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1 Allgemeiner Teil

1.1 Vorwort

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen des DFG-V erbundprojektes ,,Mikrobielle Inakti-
vierung des Steroidantibiotikums Fusidinsaure, welches aus einem biologischen und einem
chemischen Teilprojekt (Schr 203/7-1 und Ka 1294/1-1) besteht.

Der biologische Tell beriicksichtigt die molekularbiologischen und biochemischen Hinter-
grinde, die zur Resistenzbildung bel Mikroorganismen durch Fusidinsdure fuhren. Gegens-
tand des chemischen Teils sind neue antibiotisch wirksame Verbindungen mit fusidinsdure-
ahnlicher Grundstruktur, die gegen inaktiviererde Enzyme bestdndig sind. Dabei sollten neue
Wege zur Synthese alternativer terpenoider Grundbausteine gegangen werden. Dem Charak-
ter eines Verbundprojektes entsprechend wurden spezifische Probleme in den jewelligen Ar-

beitsgruppen (Jena/Osnabriick) sowie fachtibergreifend gel 6st.

1.2 Zidstellung des DFG-Verbundprojektes

Aus dem DFG-Tellprojekt Chemie (Ka 1294/1-1) ergaben sich nachfolgende Zielstellungen,
die im Rahmen dieser Dissertation bearbeitet wurden. Die Arbeit wurde in einen chemisch

biologischen und einen chemischen-synthetischen Abschnitt untergliedert.

Im chemischbiologischen Teil stehen Struktur-Wirkungs-Untersuchungen zur Spezifitét und
zum Wirkmechanismus der Esterase Fus H sowie zur allgemeinen antibakteriellen Aktivitét
von Fusidinsaurederivaten im Vordergrund. Aus ihnen sollte sich eine erste Arbeitshypothese
und erste Ansatzpunkte zur Optimierung der Leitstruktur fir terpenoide Bausteine mit fusi-

dinsauredhnlicher Struktur ableiten lassen.

Inhalt des chemischrsynthetischen Tells ist der Aufbau eines triterpenoiden Grundgertstes

anellierter Ringe nach dem Vorbild des Antibiotikums Fusidinsaure.
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1.3 Einleitung

Antibiotika [Grafe, 1992; Rehm, 1997; Krohn, 1993] stellen eine der wichtigsten Wirkstoff-
gruppen in der Medizin dar. Sie haben entscheiderd zur Erhéhung der Lebenserwartung und
zur Verbesserung der Lebensqualitdt bei Menschen und Tieren beigetragen. Vor ihrer grof3-
technischen Gewinnung und ihrem flachendeckenden Einsatz war die L ebenserwartung in den
industrialisierten Landern um etliche Jahre geringer, weil durch bakterielle und virae Infekti-

onen (z.B. Ruhr, Tuberkulose, Pest, Cholera, Pocken) viele Menschen starben.

Nach Waksman (1941) werden Antibiotika als niedermolekulare Sekundarmetabolite von
Mikroorganismen definiert, die in geringen Konzentrationen das Wachstum anderer Mikroor-
ganismen hemmen oder sie abtdten. Der erweiterte Begriff der Antibiotika schlief3t heute che-
misch oder biosynthetisch hergestellte Derivate sowie antibiotisch wirksame Substanzen aus
Pflanzen mit ein. Antibiosen sind schon lange bekannt. Das wohl bekannteste Beispiel ist die
1929 von Sir Alexander Fleming erstmals bewusst as Antibiose wahrgenommene Wachs-
tumshemmung bei Staphylococcen durch eine Kontamination mit dem Pilz Penicillium nota-
tum. Der gesteigerte Bedarf von Therapeutika gegen Wundinfektionen wahrend des 2. Welt-
krieges fuhrte zur Entwicklung industrieller Verfahren der Penicillingewinnung. Damit fe-
gann die eigentliche Antibiotikaforschung [ Roempp].

Die intensive Suche nach Antiinfektivain den Industrieléndern fuhrte schnell zu einer sténdig
steigenden Zahl an Antibiotika. Mehr as 20% (1600) der bekannten antibakteriellen Che-
motherapeutika werden von Pilzen gebildet und davon werden nur 10 Substanzen kommer-
ziell genutzt. Klinisch wichtig sind die Penicilline [Folwer, 2001], das Cephaosporin C
[Shah, 2001], Griseofulvin [Bell-Syer, 2001] und die Fusidinsdure[Daehne, 1984; Reeves,
1987] [Roempp; Antibiotikafibel; Rote Liste; Grafe, 1992].

Antibiotika hemmen reversibel das Wachstum von Mikroorganismen (bakteriostatische Wir-
kung) oder toten diese ab (bakteriozid wirksam). Die wichtigsten Angriffspunkte der thera-
peutisch eingesetzten Antibiotika in der Zelle sind die Zellwand und ihre Biosynthese (z. B.
Penicilline), die Cytoplasmamembran (Vainomycin, Polyether), die Transkription (Actino-
mycine), die Trandation (Tetracycline) und die Replikation (Novobiocin). Diese Wirkmeche-
nismen bedingen neben dem therapeutischen Effekt Nebenwirkungen, weil nicht nur die
durch Bakterien geschadigten, sondern auch die gesunde Zellen angegriffen werden kdnnen
[Roempp; Antibiotikafibel; Rote Liste].

Um in Gegenwart von antibiotisch wirksamen Therapeutika Gberleben zu kdnnen, werden bei

Mikroorganismen Schutzmechanismen induziert, die so genannten Resistenzen, die verschie-
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dene biochemische Ursachen haben kénnen. Resistenzen gegeniiber Antibiotika werden von
Mikroorganismen als Gegenmal3nahme (Abwehrreaktion) entwickelt, um ihr eigenes Uberle-

ben zu sichern

Uberdiesist die stete Zunahme der Resistenzentwicklung problematisch. Haufig treten Kreuz-
resistenzen auf, d.h. aus der Resistenzentwicklung gegen ein Antibiotikum folgt die gleichzei-
tige Resistenz gegen ein oder mehrere Antibiotika mit gleichem Wirkungsmechanismus oder
Penetrationsweg, ohne dass der Erreger mit diesem Antibiotikum in Kontakt gekommen ist.
Diese multiresistenten Keime (,nosokomiale Keime*) sind vor alem in Krankenhdusern la-
tent vorhanden (Hospitalismus) und stellen ein grof3e Gefahr dar [Hryniewicz, 1999; Cunha,
1998; Eveillard, 2002; Whitby, 1999]. Eine Ursache fur die rasche Resistenzzunahme, ist in
der Praxis fruherer Jahre zu sehen und dem daraus entstandenen Selektionsdruck, der durch
die Anwesenheit von Antibiotika auf pathogene Keime ausgeiibt wird. Damals wurden Anti-
biotika massiv bei Bagatellerkrankungen angewandt. Hinzu kam, dass gleiche oder dhnliche
Antibiotika in geringen Konzentrationen und Uber lange Zeitrdume in der Veterindrmedizin
eingesetzt wurden (Mast). Damit wurde das Entstehen resistenter Keime begunstigt, die tber
die Nahrungskette auf den Merschen tbertragen werden konnten [Roempp].

Das Antibiotikum Fusidinsaure {nach IUPAC-Nomenklatur 2-(16-Acetoxy-3,11-dihydroxy-
43,8,10,14-tetramethyl- hexa- decahydro- cyclo- penta a] phenanthren- 17yliden)-6- methyl-

5-enon-saure in den weiteren Ausfihrungen Fusidinsaure genannt} ist seit 1962 bekannt
[Godtfredsen, 1962; Antibiotikafibel], wird aber nicht routineméldig sondern nur im Notfall
eingesetzt, daher auch die Bezeichnung Reserveantibiotikum. Auf Grund ihrer spezifischen
Wirkung wird Fusidinsaure bei schweren Infektionen durch grampositive Bakterien wie z.B.
methicillinresistente Staphyl ococcus aureus Stdmme (MRSA) eingesetzt, wenn bereits andere
Medikamente, wie z.B. moderne b-Lactame, Chinolone oder Methicillin versagen. Die Klas-
sifizierung als Reserveantibiotikum beinhaltet die eingeschrankte Nutzung des Wirkstoffes,

um der Resistenzbildung vorzubeugen.

Um resistente Keime auch in Zukunft bekémpfen zu kénnen wird die Forschung weiter an
der Aufklarung von Resistenzmechanismen und der Entwicklung neuer Antibiotika arbeiten,

die andere zelluléare Ziele (Targets) beeinflussen

Fusidinsdure gehdrt zu den Antibiotika, die nicht, wie die am meisten verwendeten
b- Lactame die Zellwandbiosynthese, sondern ein spezielles Target, die Proteinsynthese hem+
men und somit Uber einen aternativen und sehr effektiven Wirkmechanismus verfligen
[Antibiotikafibel; Henschler]. Fusidinsaure bindet an den prokaryontischen Elongationsfaktor
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EF-G (Abb. 1) bzw. den eukaryontischen Elongationsfaktor EF-2 [Justice, 1998] und hemmt
die Trandokation (Abb. 2) bei der ribosomalen Proteinbiosynthese.

Wahrend der ribosomalen Polypeptidsynthese werden Aminoséure-Reste von der beladenen
tRNA an das C-terminale Ende der wachsenden Peptidkette Ubertragen Das Ribosom verfigt
Uber 3 tRNA-Bindungsstellen: an die A-Bindungsstelle koppelt die Aminoacyl-tRNA, die
P-Bindungsstelle bindet die Polypeptidkette, und die EBindungsstelle bindet voribergehend
die austretende tRNA. Wéhrend der Peptidbiosynthese wird die Aminoacyl-tRNA mit dem
wachsenden Polypeptid Ubertragen Dabei wird die nascente Polypeptidkette in einem dreitei-
ligen Reaktionszyklus, der Elongation, um einen Rest verlangert, d.h. durch Aminoacyl-
tRNA-Bindung, Transpeptidierung und Transokation. An diesem durch GTP-Hydrolyse be-
triebenen Prozess sind Elongationsfaktoren wie EF-Tu und EF-G beteiligt. Bel der Startreak-
tion des Elongationsschrittes entsteht ein Komplex aus GTP und EF-Tu, der mit der eintreten
den Aminoacyl-tRNA assoziiert ist. Die Peptidbindung wird wahrend der zweiten Stufe des
Elongationszykluses gebildet. Die wachsende Polypeptidkette wird um eine Aminosdure ver-
langert und auf die tRNA der A-Bindungsstelle Ubertragen (Transpeptidierung). Im letzten
Schritt der Kettenverlangerung wird die unbeladene tRNA zur Audtrittsstelle E transferiert
und die Peptidyl-tRNA aus der Bindungsstelle A zusammen mit der gebundenen mRNA zur
P-Bindungsstelle befordert (Trandokation). Fur die Trandokation sind der Elongationsfaktor
EF-G und GTP notwendig, die an das Ribosom binden. Erst durch die GTP-Hydrolyse wird
EF-G freigesetzt und somit die Voraussetzung fur einen neuen Elongationszyklus geschaffen
denn die ribosomale Bindung von EF-G und EF-Tu schlief3en sich aus [V oet, 1994].
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Die Fusidinsaure bindet an den Komplex aus Ribosom EF-G und GDP und verhindert somit
dessen Dissoziation (Abb. 1). Damit wird die Einleitung eines erneuten Translationszyklus
(Elongation) unterbunden. Neben Kirromycin und Puromycin gehort Fusidinsdure (1) zu den
wenigen bekannten Antibiotika, die die bakterielle Proteinsynthese auf der Ebene der Elonga-
tionsfaktoren (EF-Tu bzw. EF-G) inhibieren. [Grafe, 1992; Voet, 1994]

Ribosom
+ /-\ Ribosom-
EF-G EF-G-
+ GTP-Komplex
GTP
Fusidinsaure
Ribosom-EF-G-
Ribosom GDP-Fusidin-

+ séure-Komplex
EF-G-GDP- +
Komplex Pyrophosphat

Abb. 1: Wirkmechanismus der Fusidinsaure (schematisch)




Allgemeiner Tell 6

Amincacyl-
tRNA

Peptidyl
tRNA

Freie A-Bin-
dungsstelle

P-Bindungs-
stelle Aminoacyl-

tRNA

/

A-Bindungs-
stelle

Bindung

MRNA

P-Bindungs-
stelle

. mMRNA
Translokation

Transpeptidierung

tRNA
+GDP
+P

GTP

mMRNA

Abb. 2: Der trandationale Elongationszyklus

Fusidinsdure wirkt bakteriostatisch gegen eine Vielzahl grampositiver Bakterien (Staphylo-
coccen, Streptococcen, Neisserien, Corynebakterien, Clostridien und Mycobakterium tuber cu-
losis). Sie ist biologisch inaktiv gegeniiber alen gramnegativen Bakterien, was auf eine man
gelnde Penetration durch die Poren der auf3eren Membran zurtickzufthren ist [Antibiotikafi-
bel; Rote Listgl. Dartiber hinaus hat sie sich beztiglich Vertréglichkeit und Wirkung as Anti-
biotikum bewahrt. Sie wird in Form von Natrium- und Ammonium-Salzen systemisch und
lokal, allein oder in Kombination mit anderen Antibiotika verabreicht [Antibiotikafibel; Rote
Liste]. Neben den spezifischen antiinfektiven Eigenschaften wurde in jlingster Zeit auch Uber
den Einsatz bei Hauterkrankungen (Neurodermitis, Verbrennungen, Verétzungen) und Uber
antivirade [Czajkowski, 1989] und immunmodulatorische Eigenschaften berichtet [Christian
sen, 1999].

