 Aquiv.) Dicyclohexylcarbodiimid sowie 0.5 mg (0.004 mmol, 0.12
Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin zugegeben. Nach 10 min versetzte man mit 10.8 mg (0.03
mmol, 1.0 Aquiv.) des racemischen Alkohols rac-78 und riihrte 10 h bei Raumtemperatur.
AbschlieBend fligte man 200 mg Kieselgel zur Reaktionsmischung, entfernte alles Fliichtige i.
Vak. am Rotationsverdampfer und reinigte den Riickstand an 2 g Kieselgel (Et;O/ PE =
1:100). Es wurden 11.8 mg (70 % Ausbeute) der Titelverbindung rac-79 als Gemisch von

zwel Diastereomeren im Verhiltnis 1 : 1 isoliert.
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R¢=0.76 (Et,O/PE =1 : 3).

BC NMR (125 MHz, C¢De): 8 ="+ 16.04, '+ 16.10, '+ 16.12 (7’-CHs, 11°-CHs, 15°-CHs),
+ 17.73 (18’-CH3), "+" 19.12/'+" 19.15 (3°-CHs), =" 25.61 (C-5), "+ 25.84 (C-20’), "’
27.10, *=" 27.11, *=" 27.22 (C-9’, C-13°, C-17°), =" 35.35/'-" 35.38 (C-4’), '-" 37.05/"—’
37.08 (C-2°), =" 40.20 (C-8’, C-12’, C-16’), '+" 55.29 (OCH3), '—" 64.69/-" 64.72 (C-1’),
— 88.11 (d, 2Jc1,p3 = 28 Hz, C-2), '-" 124.26 (q, 1JCF3 = 288 Hz, CF3), '+’ 124.74, '+’
124.77, "+ 124.80/°+" 124.82, "+’ 124.92 (C-6’, C-10’, C-16, C-18), *+" 127.77 (C-3* und
C-5""), '+ 128.58 (C-2"’ und C-6’), '+" 129.67 (C-4""), *=" 131.11 (C-19’), =" 133.16 (C-
1’’), =" 135.01, '-" 135. 06, *—" 135.09 (C-7°, C-11°, C-15"), "=" 166.60 (C=0); Diastereo-
merenverhéltnis = 1 : 1 (bestimmt durch Vergleich der Signalintensititen von C-1" bei 6 =
64.69/64.72 ppm, C-2’ bei 6 = 37.05/37.08 ppm, C-4’ bei 6 = 35.35/35.38 ppm sowie 3’-CH3
bei 6 = 19.12/19.15 ppm).

'"H NMR (300 MHz, C¢Dg, Diastereomerengemisch): & = 0.79 (d, 3J3’CH3,3’H = 6.5 Hz, 6H, 3°-
CHj3), 1.06 - 1.39 (m, 8 H, 2’-H,, 4°-H,), 1.39 - 1.65 (m, 2H, 3’-H), 1.67 (s, 6H, 19°-CHs),
iiberlagert von 1.68 (s, 6H, 7°-CH3), 1.72 (2 s br, je 6H, 11°’-CH; und 15’-CHj),
1.78 (d, *Toomism = 1.0 Hz, 6H, 20°-H3), 2.02 (mc, 4H, 5>-H,), 2.15 - 2.38 (m, 24 H, 8’-H,,
9’-H,, 12’-H,, 14’-H,, 16’-H,, 17°-Hy), 3.53 (d, SJCF3,OCH3 = 1.5 Hz, 3H, OCHj), 4.11 - 4.29
(m, 4H, 1°-Hy), 5.28 (t br, *Jigw17u = 7.0 Hz, 2H, 20-H), 5.31 - 5.46 (m, 6H, 6’-H, 10’-H,
14’-H), 7.11 - 7.20 (m, 6H, 3°°-H, 4”’-H, 5>>-H), 7.80 (d, *J2»137u = Je usu = 8.0 Hz, 4H,
2”’-H, 6”’-H).

YF NMR (470 MHz, C¢D): 8 = —71.68 (CF3).