Um diese besonderen Eigenschaften und den Einsatz als Reserveantibiotikum auch weiterhin
zu bewahren, sollte die systemische Langzeitbehandlung nur im Notfall erfolgen. Grund hier-
fUr sind auftretende Resistenzen bei Dauerbehandlung. Ein Ziel dieser Arbeit ist es deshalb,
mogliche Resistenzen mit ihren Ursachen friihzeitig aufzuklaren und Wege zu deren Uber-

windung in Form neuer vergleichbarer Praparate dieses Typs aufzuzeigen.
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1.4 Aufgaben

Im Rahmen dieser Dissertation sollten Untersuchungen zur Struktur und Wirkung sowie zur
Spezifitét der Esterase Fus H durchgefihrt werden. Mit der Isolierung, ldentifizierung und
Charakterisierung von Metaboliten der Fusidinsduretransformation, war ein Beitrag zur Auf-
klarung des Mechanismus der Fusidinsauredesaktivierung zu liefern. Nach Metabolisie-
rungsprodukten sollten dabel nicht nur bei Streptomyces lividans, sondern auch bei anderen

Streptomyceten gesucht werden.

Mit dem Schwerpunkt, durch Partial- und Totalsynthese neue Bausteine mit fusidinsuredhn
licher Grundstruktur und somit Voraussetzungen fir neue antibakterielle Wirkstoffe herzu-

stellen, sollte ein Beitrag zur Uberwindung dieser speziellen Resistenz geleistet werden.

Daraus ergaben sich folgende detaillierte Aufgabenstellungen:

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. H. Schrempf sollten
oriertierende Struktur-Wirkungs-Analysen beziiglich der Spezifitdt der Esterase
Fus H durchgeftihrt werden

Mit der Aufklarung von Hauptmetaboliten der Fusidinsauretransformation in
Streptomyceten sollte ein Beitrag zur Aufklarung der Fusidinsiureresistenz unter

dem Einfluss von Fus H und anderen Enzymen erbracht werden

Das Ziel der synthetischen Arbeiten bestand in der Partial- und Totalsynthese des
19-Nor-Fusidangrundgeristes in  Form von  15x-Hydroxy-13a-H-17-keto-
3-methoxy-8a ,14b-dimethyl- gona- 1,3,5(10),9(11)-tetraen (55) (Abb. 3). Dieser
neue Grundbaustein sollte zur Synthese bislang unbekannter Fusidinsdureanaloga

vom 19-Nor-Fusidantyp genutzt werden.

Fir die EinfUhrung der 8a- und 14b-Methylgruppe in das Gonangrundgertst soll-

ten geeignete Ausgangsmaterialien und Methoden erprobt bzw. zu entwickelt wer-
den.

Mit Hilfe von Modellreaktionen an 17-Keto- oder 17b-Hydroxy-13b-methyl-
gona-1,3,5(10)-trienderivaten war die Methylgruppenwanderung von 13b nach

14b zu untersuchen.

Ausgehend vom Wiechert-Keton [Hajos, 1974; Hajos, 1967; Eder, 1971; Eder,
1978; Eder, Patent; Cai, 1985; Eder, 1976; Golinski, 1993], sollte die Retrosynthe-
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se des Grundbausteins (55) mit den fur 19-Nor-Fusidane charakteristischen
Merkmalen redlisiert werden (Abb. 3).

Abb. 3: Retrosynthese destotalsynthetischen Zielmolekiils

1.5 Stand der Forschung

Fusidinsdure besitzt eine triterpenoide Struktur, deren antibiotische Wirkung, ohne gleichzei-
tige hormonelle Wirksamkeit ein Novum fur Triterpenoide darstellt. Dieses Pharomen wird
durch die von den Steroiden abweichende Struktur hervorgerufen, die wiederum mit der un
terschiedliche Biosynthese der Fusidinsdure im Vergleich zu den Steroiden erklart werden

kann.

lla Ilb

a

11 v \% VI
Prekursor fiir Prekursor fiir Prekursor fiir
Dammarane Cholestane Lanostane Fusidinsaure

Abb. 4: Biosynthese der Fusidinsaureim Vergleich zu den Steroiden
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Die voneinander abweichenden Biosynthesewege von Fusidinsdure und Steroiden sind in
Abb. 4 dargestellt. Ausgehend vom Squalen (1), dem gemeinsamen Prekursor fur Cholesterin,
Dammarane, Lanosterin und Fusidinsaure gibt es mehrere Mdglichkeiten des Ringschlusses.
Der eine Weg fiuhrt Gber das Kation (l1a) entweder durch Gertistumlagerung zum zentralen
Produkt (1V), aus dem das Cholesterin und im weiteren Biosyntheseweg die Steroide hervor-
geht oder Uber den Alkohol (I11) zu den Damaranen. Eine andere RingkniUpfung des
all-trans-Squalens (1) fuhrt zum lon (I11b), dem Epimer zu (I1a) und Prekursor fir das La-
nosterin (V). Die Fusidinsaure (V1) entsteht aus dem Kation (I1b) durch Transformation der
Seitenkette unter Erhalt des Grundgertstes. Dieser Biosyntheseschritt ist noch nicht vollig
geklért [Antibiotics11].

Fur die von den Steroidhormonen abweichende Wirksamkeit ist die unterschiedliche raumli-
che Anordnung, dass heifdt die Konformation und Konfiguration der anellierten Ringe bzw.
der Substituenten am Terpen (8a- und 14b-Methylgruppen) verantwortlich. Auffalig ist die
trans-cis-trans-Verknipfung der Ringe und die daraus resultierende Krimmung des Molekils
bedingt durch die Wannenkonformation des B-Ringes (Abb. 5).

7/ —COOH

T

(@)
1

TIn

Fusidinsaure (1)

Abb. 5: Struktur der Fusidinsdure

Aus Struktur-Wirkungsbeziehungen [ Godtfredsen, 1962; von Daehne, 1979] geht hervor, dass
neben der Wannenkonformation des B-Ringes die 17,20-Doppelbindung bzw. 17S,20S-Kon-
figuration des entsprechenden Dihydroproduktes [Duvold, 2001] und die unmittelbare Nach-
barschaft der G20-Carboxyl- und der 16b-Acetoxygruppe fur die antibakterielle Wirkung

essentiell sind.
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Ein spezielles Problem bei der Verwendung von Fusidinsdure in der Therapie bakterieller

Infektionen ist das relativ zeitige Entstehen resistenter Keime.
Folgende Resistenzursachen wurden beobachtet [Henschler]

Mutationen innerhalb des EF-G-Gens, die zu einer veranderten Proteinstruktur

fuhren

verstérkter Efflux, d.h. Ausschleusen des Wirkstoffes bei resistenten Staphylokok-

ken
Metabolisierung, d.h. Inaktivierung der Fusidinséaure.

Bel Bakterien, Streptomyceten wurde unter dem Einfluss von Fusidinsdure ein besonderer
Resistenzmechanismus von Schrempf et al. beobachtet [von der Haar, 1991, 1995, 1997], der
auf eine Metabolisierung des Antibiotikums zurtickzufiihren ist. Die spezifische Esterase
Fus H, deren Biosynthese (Genexpression) durch die Anwesenheit von Fusidinsdure in resis-
tenten Bakterien induziert wird, hydrolysiert die 16-Acetoxyfunktion unter Bildung der
163-Hydroxyfusidinsaure, die im Nahrmedium spontan in das stabile inaktive Fusidinsaure-
lacton (2) (1,4a10a,10b- Tetra- methyl- 7-(4-methyl- pent-3-enyl)-2,3,4,4a,4b,5,6,68,8,9a,10,
10a,10b,11,12,12a hexadecahy-dro- 1H-9-oxa-penta- |leno[ 2,1- a phenanthren-2,5diol) (2) um:
gewandelt wird (Abb. 6).

spontan
o e

pH>9

Fusidinsaure (1) 16R-Hydroxyfusidinséure Lacton (2)

Abb. 6: Inaktivierung der Fusidinsdure durch Fus H

Aufgrund der klinischen Bedeutung von Fusidinsaure ist es sinnvoll, synthetische Wege zur
Gewinnung von strukturell modifizierter Fusidinsdure zu suchen, die nicht inaktiviert werden
Neben der partialsynthetischen Abwandlung von biotechnisch hergestellter Fusidinsdure (1)
erscheint eine Tota synthese von (1) und deren Derivaten a's technisch durchfiihrbar und 6ko-

nomisch vertretbar. Die Totalsynthese eréffnet vielféltige Mdglichkeiten fir strukturelle Vari-
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anten, die ansonsten Uber den partial synthetischen Weg, ausgehend von der mikrobiologisch

gewonnenen Fusidinsdure, nur schwer zuganglich waren

Total synthetische Wege fur die Gewinnung des tetracyclischen Ringsystems der Fusidinsdure
wurden bereits von Dauben et a. [Dauben, 1972] und Barriault et a. [Barriault, 1997] be-

schrieben.

Ausgehend vom Wiechert-Keton wurde nach Dauben in einer metrstufigen Synthese unter
anderem durch Epoxidoffnungen unter Wagner-Meerwei n- Umlagerungsbedindungen der Fu-

sidinsauregrundkdrper aufgebaut (Abb. 7).

Abb. 7: Totalsynthese nach Dauben
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Barriault et al. verfolgten eine andere Strategie, um zum Zielmolekil, dem Grundgerist der
Fusidinsdure zu gelangen. Den Schwerpunkt stellte zundchst die Konstriktion eines Macro-
zykluses via transannularer Diels-Alder-Reaktion und Aldolreaktionen dar. Der entscheidende
Schritt, durch intramolekulare Aldolkondensation den D-Ring aufzubauen, gelang leider nicht
(Abb. 8).

OR

@]
RO
Ac
-
=
~
(@]

Abb. 8: Totalsynthesevor schlag nach Barriault

Diese neueren Untersuchungen verdeutlichen einerseits die Schwierigkeiten aber auch das

Interesse am Aufbau des anellierten Ringsystems nach dem Muster der Fusidinsdure.
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2 Spezieller Tell

2.1 Untersuchungen zur Inaktivierung von Fusidinsdure und Fusidinsiu-

rederivaten durch Streptomyces-Stamme

Wie aus dem Arbeitskreis von Schrempf et a. berichtet wurde, wird Fusidinsdure in Strepto-
myces lividans durch die Esterase Fus H inaktiviert [von der Haar, 1991, 1997]. Mit der Ab-
gpaltung des Acetylrestes und der intramolekularen Lactonisierung ist ein totaler Aktivitéts-
verlust verbunden [von der Haar, 1995] (Abb. 9). Esterspaltungen von typischen Steroidestern
aus der Estrant, Androstan und Cholestanreihe, die strukturell erheblich von der Fusidinsdure
abweichen, ergaben mit Fus H keine Reaktion, d.h. bei Fus H sollte es sich um eine spezifi-
sche Esterase handeln, die nur Verbindungen mit fusidinsauredhnlicher Struktur hydrolysieren

kann.

Fusidinséaure (1) Lacton (2)

Abb. 9: Inaktivierung durch Fus H

Um festzustellen ob derartige bel S. lividans beobachteten Metabolisierungen auch bel ande-
ren Stdmmen auftreten und es sich somit um einen verallgemeinerungsfahigen Prozess han
delt, wurden in die Untersuchungen andere Streptomyceten (S griseous, S vinaceus,
S. tendea, S reticuli) einbezogen [von der Haar, 1991, 1995, 1997]. Inallen Fallen wurde die
Fusidinsaure (1) durch Enzyme verédndert. Der Weg der Metabolisierung liefd sich qualitativ
mittels DC von Kulturextrakten an Kieselgel sowie durch HPLC verfolgen. Unter dem Ein
fluss des exprimierten Fus H-Proteins wurde die Estergruppierung in Analogie zur chemi-

schen Verseifung mit methanolischer HCl gespalten (Abb. 9).



Spezieller Tell 14

Stamm H R H R t -
H — T = | K E.' L ]
o v L
o o OH
R Re Re .
S. lividans 18,589 0,82 0,25
S. griseus 18,504 0,82 0,25
S.vinaceus | 18,467 0,82 0,25
S. tendea 19,84 0,79 - .’.
metaboli-
siert
S. reticuli - 0,82 - * »
Spuren ‘
& i . a 2
Fusidinsaure 0,61
Bedingungen: HPLC RP 8; Acetonitril / Wasser /
DC: Kieselgel (Merck) CHCl; / MeOH 9:1 S. lividans S.tendea S.vinaceus
S.griseus S.reticuli FS

Abb. 10: Untersuchung von Metaboliten der Fusidinsaure

Mittels DC konnte nachgewiesen werden, dass primér die 16b-Hydroxyfusidinsdure entsteht,
die im Nahrmedium unter nahezu neutralen Bedingungen durch intramolekularen Ringschluss
zum stabilen g-Lacton (2) reagiert (Abb. 6, 9). Dieses Lacton ist biologisch inaktiv und wird
durch Fus H nicht weiter angegriffen. Auch dies ist eine Bestatigung fur die Selektivitat der

Esterase, die offenbar nicht in der Lage ist, den inneren Ester zu spalten.

Vor alem bei der Hydrolyse von (1) mit S griseus und S. vinaceus wurde die Bildung des
g-Lactons (2) als Hauptprodukt beobachtet. Dies kann als indirekter Nachwels fir FusH ge-
wertet werden (Abb. 10).

Vorstellbar wére neben dem oben gezeigten Inaktivierungsmechanismus auch eine intramole-
kulare Umesterung durch Fus H (Abb. 11).

Abb. 11: Intramolekulare Umesterung
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Deutliche Veranderungen (Bildung von polaren Metaboliten), waren im Produktmuster bei
der Umsetzung von Fusidinsaure mit S. tendea und S reticuli zu erkennen. Dies kann als ein
Indiz fir weitere Enzymaktivitéten gewertet werden. In wie weit die antibiotische Wirkung
dadurch verandert wird, wurde nicht untersucht (Abb. 10).

Fur die Untersuchungen der Substratspezifitét der Esterase Fus H [von der Haar, 1997] und
der Ableitung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurden neben der Fusidinsaure weitere
16-substituierte Verbindungen verwendet, die freundlicherweise von Dr. Daghne (Leo Phar-

maceutical Produkts, Denmark) zur Verfligung gestellt wurden (Tabelle 1).

R1 R2 Hydrolyse mit
Fus H [%]
b-O-CO-CH3 COOH 100
b-O-CHO COOH 64
b-O-CO-CH2-CH3 COOH 31
b-SCO-CHs COOH 90
b-O-CO-CH3 CO-NH-CHxCOOH 81
a-0O-CO-CHs COOH 9
Tetrahydrofusidinsaure 84

Tabelle 1; Substituentenvariation in Position 16

Die Ergebnisse lassen sich folgendermal3en interpretieren:

unabhangig davon, ob ene 16b-Sauerstoff- oder eine 16b-Schwefel-
gruppierung vorliegt, ist Fus H aktiv,

mit Erhohung der Kettenlange ist ein Abfall der Fus H-Aktivitét zu ver-

zeichnen und

die 16a-substituierte Verbindung weist nur eine geringe Spaltungstendenz
auf.

Danach kénnte es sich um eine spezielle Esterase handeln, die nach den bisherigen Untersu-
chungen nur mit bestimmten fusidinsauregdhnlichen Verbindungen reagiert [Kasch/Schrempf,
personliche Kommunikation]. Einfache, durch andere Esterasen (z.B. Cholinesterase) leicht
verseifbare Ester werden nicht angegriffen. Die Wirksamkeit der Esterase wird offenbar durch
die sterische Anordnung sowie die Grof3e der pharmakophoren Gruppierungen am D-Ring des
Substrates beeinflusst. Das wird unter anderem durch die abnehmende Enzymaktivitét, d.h.
Esterspaltungstendenz, beim Ubergang von Acetyl- zur Propionylgruppe deutlich und best-
tigt die oben aufgeftihrten Arbeitshypothesen.
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Die Sonderstellung von Fus H kommt auch darin zum Ausdruck, dass nicht nur Ester sondern
auch die analogen Thioverbindungen gespalten werden. Diese Ergebnisse machen weiterfuh

rende Untersuchungen notwendig.

Die Aktivitdt typischer Zrf*-enthaltender Esterase [Zheng, 1992] auf Fusidinsdure wurde
noch nicht untersucht. Diese Esterasen sollten sich anders verhalten as Fus H, weil alein die
entsprechenden Schwefelverbindungen das Zink komplexieren und somit die Zn-Esterasen

inaktivieren konnen.

2.2 Metabolite des Fusidinsaur e-g-lactons

Im obigen Abschnitt stand die Metabolisierung der Fusidinsdure durch die Serinesterase
Fus H im Vordergrund. Unter dem Einfluss von Fusidinsaure werden in Streptomyceten ne-
ben FuS H auch noch andere Reduktions-Oxidations- Enzyme aktiviert, die zu einer metaboli-
schen Verdnderung des Substrats fihren kdnnen [von Daehne, Konferenz 1995]. Aus den
oben dargestellten Untersuchungen geht hervor, dass neben der Lactonisierung auch andere

Veranderungen wie Hydroxylierungen und Dehydrierungen auftreten

Um die Metabolite bestimmten Enzymen zuordnen zu kénnen, waren unter anderem deren
Strukturen aufzukl&ren. Aus diesem Grund wurde das bekannte g-Lacton (2) mittels prépara-
tiver DC isoliert und die Struktur durch NMR (1D- und 2D-Experimente) bestimmt. Das Ziel
dieser Messung war, die durch Schrempf et al. [von der Haar, 1991] gefundenen Daten zu
bestdtigen und mittels moderner 2D-Messungen zusétzliche Informationen beziiglich der
Konfiguration von Substituenten und der Konformation der Ringe zu erhalten. Ein weiterer
Gesichtspunkt war eine schnellere Aufklérung neuer Metabolite durch Vergleich der Daten
satze.
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Zum besseren Verstandnis werden in den Ausfihrungen folgende Nummerierungen der Ato-
me fur das g-Lacton (2) und die nachfolgenden Substanzen, einschliefdlich der synthetischen
Produkte zugrunde gelegt (Abb. 12) [Hill, 1991; Fresenius, 1998].

14-Methyl

\ 8-Methyl
4-Methyl

Abb. 12: Bezifferung der Atomeim Molekl

2.2.1 Fermentation und Isolierung

Um weitere Metabolite der Fusidinsauretransformation nachzuweisen, wurde das g-Lacton (2)
zusammen mit FAD als Cofaktor dem Nahrmedium von Sreptomyceten, z.B. S lividans zu-
gesetzt. Die Fermentation an der Universitdt Osnabriick (G. Biucovic, H. Schrempf) lieferte
nach extraktiver Aufarbeitung und Chromatographie an Kieselgel ein Rohprodukt, das in Jena
in Kooperation von G. Biucovic mittels pgparativer HPLC aufgetrennt wurde. Es wurden
verschiedene Saulen und Losungsmittelkombinationen (RP1g-Lichrospher, RP1g-Lichrospher
Select B; Methanol/Wasser, Acetonitril/Wasser, Acetonitril/Wasser/Diisopropylamin) er-
probt. Als fUr die Trennung besonders geeignet, erwies sich eine semipréparative RP1g-Saule
250x10 mm (5um Partikelgrof3e, Fa. Jasco) mit Acetonitril/Wasser 65 : 35 als Eluent. Die
Isolierung wurde durch die Instabilitét der Produkte eschwert. Manche Losungsmittel, unter
anderem auch DM SO, sowie Temperaturen >35°C, die beim Einengen der Eluate verwendet
wurden, fuhrten zur Zersetzung bzw. Umwandlung der polaren Verbindung (4), dem Hydro-

peroxo-Derivat des  Fusidinsdurelactons  {7-(4-Hydroperoxy-4-methyl-pent-2-enyl)-



Spezieller Tell 18

1,43,10a,10b-tetrametyl)-2,3,4,4a,4b,5,6,6a,8,98,10,10a, 10b,11,12,12a- hexadecahydro- 1H-9-
oxa-pentaleno-[2,1-alphenanthren-2,5-diol}. Im HPLC-Chromatogramm (Abb. 13) waren

neben Hauptprodukten (3) und (4) noch Minorkomponenten nachweisbar, die aber nicht
isoliert den beiden wurden (UV mnax229nm).

SRMELE A
FoE b

Hydroperoxid (4); 14,307

00 b

(LD

Hydroxymethyl (3); 12,373

Unbekannt; 11,107

Unbekannt; 18,133

[min]

Abb. 13: HPLC-Chromatogramm der Metabolite desg-L acton

2.2.2 Strukturaufklérung der Metabolite

Die beiden Hauptprodukte, 2,5mg des unpolaren (3) (1-Hydroxymethyl-4a,10a,10b-
trimethyl- 7- (4-methyl- pent- 3-enyl)-2,3,4,4a,4b,5,6,6a,8,93,10,10a,10b,11,12,12a- hexadeca-

hydro- 1H-9-oxa- pentaleno| 2,1-a] phenanthren2,5-diol)  (Ri=12,37 min; R=0,57) sowie
1,7 mg des geringfligig polareren relativ instabilen Produktes (4) (Ri=14,30 min; R¢=0,51)
wurden als farblose Substanzen isoliert. Die Strukturen beider Verbindungen wurden mittels

Massenspektrometrie und NM R-Spektroskopie charakterisiert.
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Die Kombination verschiedener massenspektrometrischer Methoden (hochauflsende MS und
ESI) fur die Ermittlung der Molmasse bzw. Summenformel erwies sich insbesondere flr das
Hydroperoxid (4) as sehr vorteilhaft.

Wichtige Informationen lieferten die Protonenbreitband-entkoppelten 3C-NMR-Spektren.
Fur die stabile Substanz (3) wurden 28 GAtome, davon 13xCHs/CH (2D-NMR-Spektren:
5CH3 und 8 CH), 9 CH,, und 6 quarternare Atome mittels 135-Dept Spektrum registriert.
Ebenfalls 28 G Atome zeigte die geringfiigig polarere Substanz (4), wobei hier 14xCHs/CH
(2D-NMR-Spektren: 6CHz und 8 CH), 7 CH,, und 7 quaterndre C-Atome gefunden wurden.
Da das Lacton (Edukt) ebenso 28 C-Atome (6 CHz, 8 CH,, 8 CH und 6 tertidre C-Atome)
enthdt, konnte gefolgert werden dass das Kohlenstoffgertst as solches noch erhalten war
und die strukturellen V eranderungen die Substituenten betrafen Wo und wie die Metabolisie-
rung von (2) stattfand, konnte aus den *H-NMR und 2D-NMR-Spektren zweifelsfrei abgelei-

tet werden.