C3sHs1F303 (576.78)
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9.4 (28,3’S,6’E, 10’ E, 14’ E, 18’ E)-3,3,3-Trifluoro-2-methoxy-2-phenyl-propansiure-
3°,7,11°,15°,19’-pentamethyl-eicosa-6’,10°,14°,18’-tetraenyl-ester [(S)-79]

(S)-a-Methoxy-a-trifluormethyl-

phenylessigsaure [(S)-62],

DCC, DMAP, CH,Cl,, RT
83 %

Es wurden 7.1 mg (0.031 mmol. 1.1 Aquiv.) der enantiomerenreinen (S)-(—)a-Methoxy-o-
trifluormethylphenylessigsiure  [(S)-62], 6.3 mg (0.031 mmol, 1.1 Aquiv.)
Dicyclohexylcarbodiimid und 0.5 mg (0.004 mmol, 0.12 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin
mit 10.0 mg (0.028 mmol, 1.0 Aquiv.) des enantiomerenreinen Alkohols (S)-78 zur Reaktion
gebracht. Zur Aufarbeitung fligte man 200 mg Kieselgel zur Reaktionsmischung, entfernte
alles Fliichtige 1. Vak. am Rotationsverdampfer und reinigte den Riickstand an 2 g Kieselgel
(Eluent: Et,0O/ PE =1 : 100). Es wurden 12.9 mg (83 % Ausbeute) der diastereomerenreinen
Titelverbindung (S,S)-79 isoliert.

R;=0.76 (EL,O/PE =1 : 3).

BC NMR (125 MHz, C¢Ds, Diastereomer A): & = '+’ 16.04, "+’ 16.10, "+’ 16.12 (7°-CHj,
11°-CHs, 15°-CHs), "+ 17.73 (18°-CHs3), "+ 19.12 (3°-CH3), "= 25.61 (C-5"), "+ 25.84 (C-
207), =’ 27.10, "= 27.11, =" 27.22 (C-9’, C-13’, C-17°), "=’ 35.34 (C-4"), "= 37.08 (C-2"),
'~ 40.20 (C-8’, C-12°, C-16"), "+ 55.29 (OCH3), "= 64.71 (C-1°), "= 88.11 (d, *Je1 5, = 28
Hz, C-2), '~ 12426 (q, 'Jor, = 288 Hz, CF), '+ 124.74, "+  124.77, '+ 124.81, '+ 124.92
(C-6’, C-10°, C-14°, C-18"), '+ 127.76 (C-3>> und C-5), *+ 128.58 (C-2>’ und C-6"), '+’
129.67 (C-4>%), =" 131.11 (C-197), =" 133.16 (C-17"), "' 135.01, "=’ 135. 06, "~ 135.09 (C-
7, C-11°, C-15"), "= 166.60 (C=0).

CisHs;F30;3 (576.78)
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10  Charakterisierung von Methanophenazin (1)

Stamm:

Ms. mazei Go1; DSM-Stamm-Nr.: 3647; Methanophenazin (1)

N 2_0 3 \7 \11 \15 \19
Z 3

Kultivierung:[

Aufarbeitung:

Reinigung:

Ausbeute:

24]

[24]

modifiziertes Methanogenen-Medium DSM-Nr.141,

150 mM Methanol, pH 6.9-7.3, strikt anaerobe Bedingungen in
N»/CO,-Atmosphire, 37 °C (siehe Kapitel 4 und Abbildung 20).
Membranpréiparation: Abtrennen der Cytoplasmamembranen durch
Zentrifugation, Isooctanextraktion der Cytoplasmamembranen.

HPLC: semipréparative Kieselgelsdule (Si 60, 10 x 250 mm, Kontron);
FluBrate: 4.0 ml/min; Detektion: A = 260 nm; Eluent A: Cyclohexan;
Eluent B: Ethylacetat; Eluentengradient: 0 bis 15 min 5 % B, 15 bis

22 min 30 % B, 22 bis 28 min stufenloser Gradient bis 100 % B, 28 bis
35 min 5 % B. Dabei wurden pro Lauf etwa 10 mg Substanzgemisch in
200 pl Isooctan auf die Siule aufgetragen.

aus 5 x 100 g Zellen wurden 1.2 mg 1 als gelbes Ol isoliert.

R¢= 0.51 (Diethylether/Hexan = 1:1).
Detektion: UV-16schend bei 254 nm, entfarbt KMnOy4-Lsung.
'H NMR (500 MHz, CD;0OD): & = 1.04 (d, *J3.ciy 31 = 6.6 Hz, 3H, 3°-CHj), 1.27 - 1.37 (m,

2H, 4-H,), 1.46 - 1.53 (m, 1H, 3>-H), 1.54, 1.55, 1.56 (3s, je 3H, 11’-CHj, 15>-CHj, 19’
CH3), 1.62 (s, 3H, 7°-CHs), 1.63 (d, *Jaomy 19 = 1.0 Hz, 3H, 20°-Hs), 1.70 - 1.79 (m, 1H, 2’-