So war im *H-NMR-Spektrum der Substanz (3) ist eine zusétzliche Hydroxygruppe zu sehen.
Anstelle der 4a-Methylgruppe (*H: d = 0,91 ppm; 3C: d = 15,93 ppm) in der Ausgangverbin-
dung, dem gLacton (2), konnte eine 4a-Hydroxymethylgruppe (*H: d =3,85ppm; 3C:
d = 64,5 ppm) nachgewiesen werden. Die Struktur von (3) einschliefdlich der Konfiguration
der Substituenten wurde durch die 2D-Spektren (COSY, HSQC, HMBC, und NOESY) best&

tigt.

HO (3)

Abb. 14: stabiles M etabolisier ungsprodukt (3) des Fusidinsaur elactons (2)
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Die Struktur wurde ferner durch Massenspektrometrie mittels ESI-MS (m/z 495 [M+Na]™;
m/z 511 [M+K]"), durch IR-Spektroskopie (Film (ATR): 3411cm?® (OH); 1752, 1740,
1691 cmi* (ungeséttigtes Lacton)) und UV-Spektroskopie (I max 480 nm) bestétigt.

Diese Art der Verénderung einer Substanz (Methylhydroxylierung von (2) zu (3)) in Mikro-
organismen ist nicht ungewoéhnlich [von Daehne, Konferenz 1995]. Schwieriger war die
Struktur aufkldrung der etwas polareren Substanz (4). Die Ergebnisse der Massenspektro-
metrie waren zunadchst fir eine eindeutige Molmassenbestimmung nicht ausreichend und die

Instabilitét der Substanz bei erhdhter Temperatur erschwerte die Untersuchungen.

Mittels 1D- und 2D-NMR-Spektroskopie konnte jedoch nachgewiesen werden, dass das
Grundgertst des triterpenen Sterarbausteins im Vergleich zum Lacton (2) unverandert und
der Lactonring ebenfalls intakt geblieben waren Die im NMR feststelIbaren Veranderungen
betrafen die Seitenkette. Die in (2) vorhandene D**3-Doppelbindung wurde nach D* ver-
schoben.

(4)

Abb. 15: instabiles M etabolisier ungsprodukt (4)

Aus dem 3C- und dem HSQC-Spektrum konnte aufgrund der cherakteristischen chemischen
Verschiebung des G-25-Signals von urspringlich d = 132,8 ppm auf d = 81,85 ppm auf ein
tertidares GAtom mit einem Sauerstoffsubstituent geschlossen werden. Wahrscheinlich han
delt es sch um ein Hydroperoxid, weil im C,H long-range gekoppelten NMR-Spektrum
(HMBC in CDCh) eine *J- 4-Kopplung, charakteristisch firr Alkohole, nicht beobachtet wur-
de (Abb. 16).
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(4) )

Abb. 16: Instruktive C,H-Kopplung im HM BC-Spektrum von (4) und (2)

Hydroperoxid (4) g-Lacton (2)
Atomnummer B3¢ H B¢ H
16 82,06 5,00 81,8 4,92
17 171,27 - 169,86 -
20 1215 - 1234 -
21 176,35 - 176,55 -
22 26,84 3,04 24,04 2,19/2,31
23 127,37 5,68 27,12 2,19
24 134,74 5,68 123,3 5,10
25 81,85 - 132,8 -
26 24,06 131 17,79 1,57
27 23,97 1,31 25,60 1,66

Tabelle 22 NMR-Datenin CDCl3 des Transfor mationsprodukt (4) und Lacton (2);

chemische Verschiebung d in ppm

Wie zu erwarten, war bei der hochauflésenden Massenspektrometrie auf Grund der thermi-
schen Belastung bel Vorhandensein des postulierten Hydroperoxids kein entsprechender
Molpeak nachweisbar. Im Gegensatz dazu konnte im ESI*-MS ein entsprechender m/z 511
((M+Na]™) und der m/z 999 ([2M+Na]*™) mit jeweils hoher Intensitét beobachtet werden.
Dies unterstiitzt die vorgeschlagene Struktur mit einer Hydroperoxidgruppierung. Dass es sich
um echte Molpeaks handelte, wurde durch den Austausch des Na™ gegen NH4* bei der Zugabe

von Ammoniumacetat bestétigt. Dabei traten m/z 506 ([M+NH,4]") und m/z 994 ([2M+NH,] ")
auf.
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Daraus kann gefolgert werden dass bei der bakteriellen Transformation der Fusidinsdure re-
ben der Inaktivierung durch Lactonisierung zum Fusidinsaurelacton (2) mittels des Enzyms
Fus H weitere metabolische Verénderungen erfolgen. Molekulargenetische Untersuchungen
lief3en die Existenz eines weiteren Enzyms Fus G vermuten [ Schrempf, Biucovic personliche
Kommunikation], das in Gegenwart von FAD das g-Lacton (2) in den Hydroxymethylalkohol
(3) und das Hydroperoxid (4) tberfuhrt.

Dabei den Metabolisierungsversuchen lediglich Fusidinsaurelacton (2) nicht aber Fusidinsau
re (1) as solche im Nahrmedium vorhanden war, bleibt die Frage, ob (1) selbst ebenfalls auf
diese Art und Weise transformiert wird. Literaturzitate weisen auf ein solches Verhalten hin

[von Daehne, Konferenz 1995].

2.3 Partial- und Totalsynthesen von Grundbausteinen fur Triterpene mit

fusidinsaur edhnlichem Skeleton

Untersuchungen zur Esterasesktivitét von Fusidinsaurederivaten [Antibiotikafibel; von Daeh-
ne, 1979] und neuere Erkenntnisse zu der antibiotischen Wirkung [Duvold, 2001] heben die
Bedeutung der C-17-Seitenkette, der Carboxylgruppe einschliefdlich der 16b-Acetoxygruppe
sowie der Sessel-Boot-Sessel-Konformation als essentielle pharmakophore Merkmale des
Triterpenoids hervor. Dagegen sind die Hydroxylgruppen in 3a- und 11a-Stellung durch an+
dere Gruppen austauschbar.

Zid der synthetischen Arbeiten war es, nach dem Vorbild der Fusidinséure, ein vergleichba
res terpenoides Grundgertst anellierter Ringe aufzubauen. Der Grundkérper sollte aber noch
flexibler gestaltet werden, um damit neue antibiotisch wirksame Produkte herstellen zu kon
nen, die ein von der Fusidinsdure abweichendes Resistenzverhalten aufweisen. Den Schwer-
punkt bildeten partial- und totalsynthetischen Verfahren zur Herstellung von Schliissel pro-
dukten, aus denen Derivate oder Verbindungen mit charakteristischen Merkmalen der Fusi-

dinsdure hergestellt werden konnen.
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2.3.1 Moddluntersuchungen zu Ger istumlager ung von 14,15-Epoxy-
13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trienen zu 14b-M ethyl-gona-1,3,5(10)-trien

Bel der Entwicklung des Synthesekonzepts, das ausfuhrlich unter 2.3.2 erlautert wird, wurde
frihzeitig auf eine Totalsynthese orientiert. Ausgehend von einem chiralen Baustein, dem
Wiechert-Keton, sollte ein neuer Grundkérper das 15x-Hydroxy-13a -H- 17-keto- 3-methoxy-
8a,14b-dimethyl-gona-1,3,5(10),9(11)-tetraen (55) (Abb. 3) hergestellt werden.

Aus einer Reihe von Synthesevarianten zur Darstellung des Fusidinsuregrundkdrpers (Abb.
3) [Ruhland, 1995; Corey, 1991; Bischofberger, 1985; Bull, 1983; Paryzek, 1995; Dauben,
1972; Barriault, 1997] wurde die Synthese von Dauben gewahlt, die sich von der hier vorge-
schlagenen darin unterscheidet, dass ein anderes Synthon zur Bildung der Ringe A und B
verwendet wird. Anstelle des Methyl-7-bromo-5-ethylendioxyheptanoat wurde das
2(3-Methoxy-phenyl)-ethyltosylat eingesetzt.

Dieser Synthesaweg ermdglicht eine flexiblere Vorgehensweise, wobel Optionen zur Herstel-
lung von Fusidinsdurederivaten mit 10b-Methylgruppe ebenso offen gehalten werden, wie die

Darstellung von 19-Nor-Verbindungen.

Als entscheidendes Problem, bei der Ubertragung der Synthese nach Dauben auf die hier vor-
liegenden Verhdltnisse, ist die im ausschlaggebenden letzten Schritt vollzogene Gerlstumla-
gerung, der Transfer der 13b-Methylgruppe nach 14b ausgehend von einem 14,15-Epoxid, zu
sehen Obwohl nach Dauben[Dauben, 1972] diese Umlagerung mit guten Ausbeuten erfolgte,
waren Zweifel angebracht, ob sich dieser Schritt auch in dem hier vorliegenden Konzept rea
lisieren lief3.

Um sicher zu geten, ob ein Methylgruppentransfer via Wagner-Meerwein-Umlagerung (Abb.
17) moglich ist, wurde das Offnungsverhalten von 14,15-Epoxy-13b-methyl-gona-
1,3,5(10)-trienen unter sauren Bedingungen in aprotischen Ldsungsmitteln untersucht. Fr
einen Methylgruppentransfer durch eine saure Offnung von 14,15-Epoxysteroiden sollten bei
Postulierung eines intermedidren Carboniumions am C-14 gute Voraussetzungen bestehen.
Untersuchungen zur sauren Offnung von Epoxiden wurden von Schubert und Ponsold bereits
durchgefuihrt, dabel aber keine Gerlstumlagerungen nach Wagner-Meerwein beobachtet
[Schubert, 1979].
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Abb. 17: Methylgruppentransfer von C-13 nach C-14 (Wagner-M eerwein-Umlager ung)

Svynthese der 14,15-Epoxide

Die entsprechenden Epoxide (9-12) [Kasch, 1996; Ponsold, 1981; Schubert, 1979] wurden
aus den 17-Hydroxy- bzw. 17-Ketoverbindungen (5-8) [Kasch, Bertram, Patent; Bull, 1991,
Kinzer, 1985; Kametani, 1979] synthetisiert (Abb. 18).

o)
(5)
OH ° LOH
(6) (8) )

SN SN SN

! OH OH OH ! .OH

o' o
9) (10) (12) (11)

Abb. 18: Synthesewege der 17-Hydroxy-14,15-epoxide

Das 17b-Hydroxy-D"-estratrien (6) lasst sich durch Reduktion mit Natriumborhydrid nach
Schubert und Ponsold darstellen und anschlief3end mit m-Chlorperbenzoesiure zu einem
all3-Epoxidgemisch umsetzen und mittels S&ulenchromatographie trennen. Dabel war der An-
teil an b-Epoxid (10) hoher als der des a-Epoxids (9) [Schubert, 1979].
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Die Synthese des 17a-Hydroxy-D**-estratriens (7) ist mit konventionellen Reduktionsmetho-
den wie Natriumborhydrid, DIBAH oder Catecholboran nur mit geringen Ausbeuten von ca.
15% maoglich. Deshalb wurde der Versuch unternommen, durch Inversion der Hydro-
xylgruppe an C-17 aus dem 17b-Alkohol (6) den 17a-Alkohol (7) herzustellen. Dies gelingt
normalerweise nach Mitsunobu [Tapolcsanyi, 1997; Bittner, 1974] mit Triphenylphosphin,
Diazoessigester in Gegenwart einer aliphatischen Carbonséure in siedendem Benzen (Abbil-
dung 19). Eine verbesserte Variante wurde von Schneider et a. durch die Verwendung von

p-Nitrobenzoesdure in Chlorbenzen entwickelt [Schneider, Konferenz 1995].

OH
OH \\\o X -

(6)

(13)

Abb. 19: Mitsunobu-Reaktion

Waéhrend die eigentliche Mitsunobu-Reaktion zum Nitrobenzoesiureester noch relativ glatt
verlief, bereitete dessen Verseifung Probleme. Beginstigt durch die benachbarte
D'*1>.Doppelbindung erfolgte eine Eliminierung der Estergruppierung und das unerwiinschte
Bis-Olefin (13) entstand. Ohne die olefinische Doppelbindung in Homoallylstellung gelingt

jedoch die Inversionproblemlos

Die isomerenreine Darstellung der Alkohole war deshalb ein wichtiges Ziel dieser Arbeit,
weil die Hydroxylgruppe Uber Nachbargruppeneffekte sowie Wasserstoffbrickenbindungen
wesertlich zur Selektivitét bei Reaktionen wie z.B. Epoxidierungen, Cyclopropanierungen
und der Epoxidoffnung beitrégt [Ponsold, 1981; Ruhland, 1995; Bull, 1981]. Eine aternative
Methode zur Herstellung der thermodynamisch wenig begiinstigten 17a-Alkohole ist die Re-
duktion von 17-Ketosteroiden nach Schwarz et al. mit diversen Boranen unter Zusatz optisch
aktiver Amine [Wagner, 1980; Reiners, 1996; Reiners, 1995; Wallbaum, 1991; Behnen,
1992].

Das 17a-Hydroxy-D"-estratriens (7) wurde durch Reduk tion mit NaBH, in geringen Ausbeu

ten erhalten.




Spezieller Tell 26

Fur die Synthese des 17a-Hydroxy-14a,15a-epoxid (11) wurde das 17a-Hydroxy-
3-methoxy-13b-methyl-1,3,5(10),14(15)-gonatetraen  (7) nach Sharpless mit tert.-Butyl-
hydroperoxid und Vanadylacetylacetonat als Katalysator selektiv umgesetzt [Klinzer, 1995].

17a-Hydroxy-14b,15b - epoxy-3-methoxy- 13b-methyl- 1,3,5(10),14(15)-gonatetraen (12) kann
aus dem Epoxyketon (8) durch Reduktion mit Diboran erhalten werden. Bei der Reduktion
des Ketons dominierte die 17a- gegeniiber der 17b-Hydroxyverbindung. Ahnliche Beobach-
tungen hattenKinzer et al. bei der Reduktion des Epoxyketons mit DIBAH gemacht [Klnzer,
1995]. Da die Epoxidierung des Ketons (5) zu (8) nicht sehr einheitlich verlief, es entstanden
neben dem a-Epoxid auch Offnungsprodukte, wurde eine alternative Variante erarbeitet. Als
gunstig erwies sich die Oxidation des 17b-Hydroxy-14b,150-epoxids mit Jones-Reagenz und
die Reduktion des auf diese Weise erhaltenen Ketons (8) mit Diboran in THF.

2.3.1.1 Offnung von 14,15-Epoxiden unter Nachbargruppenbeteiligung

Epoxide, die in Nachbarstellung zum Oxiranring einen Alkylrest, z.B. eine 13-Methylgruppe
wie bei den 14,15-Epoxysteroiden enthalten, erflllen die Voraussetzungen fir eine Umlage-
rung nach Wagner-Meerwein, auch Westphalen Gerlstumlagerung genannt [Paryzek, 1997;

Dauben, 1972], sowie fur Eliminierungen.

OR OR

OH

|

! OR ! OR ; OR
H
OH @) OH

(14) (15) (16)

Abb. 20: M égliche Produkte der Epoxidéffnung
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Die Wanderung der Alkylreste sollte dabei stereochemisch kontrolliert verlaufen, d.h. die zu
transferierende nachbarstandige Methylgruppe sollte nicht invertieren, sondern auf der glei-
chen Seite des Molekills verbleiben. Neben dieser Umlagerung (16) kann sich das Carbenium-
ion auch durch Deprotonierung am C-15 oder C-8 stabilisieren, was zu Ketonen (15) bzw.
Olefinen (14) als Reaktionsprodukte fuhrt (Abb. 20) [Schubert, 1982]. Bel 13b-Methyl- gona-
1,3,5(10)-trienen ist eine Doppelbindungsisomerisierung in Richtung A-Aromat zum stabile-
ren 8(9)-Olefin in Ubereinstimmung mit der Literatur [Schubert, 1982] beobachtet worden.

Epoxidoffnung von 17-Acetaten

Bei der Funktionalisierung der D'-Doppelbindung von Steroiden, z.B. bei der Simmon
Smith-Reaktion, der Hydrierung, Hydroborierung und insbesondere bei der Epoxidierung
spielen Nachbargruppen in Homoallylstellung als Ankergruppen, Linker und als abschirmen
de voluminose Reste eine wichtige Rolle. Im Rahmen der Untersuchungen zur sauren Off-
nung von 14,15-Steroidepoxiden unter Syi- oder E-Bedingungen interessiert die Frage, ob
eine direkte Beteiligung der 17-Sauerstofffunktion erforderlich ist [Caspi, 1985].

Aus diesem Grund wurde das Resktionsverhalten von 17-Acetoxy- und 17-Hydroxy-
14,15-epoxiden in Gegenwart von organischen Sduren oder Lewissduren untersucht und mit-

einander verglichen.

Die Darstellung der entsprechenden Epoxide mit der 17-Acetoxygruppe (17, 18) erfolgte
durch Umsetzung mit Essigsureanhydrid in Pyridin. Die Epoxidspaltungen wurden mit was-
serfreier p-TSOH und Bortrifluoridetherat (BFs* Et,O) in aprotischen Losungsmitteln wie To-
luen oder Ether bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Nach erfolgter Umsetzung wurde sofort aufgearbeitet, ohne die Gleichgewichtseinstellung
abzuwarten. Bel den Epoxyacetaten wurden keine Umlagerungsreaktionen oder aul3erge-
wohnliche Resktionen beobachtet (Abb. 21).
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OAcC

OAc
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(21)

Abb. 21: Offnung der Epoxyacetate (17) und (18)

Die Offnung der Epoxyacetate (17, 18) in Gegenwart von BF3*Et,O verlief nach einem ein-
heitlichen Eliminierungsmechanismus. Beim b-Epoxid (18) wurde in Ubereinstimmung mit
der Literatur [Schubert, 1982] eine trans-Eliminierung (15a-H, 14b-O-Abgangsgruppe) beo-
bachtet. Das thermodynamisch stabilere 14b-H-15Ketosteroid wurde dabei nicht gebildet,
sondern ausschliellich das 14a-H-Produkt (21). Die Offnung des a-Epoxids (17) fihrte zu
einem Gemisch aus 14b-H-8(9)-Olefin (20) und 14b-H-15Keton (19). Ersteres entstand aus
dem primér gebildeten 8(14)-Olefin, das unter Sdurekatalyse zum 8(9)-Olefin (20) isomeri-
serte. Die Bildung des 9(11)-Olefins konnte ausgeschlossen werden (Ausbeuten: Tabelle 3,
Experimenteller Tell).

Da nach der Maskierung der 17b-Alkoholfunktion als Acetate keine Gerilistumlagerungspro-

dukte auftraten, wurde auf die Reaktion der entsprechenden 17a-Derivate verzichtet und fir

die weiteren Umsetzungen die 17-Alkohole eingesetzt.

Offnung von 17-Hydroxyepoxiden unter Nachbar gr uppenbeteiligung

Die isomeren 17-Hydroxy-14,15-epoxysteroide wurden in Toluen in Gegenwart von wasser-
freler p-TSOH bzw. BF3*Et;O bei verschiedenen Temperaturen (zwischen -20 und 65°C) zur
Umsetzung gebracht. Das Produktspektrum wird wesentlich durch den Zugabemodus, die
Sauremenge, Saurestarke, die Reaktionsdauer und die Temperatur beeinflusst. Bei den welte-
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ren Untersuchungen lag das Hauptaugenmerk auf Gertistumlagerungsprodukten sowie neuen
unerwarteten Produkten.

Die Umsetzung des 17a-Hydroxy-14a,15a-epoxids (11) mit p-TSOH fihrte bel Raumtempe-
ratur in Toluen zu vergleichbaren Produkten, z.B. (24), wie sie bereits bei den Umsetzungen

der Acetoxyepoxide nachgewiesen wurden.

(11) (22) (23) (24)

Abb. 22: Offnung des 17a -OH-14a ,15a -Epoxids (11)

Eine Ausnahme bildete das D'®-15-Keton (23), das in einer Sekundarreaktion aus dem Keton
(22) durch Wasserabspaltung entstand.

In der nachfolgenden Tabelle 3 sind die Ausbeuten und die Produkte der Epoxiddffnungen
mit p-TSOH und BF3* Et,0 zusammengestelt.

Epoxyverbindungen Reaktionsprodukte [%0]
14b-H-15 | 14a-H-15 | D%-15 15-OH- | 14b-Fluor 14b- Spiro-
Keto Keto Keto D*® Methy! pentan
17a-OH,14a,15a 38 18 17
(12)? 14 76
17a-0OH,14b,15b Spuren Spuren 80
(12)
17b-OH,14b,15b 54 25
(10)
17b-OH,14a,15a (9)7 39 (RT) 70 (65°C) 21 (RT) 23 (65°C)
59 (-20°C)

Tabelle 3: Offnung mit p-Toluolsulfonsiure/ Offnung mit BRs*Et,0 in Toluol
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Da unter dem Einfluss von p-TsOH nur die typischen bekannten Eliminierungsprodukte ent-
standen, wurde bei den weiteren Umsetzungen Wert auf extreme Wasserfretheit und Aus-
schluss protischer Zusétze gelegt. Ein totaler Ausschluss von Wasser war mit p-TsOH nicht
zu erreichen, desnab wurde die Lewissaure BF3*Et,O verwendet. Schubert und Schneider
erhielten bei Offnungen von 14,15-Epoxiden mit BF3*Et,O in Acetonitril neben nucleophilen
Offnungsprodukten vergleichbare Produkte, z.B. 15-Ketoverbindungen [Schubert, 1982]. B-
ne Ausnahme bildete das 8(9)-Olefin, das unter Ritterbedindungen nicht entstand [ Schubert,
1982].

Die Reaktionen der isomerenreinen 17-Hydroxy-14,15-epoxide mit BF3*Et,O in Toluen ver-
liefen etwas differenzierter als die der 17-Acetate. Die Produktzusammensetzung anderte sich
in Abhangigkeit von Reaktionsdauer und Temperatur. Die geringsten Abweichungen im Ver-
gleich zu den Umsetzungen mit p-TSOH traten beim 17a-Hydroxy-14a,15a-epoxid (11) auf.
Lediglich das Produktverhétnis zwischen Keton (22) und 8(9)-Olefin (24) war stark zu Letz-
terem verschoben (siehe Tabelle 3).

Wagner-M eer wein-Umlager ung

Eine Umlagerung nach Wagner-Meerwein wurde nur bei der Offnung des 17b-Hydroxy-
14a,15a -epoxids (9) mit BFs*Et,O beobachtet, jedoch erst oberhalb der Raumtemperatur mit
einem Optimum von 65°C. Daneben entstanden auch das 8(9)-Olefin (27), das 14b-H-
15-Keton (25) und das 14b-H-D'-Keton (26) in betrachtlichen Mengen. Das Verhéltnis von
geséttigten Keton (25) zu ungeséttigten Keton (26) veranderte sich zugunsten von (26) mit
Erhohung der Temperatur (Abb. 23).
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(9) (26)

(28)

Abb. 23: Offnung des 17b-OH-14a ,15a -Epoxids (9)

In Abbildung 23 ist die Bildung des erwiinschten Wagner-M eerwei n-Produktes (28) skizziert.
Die Einheitlichkeit der Wagner-Meerwein-Umlagerung l&sst auf einen Synchronmechanismus

schliefen. Mit ca. 23 % wurden befriedigende Ausbeuten an Umlagerungsprodukt erzielt.