Hg) 1.79 - 1.86 (m, 1H, 2°-Hy), 1.87 - 2.17 (m, 14H, 5°-H,, 8°Hy, 9°Ha, 12°-H,, 13°-H,, 16°-
Hy, 17°-Hy), 4.29 (mc, 2H, 1’-H,), 4.99 - 5.06 (m, 2H, 10"-H, 14’-H), 5.08 (t br, Jemsn, =

7.9 Hz, aufgespalten durch Fernkopplungen *J ~ 1.1 Hz, 1H, 6’-H), 5.15 (t br, 3J18’H,17’H2 =17.0

Hz, aufgespalten durch Fernkopplungen */ ~ 1.2 Hz, 1H, 18’-H), 7.42 (d, */ipsu = 2.4 Hz,
1H, 1-H), 7.58 (dd, *J3pan = 9.4 Hz, *Jyu1u = 2.5 Hz, 1H, 3-H) 7.85 (ddd, *Jryen = 8.4 Hz,
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Jorgn = 6.7 Hz, *Jonon = 1.4 Hz, 1H, 7-H oder 8-H), 7.91 (ddd, *Jsyon = 8.5 Hz, *Jgn7m = 6.7
Hz, *Jsuen = 1.5 Hz, 1H, 8-H oder 7-H), 8.09 (d, *Junsu = 9.4 Hz, 1H, 4-H), 8.15 (ddd, *Jep71
= 8.8 Hz, “Jousu = 0.8 Hz, “Jsuon = 0.6 Hz, 1H, 6-H oder 9-H), 8.19 (dd, *Jop7u = 8.5 Hz,
*Jorg = 1.4 Hz, *Jop e = 0.6 Hz, 1H, 9-H oder 6-H).

BC NMR (125 MHz, C¢D¢): 8 =+ 16.12, '+  16.13, "+" 16.15 (7’-CHs, 11’-CHs, 15°-CH3),
'+ 17.73 (19°-CH3), "+ 19.56 (3°-CH3), '+ 25.78 (C-20"), =" 25.83 (C-5°), ' 27.11, =’
27.12 =" 2721 (C-9°, C-13°, C-17°), "+ 29.80 (C-3"), =" 36.31 (C-2), "=’ 37.45 (C-4"), '~
40.20 und "— 40.23 (C-8’, C-12°, C-16"), =" 66.91 (C-17), '+ 105.80 (C-1), '+ 124.73, *+’
124.77, '+ 124.93, (C-6°, C-10°, C-14°), "+ 125.04 (C-18), "+ 126.53 (C-3), '+  128.78 (C-
7 oder C-8), "+ 129.56 (C-8 oder C-7), '+ 130.17 (C-6 oder C-9), '+" 130.26 (C-9 oder C-6),
"~ 131.07 (C-19°), '+ 131.29 (C-4), =" 134.99, "~ 135.04, =" 135.09 (C-7°, C-11°, C-15"),
"~ 141.36 (C-10a), "~ 142.63 (C-5a oder C-9a), '~ 144.12 (C-9a oder C-5a), '’ 145.87 (C-
4a), - 160.78 (C-2).

MS (70 eV): m/z (%) = 538 (100) [M'], 470 (6) [M"—CsHg], 402 (8) [470—CsHs], 334 (20)
[402—CsHs], 265 (4) [334—CsHo], 196 (82) [C1,HN,O'], 168 (7) [196—CO].

HR-MS: ber. fiir C37Hs5oN,O: 538.3923; gef.: 538.3923.

C37H5oN,0 (538.39)
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1 Abkiirzungsverzeichnis

APT attached proton test

Aquiv. Moléquivalente

ber. berechnet

DC Diinnschichtchromatographie
DCI Direct Chemical Ionisation
DME Dimethoxyethan

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DIBAH Diisobutylaluminiumhydrid
EI ElektronenstoBionisation

Et Ethyl

gef. gefunden

h Stunde(n)

HPLC High Performance Liquid Chromatography
LiTMP Lithium-2,2,6,6-tetramethylpiperidid
Me Methyl

min Minuten

MS Massenspektrum

NMR Nuclear Magnetic Resonanz
o-, m-, p- ortho-, meta-, para-

PE Petrolether

Ph Phenyl

Schmp Schmelzpunkt

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid
TBDMS tert.-Butyldimethylsilyl
Temp. Temperatur

THF Tetrahydrofuran

tert.- tertiar
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