Die Konfiguration von H-13 konnte mittels NOE- Spektroskopie ermittelt werden. Eindeutige
Beweise fur die a-Konfiguration sind die Kopplungen zwischendem H-13a (d = 2,00 ppm)
und dem H-1la (d=254ppm) bzw. dem H-16a (d=2,75ppm). Das ausbleibende
NOE-Signal zwischen dem H15b und dem H13a bestétigt diese Konfiguration. Die stereo-
chemische Einheitlichkeit beziiglich des H13a des Wagner-M eerwein-Produktes (28) unter-

streicht die Uberlegungen, dass es sich um einen Synchronmechanismus handelt. Bei einer
Umlagerungsreaktion, die ein Enol als Intermediat aufweist, und unter Gleichgewichtsbedin-

gungen, mussten die entsprechenden H-13a - und H-13b-Produkte identifiziert werden.

Die Optimierung dieser Reaktion hangt entscheidend davon ab, in welchem Mal3 die Elimi-
nierungen unter Bildung des 8(9)-Olefins (27) und der 15-Ketoverbindung (25) zurlickge-
dréngt werden konnen. Mit der Isolierung von (28) ertffnet sich die Moglichkeit, diese neue
Verbindung als Modellsubstanz fir die Funktionalisierung des D-Ringes in Richtung fusidin-
sauredhnlicher Strukturen einzusetzen (Abb. 24). Das Wagner-Meerwein-Produkt ist aber
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nicht nur im Hinblick auf die Synthese von Fusidinsiureanal oga sondern auch fir andere bio-

logische Mediatoren von Interesse.

Abb. 24: Energieoptimierte Struktur des Wagner-M eerweinproduktes (28)
(Alchemy 2000)

In Abbildung 5 wird die Einheitlichkeit der Methylgruppenwanderung nachgewiesen. Im
dargestellten HMBC-Spektrum sind die Kopplungen der 14-Methylgruppe mit den benach-
barten C-Atomen (C-8: 47,3 ppm; C-13: 55,4 ppm; C-14: 44,7 ppm; C-15: 76,3 ppm) zu &
hen. Die 3Jc 1K opplungen zwischen der Methylgruppe und dem C-8 sowie dem C-15 weisen
darauf hin, dass die Methylgruppe tatschlich im Sinne einer Wagner-Meerwein- Umlagerung

gewandert ist.
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Abb. 25: Diagnostische Kopplungen im HMBC-Spektrum von (28) als Strukturbeweis
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Offnung des 17b-OH-14b ,15b-Epoxids mit BFs*Et,0

Fluorierte Produkte fallen bei Umsetzungen mit BFs*Et,O selten auf [Duhamel, 1993; 1994]
und sind bel Steroiden in der zugrunde liegenden Literatur-Recherche nicht gefunden worden
14b-Fluor-17a -hydroxy-Anaoga des Testosterons, Estrons und Estradiol kdnnen durch Fluo-
rierung mit Perchlorylfluorid aus den entsprechenden ungeséttigten 17-Ketonen gewonnen
werden [Pataki, 1972]. Um so erstaunlicher war es, dass bei der Offnung des 17b-Hydroxy-
14b,15b-epoxids (10) ein neues, auf diesem Weg noch nicht dargestelltes Epoxidoff-
nungsprodukt, das 15b,17b-Dihydroxy-14b-fluor-3-methoxy-13b-methyl- gona-1,3,5(10)-
trien (30) gebildet wurde. Das wirft die Frage auf, warum dieses Produkt ausgerechnet bei der
Umsetzung des 173-Hydroxy-1413,15(3-epoxids auftritt. Mechanistisch betrachtet, ist anzu-
nehmen, dass sich BFs;*Et,O an den Epoxidsauerstoff anlagert bzw. sich dort ein Liganden
austausch vollzieht, an dem gegebenenfalls auch die sekundére 17-OH-Funktion beteiligt ist
(Abb. 27). Bel der elektrophilen Epoxidéffnung wird in einer konzertierten Reaktion ein
Fluoratom auf das positivierte C-14 Ubertragen und gleichzeitig eine Bor-Sauerstoff- Bindung
geknupft. Da der BFs-Komplex nur b-seitig gebildet werden kann, sollte das resultierende

14-Fluorsteroid (30) b-Konfiguration aufweisen.

OH OH

RT; 1h
—>

F
OH

(10) (29) (30)

Abb. 26: Offnung des 17b-OH-14b,1%-Epoxids (10) unter Bildung des 14b-Fluorpro-
duktes (30)

Dass (30) lediglich beim Umsatz des 17b-Hydroxy-14b,15b-epoxides auftrat, ist as ein Indiz
fur die notwendige Assistenz der 17b-standigen OH-Gruppe zu werten. Das Epoxid allein ist
fir eine Koordination im Sinne einer Fluorierung nicht ausreichend, sonst wére eine entspre-
chende Fuorverbindung auch bel anderen b-Epoxiden beobachtet worden. Sehr wahrschein
lich ist eine primére Komplexbildung des BF3; mit dem 17b-Alkohol, in deren Folge eine Ak-

tivierung des Epoxids und Ubertragung von Fluorid b-seitig auf das Steroid erfolgt.
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Abb. 27: Vorschlag fur den Fluorierungsmechanismus von (10) mit BR*Et,0

Die Zuordnung der relativen Konfiguration des tertidren

Fluoratoms in 14-Stellung ist mit
normalen 1D- und 2D-NMR-
Untersuchungen nicht maoglich
Erst mittels Fluor-NMR [Hesse,
1995] (Abb. 28, 29) und der
Zuordnung des 'H,*°F-HOESY-
Spektrums  (vergleichbar dem
NOESY), konnte die
b-Konfiguration des  Fluors

bestétigt werden.

Abb. 28: 1°F-NM R-Spektrum
von (30)
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Im HOE-Spektrum (Abb. 29) sind die Wechselwirkungen des 1413-Fluoratoms mit der eben
fals b-stdndigen 13-Methylgruppe (d = 1,15 ppm) deutlich sichtbar. Eindeutige Kopplungen
sind Uberdies mit dem b-standigen H-8 (d = 1,93 ppm) und dem H-12b sowie den beiden
b-sténdigen OH-Gruppen in 15- und 17-Stellung (d = 2,11 ppm und d = 1,83 ppm) erkennbar.
Mit diesen Daten werden die aus den mechanistischen Betrachtungen gewonnenen Hinweise

zur b-Konfiguration des Fluoratoms bestétigt.

Die Summenformel von (30) wurde mittels hochauflsender Massenspektrometrie ermittelt.
Neben dem Molpeak m/z 320 war auch ein um 20 Masseneinheiten kleinerer Peak m/z 300
erkennbar, der der Abspaltung von HF entsprach und somit das Vorhandensein des Fluors im
Molekiil bestétigte (Abb. 30).
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Abb. 30: M assenspektrum des 15b,17b-Dihydroxy-14b -fluor-3-methoxy-13b -methyl -
gona-1,3,5(10)-triens (30)
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Offnung des 17a-Hydroxy-14R,15R-epoxids (12) mit BFs* Et,0

Das 17a-Hydroxy-1413,15[3-epoxids (12) wurde as letztes gedffnet, well dessen Reindarstel-

lung zunéchst mehr Schwierigkeiten bereitete, als erwartet.

OH

(12) (57)

Abb. 31: Offnung des Epoxids (12)

Be der Behandlung mit BFs*Et,O in absolutem Toluen wurde kein Fluordffnungsprodukt
beobachtet, unabhéngig davon, ob bel —10°C, Raumtemperatur oder erhohter Temperatur
(maximal 35°C) gearbeitet wurde.

Es entstanden nur geringe Mengen an 8(9)-Dehydro-147H-15M3,17a- dihydroxy-3-methoxy-
13(3-methyl- gona-1,3,5(10)-trien als auch an 15-Keto- Steroid.

Uberraschenderweise dominierte ein Geriistumlagerungsprodukt mit 80 prozentiger Ausbeute,
welches sich als Spiropentanoverbindung (57) mit der Bezeichnung Spiro[2,3,33,4,5,9b-
Hexahydro- 7-methoxy- 1H-cyclopenta] al naphthal en] - 3S,1"-[2'S-methyl-3"-ox0-5"R- hydro-
xy]-pentan erwies (Abb. 31, 32).

(57)

Abb. 32: Synchronmechanismus der Ger Gistumlagerung zum Spiroprodukt (57)
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Mittels Massenspektrometrie (ESI+) konnte als Molmasse M=300 durch die sichtbaren
[M+H] - und [M+Na] *-Peaks ermittelt werden. Die in FTIR-Spektrum vorhandene Carbony!-
bande bei 1730 cnit ist charakteristisch fiir ein Fiinfringketon.

Einen ersten Hinwels auf eine Gertstumlagerung lieferte das Protonenresonanzspektrum.
Dort wurde eine Aufspaltung das Signals der urspringlich anguldren Methylgruppe durch
Kopplung mit einer benachbarten CH-Gruppierung mit einer Kopplungskonstante J=7 Hz
beobachtet. Bemerkenswert war auch die extreme Hochfeldverschiebung der CHs-Gruppe im
13C-gpektrum auf d = 7,44 ppm. Dies deutete auf eine geringe Abschirmung hin, hervorgeru-
fen durch den positiven Anisotropiekegel der Carbonylgruppe. Durch Spektrenberechnung
unter Verwendung einer internen Subtanz- und Datenbibliothek mittels des Programms ACD
unter Einbeziehung einer Carbonylgruppe und eines tertidren C-Atoms in unmittelbarer
Nachbarschaft zur Methylgruppe, konnte dieses Postulat bestétigt werden. Die Strukturbewei-
se lieferte das HMBC-Spektrum von (57). Anhand der gefundenen 3Jc-Kopplungen zwi-
schen der Methylgruppe am C-13 mit d = 0,99 ppm und der C=0-Gruppe (C-15 218,4 ppm)
einerseits, sowie dem quarterndren G-14 (54,6 ppm) andererseits, sowie der 2Jc 4-Kopplung
mit C-13 (45,44 ppm) konnte fur die Spiroverbindung (57) die Konstitution der funktionellen
Gruppen bestétigt und die auffallende chemische Hochfeldverschiebung der Methylgruppe im
13C-Spektrum erklart werden. Mittels COSY- und HMBC-Spektrum waren Carbonyl- und
Hydroxylfunktion als direkte Nachbarn der C-16 Methylengruppe identifizierbar.

Als weiterer Hinweis fur die Richtigkeit der Spiroverbindung mit C-14 as Briickenkopf wur-
de im HMBC durch die 3J. 4-Kopplung von H-11 (2,34 ppm) mit dem C-14 (54,6 ppm) fest-
gestellt. Den direkten Strukturbeweis fir die Spiropentanoverbindung (57) lieferte die Ront-
genstrukturaralyse (Abb. 33).

Die Bestimmung der exakte Anordnung der Protonen und somit der Funktionalitéten war
auch mittels NOESY-Spektrum schwierig. Ursache war die Verdrillung der beiden Finfringe
zueinander, was eine gestaffelte Anordnung der Protonen und somit einen NOE mit sehr vie-
len Partnern bedingte. Durch die Kombination von NOE- und HMBC-Spektren konnte jedoch
die Konfiguration der H-13, H-15 sowie die der C-13-Methyl- und C-15-Hydroxylgruppe
eindeutig zugeordnet werden. Die a-Konfiguration der C-13-Methylgryppe wird durch die
3Jc.+-Kopplungen im HMBC-Spektrum zwischen dem H-13 (2,83 ppm) und dem C-8 bewie-
sen, wahrend das Ausbleiben einer Kopplung zwischen dem H-15 (4,44 ppm) und dem C-8
auf die b-Konfiguration der 15-OH-Gruppe schlief3en lasst. Einen weiteren Bewels lieferte die
Kopplung zwischen H-8 (1,70 ppm) und dem H-13 (2,83 ppm) im NOE-Spektrum. Das aus-
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bleibende NOE-Signa zwischen dem H-15 (4,44 ppm) und H-13 (2,83 ppm) steht ebenfalls
im Einklang mit der b-Konfiguration der Hydroxylgruppe am C-15 und die a-Konfiguration
der C-13-Methylfunktion.

Lediglich bei der in Abbildung 34 gezeigten Anordnung der funktionellen Gruppen im Mole-
kil ist eine Kopplung zwischen H-13b und H-8b mdglich, wahrend eine Kopplung zwischen
H-15a und H-8b nicht beobachtet werden kann.

Abb. 33: Rontgenkristallstruktur des Spiroproduktes (57)
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Abb. 34: Energieoptimierte Konfor mation des Spiroproduktes (57) mit Alchemy 2000

2.3.1.2 Schlussfolgerung zu den Epoxidoffnungen

Die an Modéellepoxiden der Gona-1,3,5(10)-trien-Reihe durchgefihrten Untersuchungen e
ben deutlich gezeigt, dass die oben gedulRerten Bedenken beziiglich einer einheitlichen Reak-
tionsfihrung, z.B. in Richtung Wagner-Meerwein-Umlagerungsprodukte, begrindet waren.
So wurde nur bei der Reaktion des 17(3-Hydroxy-14a,15a-epoxids (9) das entsprechende
14b-Methyl-Derivat (28) erhalten.

Eine grundlegende Verdnderung der Situation ist nur dann zu erwarten, wenn im Ausgangs-
epoxid dhnlich wie von Dauben berichtet [Dauben, 1972], anstelle von H-8b eine Methyl-
gruppe in a-Position vorhanden ist. Damit wird der Weg tber ein 8(9)-Olefin abgeschnitten
und der Methylgruppentransfer begilinstigt. Ein verdnderte Reaktivitét in Bezug auf die Wag-
ner-Meerwein-Umlagerung ist auch durch die Anderung der Konfiguration am C-8 (H-8a) zu

erwarten.

Bei der saurekatalysierten Offnung der Epoxide (9, 10, 11, 12) in Gegenwart von p-TsOH
oder BF3* Et2O wurde ein einheitlicher konzertierter Mechanismus beobachtet. Das wird noch
deutlicher, wenn durch den Schutz der 17-Alkoholfunktion in Form von Acetaten Nachbar-
gruppeneffekte ausgeschaltet werden. In diesen Fallen dominieren 15-Ketoverbindungen (19,
21), und bei der Offnung des 14a,15a-Epoxids (17) die 8(14)-Dehydroverbindung, die unter
dem Einfluss von Saure zum thermodynamisch stabileren 8(9)-Dehydroprodukt (20) isomeri-
dert. Eine 1,3-Allylumlagerung, normalerweise bevorzugt, wurde nicht beobachtet. Dies gilt
fur die Isomerisierung der 8(14)-Olefine sowohl mit geschitzter als auch ungeschiitzter

17-Hydroxylgruppe.
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Abb. 35: Vorschlag zum Synchronmechanismus bei Epoxidoffnungen

In Abb. 35 sind die unterschiedlichen Wege zur Produktbildung durch Pfeile skizziert. Damit
soll verdeutlicht werden, dass bei der Ketonbildung (Fall a), die Epoxidoffnung und Hydrid-
wanderung synchron verlaufen, d.h. die Konfiguration von H-14 wird durch die Stereochemie
des Epoxidringes im Edukt festgelegt.

Im Fall b liegt ein typischer Eliminierungsmechanismus vor, der bei den 14b,15b-Epoxiden
(10, 12, 18) aufgrund der cis-Konfiguration der Substituenten, von H-8b und des
14b- Sauerstoffes, nicht zustande kommt. In dieses Raster passt auch das Reaktionsverhalten
des 17a-OH-14a,15a-Epoxids (11), bei dessen Offnung das Olefin (24) dominiert.

Bel einem Reaktivitdtsvergleich von 17-Hydroxy- und 17-Acetoxyepoxiden wird bel der Um-
setzung mit BF3*Et;O in Toluen eine Beteiligung nachbarstandiger Hydroxylgruppen deut-
lich.

Abgesehen von den priméar gebildeten 8(9)- oder 15-Ketosteroiden Verbindungen, werden mit
Ausnahme des 17a-Hydroxy-14a,15a-epoxids (11) charakteristische neue Produkte gebildet,
das Spiropentan (57) aus dem 17a-Hydroxy-1413,153-epoxid (12), das Wagner-Meerwein
Produkt (28) aus dem 173-Hydroxy-14a,15a-epoxid (9) und das 14(3-Fluorprodukt (30) aus
dem 17(3-Hydroxy-14(3,153-epoxid (10). Diese neuen Produkte konnen auf ein intermediér
gebildetes Carbeniumion zurlickgefihrt werden. Mit den Pfeilen (Abb. 35) sind die Umlage-
rungsreaktionen bzw. der nukleophile Angriff des Fluorids angedeutet. Im Fall der Fluorid-
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Ubertragung ist auch ein 15,17-Bis- oder ein verbriickter BF3-Komplex vorstellbar (Vergleich
mit Abb. 27).

Die Ergebnisse, vor alen in Richtung Wagner-Meerwein-Produkt, und die Bildung von
1413-Fluor- und Spiropentanstruktur, lieferten damit wesentliche Grundlagen fir die zukinfti-

ge Arbeiten zur sauren Offnung von 14,15-Epoxiden unter Nachbargruppenbeteiligung.

2.3.2 Totalsynthese von 15x-Hydroxy-13a -H-17-keto-3-methoxy-8a ,14b -di-
methyl-gona-1,3,5(10),9(11)-tetr aen (55)

Ziel der Totalsynthese von 15x-Hydroxy-13a-H-17-keto-3-methoxy-8a ,14b-dimethyl- gona-
1,3,5(10),9(11)-tetraen (55) war es, einen Grundbaustein mit der 8a,14b-Dimethyl-
13a-H-Konfiguration an den Brickenkohlenstoffen nach dem Vorbild der Fusidinsaure (Abb.

36) zu synthetisieren.

Abb. 36: Totalsynthetischer Grundbaustein 15x -Hydroxy-13a -H-17-keto-3-methoxy-
8a ,14b-dimethyl-gona-1,3,5(10),9(11)-tetr aen (55)

Dieser Synthesebaustein (55) wahrt alle Optionen, um relevante pharmakophore Gruppen der
Fusidinsdure einzufiihren. Das betrifft im D-Ring die Moglichkeit zur Einfuhrung einer Sei-
tenkette am C-17 und eines 16b-Substituenten, aber auch den A-Ring mit der Moglichkeit zur
Synthese von 4a-Methyl- und der 3a-OH-Gruppen, cis-verknipfter Ringe A und B sowie die
Funktionalisierbarkeit in 11-Stellung. Des Weiteren besteht ein grof3er Spielraum, neue, bis-
her nicht praktizierte strukturelle Veréanderungen vorzunehmen. Dies erst ermdglicht eine um
fassende Untersuchung beztglich der Fus H- und EF-G-Targetspezifitét.

Die moglichen Wege zu solchen Grundkdrpern sind lang und der Zugang zu effizienten Aus-
gangsmaterialien oft nicht oder nur schwer realisierbar. Zudem sind die in der Literatur verof-

fentlichten Erfahrungen nicht immer nachvollziehbar. In der Regel wurden die publizierten
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Synthesen nicht mit aller Konsequenz bis zu den biologisch relevanten Substanzen durchge-
fuhrt bzw. verfolgten andere Ziele [Dauben, 1972; Barriault, 1997; Eder, Patent].

Fur die Synthese des Grundbausteins (55) bieten sich Naturstoffe an, die im Grundgerust be-
reits charakteristische Strukturmerkmale der Fusidinsaure aufweisen oder in solche umge-
wandelt werden kénnen. Dazu gehéren unter anderem die Dammarane und Lanostane [Diass,
Basco 1966; Diass, Krakower, 1966; Ireland, 1972; Ireland, Giger, 1977; Ireland, Besdlin,
1977; Murphy, 1977; Kazlauskas, 1972; Kazlauskas, 1969; Cohen, 1971]. Dies setzt aber ein
erhebliches Repertoire an effektiven chemischen und biologischen Methoden voraus, wobei

letztere nicht zur Verfligung standen.

Arbeiten Ruhland et al. (Schering AG), wie die Cyclopropanierung von 8(14)-Steroiden
[Ruhland, 1995], von Winterfeld und Dauben [Dauben, 1972; 1982] zur Totalsynthese von
Fusidanen mit 17-Keto-Gruppierungen, bel denen chirale Bausteine [Eder, 1971; Eder, 1978;
Eder, Patent; Cai, 1985; Eder, 1976] eingesetzt wurden, bieten bessere Voraussetzungen und
wurden konzeptionell genutzt.

2.3.2.1 Synthesekonzept fiir (55)

Die in dieser Arbeit entworfene Synthesekonzeption basierte auf den von Dauben [Dauben,
1972], Eder [Eder, 1978; Eder, 1976; Crispin, 1970] bzw. Weber [Weber, 1980] entwickelten
Verfahren. Den Ausgangspunkt fir die selektive Synthese bildete ein chiraler Baustein, das
Wiechert-Keton (WK) (34), auch unter dem Namen Wieland-Miescher-Keton bekannt [Hajos,
1974; Hajos, 1967; Eder, 1971; Eder, 1978; Eder, Patent; Cai, 1985; Eder, 1976; Golinski,
1993], dbs freundlicherweise von der Schering AG zur Verfigung gestellt wurde. Das Wie-
chert-Keton wird neben der Totalsynt hese von Steroiden auch zur Synthese triterpenoidartiger
Verbindungen mit einer von den Steroiden abweichenden Struktur an den Briickenkopfato-
men eingesetzt. Als Alkylierungssynthone wurden das 2(3-Methoxy-phenyl)-ethyltosylat (33)
[Snyder, 1993] bzw. das 23-Methoxy-phenyl)-ethylbromid (33a) [Collins, 1956] gewahit,
um die Variationsmoglichkeiten des A- und B-Ringes fur bisher noch nicht dargestellte Ver-
bindungen zu gewdahrleisten. Das Wiechert-Keton sollte mit einem Alkylsynthon umgesetzt
und das sich bildende 9(10)-Seco-gonanderivat (35) schrittweise in das 3-Methoxy-
8a,13b-dimethyl-gona-1,3,5(10),9(11),14(15)- pentaen (37) Uberfihrt werden.
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a) Diboran / THF; b) Tosylchlorid / Pyridin; c) NaBr / BuyNBr / DMF; d) Base/ Glyme;, €) Base/ Glyme/
Mel; f) p-TsOH/Toluen; g) Hydrolyse; h) Epoxidierung nach Sharpless; i) BFs*Et,O

Abb. 37: Totalsynthesekonzeption fir (55)

In Abb. 37 zeigt die konzipierte und idealisierte Reaktionssequenz. Sehr widersprichlich sind
die Literaturangaben zur Darstellung von Secogonanen (35), in denen von sehr guten bis
schlechten Ausbeuten berichtet wird, obwohl nahezu die gleichen Reagenzien (Schritt d) in
Abb. 37) verwendet werden. Als Konsequenz dieser Recherchen wurden Untersuchungen der
Reaktionsschritte d) und €) geplant, in denen die Darstellung von (35) und (36), die Variation
der Reaktionsbedingungen und die Reinigung der Edukte ebenso wie aternative Synthesewe-

ge vorgesehen wurden.
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2.3.2.2 Reaktionsfiihrung

Im folgenden Abschnitt wird Uber die praktische Umsetzung des Total synthesekonzepts (Abb.
37) berichtet. Dabel wird auf literaturbekannte Reaktionen nicht eingegangen. Es sai denn,
Veranderungen wurden vorgenommen, die as notwendige Voraussetzungen fir spezielle

Umsetzungen anzusehen sind.

2.3.2.2.1 Alkylierungssynthone - Reaktionsschritte a), b) und c)

Fir die Anbindung des 3Methoxyphenylethylrestes an das Wiechert-Keton (34) wird ein
Synthesebaustein bendtigt, der neben der geschiitzten phenolischen OH-Gruppe in Metastel-
lung zur Sauerstoffgruppierung, einen Ethylrest mit endstandiger elektrophiler Abgangsgrup-
pe fur Alkylierungen enthdlt. Um Uber eine grofiere Auswahl an Alkylierungsmitteln zu ver-
flgen, wurden sowohl das Arylakyltosylat (33) [Snyder, 1993] als auch das Arylalkylhal oge-
nid (33a) synthetisiert [Collins, 1956].

Als Startmaterial diente dabel mMethoxyphenylessigsdure (31), die durch Reduktion mit
Lithiumaluminiumhydrid zu 2(3-Methoxyphenyl)ethanol (32) umgesetzt werden kann. Aus
Sicherheitsgrinden wurde das stark pyrophore LiAlH4 durch das leichter handhabbare und
dosierbare Diboran ersetzt. Die Umsetzung wurde bei Raumtemperatur mit eéinem Uberschuss
an Diboran in THF durchgefiihrt und verlief nahezu quantitativ. Der Alkohol (32) wurde in
Form eines Ols isoliert und die Reinheit durch MS, IR und NMR uberprft.

Durch Tosylierung von 3-Methoxyphenylethanol (32) mit Tosylchlorid in trockenem Pyridin
wurde das Tosylat (33) gewonnen, das in getrockneter und gereinigter Form fur die Alkylie-

rung genutzt wurde.

Nukleophiler Austausch Tosylat gegen Halogen

Zur Darstellung des 2(3-Methoxyphenyl)ethylbromids (33a) wurde das Tosylat (33) in eéinem
aprotischen dipolaren Losungsmittel in Gegenwart von NaBr unter Zusatz molarer Mengen an
Tetrabutylammoniumbromid zur Umsetzung gebracht. Als Losungsmittel wurde DMF ver-
wendet. Die bel RT durchgefiihrte Reaktion war zeitintensiv und erforderte einen grof3en
Uberschuss an NaBr. Um das Produkt in der fiir die Alkylierung erforderlichen Reinheit be-
reitzustellen, war eine chromatographische Aufreinigung an Kieselgel mit Toluen as Elu
tionsmittel notwendig. Auch dieses Alkylierungssynthon lag bei RT nur in Form eines Oles

Vor.
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Die Alkylierungssynthone, das Tosylat (33) als auch das Bromid (33a) lassen sich problemlos
aus mMethoxyphenylessigsaure (31) Uber die Stufen der Diboranreduktion a), der Tosylie-
rung b) und dem nukleophilen Austausch c) darstellen. Fiir die weitere Verwendung der Alky-
lierungsreagenzien ist es wichtig, die Reagenzien trocken und in hoher Reinheit bereitzustel-

len.

2.3.2.2.2 Reaktion des Wiechert-Ketons mit dem Alkylierungssynthon —
Stufe d)

Uber die Verknipfung des Wiechert-Ketons (34) mit dem Alkylierungssynthon,
2(3-Methoxy-phenyl)ethyltosylat (33) gibt es sehr widerspruchliche Literaturangaben. Sehr
gute Ausbeuten erzielten Weber et al. [Weber, 1980], die die G C-Bindungsknipfung unter
extremen Wasser- und Luftausschluss mit dem pyrogenen NaH as Base in Glyme (Di-
methoxyethan) durchfihrten. Eder und Crispi [Eder, 1978; Eder, 1976; Crispin, 1970], die
unter vergleichbaren Bedingungen arbeiteten, erzielten wesentlich geringere Ausbeuten, was

diese auf die ungentigende Selektivitat zuriickflhrten.

Auf Grund der sich veréndernden Regiosealektivitdt der Alkylierung in Abhéngigkeit von den
Reaktionsbedingungen verzichteten die Autoren auf detaillierte Beschreibungen, insbesondere
auf die Charakterisierung von Nebenreaktionen, die den Schliissel zur Optimierung der Alky-
lierung darstellen konnen. Noch deutlicher wurde dies bei dem nachfolgenden Schritt, der

Einfihrung der 8a -Methylgruppe.

Die deutlichen Unterschiede zwischen einzelnen Literaturangaben waren der Anlass, den Al-
kylierungsprozess eingehender zu untersuchen und neben den Arbeiten unter extremen Aus-
schluss von Sauerstoff und Wasser auch weitere Reaktionsbedingungen zu variieren. Es wur-
den unterschiedliche Basen und Lésungsmittel verwendet sowie die Reaktionstemperatur, der

Zugabemodus und die Mengenverhdltnisse verandert.
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C- und O-Alkylierung ambidenter Anionen

Diea-Alkylierung des Wiechert-Ketons (34) am ungeséttigten C-Atom stellt eine von mehre-
ren Reaktionsmdglichkeiten mit den Alkylierungssynthonen dar (Abb. 38). Sie ist nur unter
ganz bestimmten Voraussetzungen redlisierbar. Eine GAlkylierung [Crispin, 1970; Eder,
1978; Eder, 1976; Dauben, 1972], wie die des Wiechert-Ketons, des tert.-Butoxy-
methylindenons oder seines Dihydroproduktes, wird normalerweise in einem aprotischen Lo-
sungsmittel in Gegenwart einer starken Base wie Butyllithium, Alkalialkoholaten (insbeson
dere Kalium-tert.-butylat KtB [Dauben, 1982]), Alkaliamiden oder Metallhydriden durchge-
fahrt. Im vorliegenden Fall wurde sowohl in aprotischen dipolaren Losungsmitteln wie
DMSO oder DMF ds auch in Ethern wie Tetrahydrofuran (THF), Dimethoxyethan (Glyme)
oder tert.-Butylmethylether gearbeitet.

Cote ok o :
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Abb. 38: Reaktionsmdglichkeiten des Wiechert-K etons mit Alkylanzien

Um die Vidfat der Reaktionsmdglichkeiten zu dokumentieren sind in Abbildung 38 die we-
sentlichen Grenzstrukturen, die sich unter dem Einfluss von Basen unter Gle chgewichtsbe-
dingungen bilden kénnen, zusammengestellt. Die Mdglichkeiten fir einen elektrophilen An
griff des Alkylierungsmittels sind durch Pfeile symbolisiert. Die Ubersicht zeigt, dass sowohl
C- und as auch O-Alkylierungen moéglich sind.

Die Selektivitat der Reaktion wird entscheidend durch die Wahl der Base, deren Stérke, die
Reaktionszeit, Temperatur sowie durch das verwendete L osungsmittel beeinflusst.

Die oben aufgefthrten Reaktionsparameter knnen, abgesehen von einer kinetisch kontrollier-
ten Reaktionsfiihrung, zu unterschiedlichen Gleichgewichtseinstellungen fihren und somit die
Bildung von Produktgemischen verursachen.
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Um die Einstellung des Gleichgewichts zu begiinstigen und die Selektivitét zu erhéhen, konn
ten alternativ die Umsetzungen Uber die Imine bzw. Silylenolether (Abb. 39) genutzt werden,
die nach Uberfiihrung in das entsprechende Amid bzw. Enolat bevorzugt am a-C-Atom zum
Heteroatom alkyliert werden sollten [Stork, 1963]. Dieser Reaktionsweg wird im Rahmen

einer zukUnftigen Optimierung der Synthese in Erwagung gezogen.

O-tBu
O-Bu

HN \Si
7N\

Abb. 39: Alternativen zur Enolatbildung

Eine Voraussetzung fur die C-C-Bindungsknuipfung durch Alkylierung am C-4 des Wiechert-
K etons wird durch selektive Deprotonierung am C-3 unter Bildung des D*®3®®)-Dijenolat-lons
(34b) geschaffen. In Abbildung 40 bzw. 38 sind die idealisierten Grenzstrukturen dargestellt.
Viel hangt von der verwendeten Base und dem Lésungsmittel, d.h. von der richtigen Kombi-
nation (hart/weich) ab. Entsprechend der Reaktivitéat des Wiechert-Ketons wurde zuerst das
acideste Proton abgespalten, dies bedeutet aber, dass primér das Proton des am wenigsten
substituierten C-Atoms, das in a-Stellung zur Carbonylgruppe steht, abgespalten wird.

O-tBu
kmet

O-tBu O-tBu

thermodyn.
—"a kel

O

O

34 34a 34b

Abb. 40: Gleichgewicht der Dienolat-1onen des Wiechert-Ketons

Unter Gleichgewichtsbedingungen (Abb. 40) entsteht bel erhdhter Temperatur das thermody-
namisch begiinstigte D°™*®)Dienolat (34b). Erst wenn sich das Gleichgewicht eingestellt
hat, d.h. tberwiegend das D*®333-Djenolat (34b) entstanden ist, sollte das Alkylierungsmittel

zugesetzt werden. Die Alkylierung des Dienolats erfolgte in aprotischen Losungsmitteln an
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der Stelle hochster Elektronendichte, am C-4, und sollte durch einmalige Zugabe des Alkylie-

rungsmittels realisiert werden.

Die Umsetzung des WK (34) ist mit der selektiven Alkylierung von a,b-ungeséttigten Ste-
roidketonen, z.B. D*-3-Ketosteroiden in Position 4 vergleichbar [Kirk]. Vor Zugabe des Alky-
lierungssynthons sollte sicher gestellt werden, ob dass fur die Alkylierung wichtige Dienolat
(34b) bel Verwendung definierter Basen und Ldsungsmittel auch gebildet wird. Der Nach-
weis kann in situ durch *H-NMR-Messungen in DM SO gefiihrt werden. Dazu wird das Wie-
chert-Keton in DMSO gelost, mit NaH versetzt und nach dessen kompletter Auflésung ein
'H-NMR-Spektrum aufgenommen. Mit Hilfe dieses Experimentes konnte bewiesen werden,
dass eine Doppelbindungsverschiebung erfolgt. Im *H-NMR-Spektrum tritt ein zusétzliches
Signad bel d =548 ppm auf, das charakteristisch fir ein Vinylproton ist und dem
D**3.5 Keton zugeordnet werden konnte. Bestétigt wurde diese Annahme durch die Veran
derung der Carbonylfrequenz im IR-Spektrum von 1666 cm® beim Wiechert-Keton zu
1721 cmi* im dekonjugierten Keton (siehe auch Abb. 44: IR-Spektren von konjugierten und
dekonjugierten Verbindungen). Experimentell wurde das Dienolat durch sofortige Zugabe
von Wasser oder verdinnter Essigsaure protoniert, wobel die Protonenanlagerung an der Stel-
le der hdchsten Elektronendichte erfolgt. Aus dem Dienolat entstand das dekonjugierte unpo-

larere Keton, das auch dinnschichtchromatographi sch nachgewiesen werden konnte.

Neben der Dienolatbildung, als Voraussetzung fur die Monoal kylierung des Wiechert-K etons,
sind die Aufrechterhaltung der hohen Temperatur und die genaue Dosierung des Alkylie-
rungsmittels wichtig [Woodward, 1954]. Die erhdhte Temperatur trégt dazu bei, dass sich das
bei der Monoakylierung entstehende dekonjugierte Keton in das konjugierte umwandelt.
L etzteres wird nicht ein zweites Mal alkyliert, es sei denn, ein Uberschuss an Base und/oder
Alkylierungsreagenz liegt vor.

Reaktionsfuhrung zur Umsetzung des WK und die Ergebnisse

Die Umsetzung des Wiechert-Ketons (WK) wurde mit zwel verschiedenen Alkylierungs-
synthonen dem Bromid (33a) und dem Tosylat (33) vorgenommen Es wurden eine Reihe von
Reaktionsparametern, wie die Basizitét, das L ésungsmittel, der Zugabemodus, die Temperatur
und die Reaktionszeit variiert. Dabel wurde auf vollsténdigen Ausschluss von Wasser geach
tet und die zugesetzten Edukte, Losungsmittel und Basen entsprechend vorbehandelt. Tabelle
4 vermittelt einen Uberblick tiber die durchgefiihrten Reaktionen.
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Reaktionsmedium Reaktions- Reaktions- Produkt- Bemerkungen
temperatur und - partner ausbeute
dauer
Base Losungsmittel Enolatbildg. Stunden Wiechert- | Alkylie-
Alkylierung Keton 35 | rungs-
reagenz
LDA Glyme 65°C 15 Min. 1,1 Aqui- | (33) uneinheitlich Lsgm. absolutieren
85°C 16h val.
(33a) uneinheitlich Glyme (CaH)
LDA in situ Glyme 65°C 2h 1,1 Aqui- [ (33) <5% typische Enolat-
1,1 Aquival. 85°C 16 h val. farbe fehlt
KtB DMF Uber RT 15 Min. 2 bis 3 (33) <10% Reagenz- u. Reak-
2-Aquival. Molsieb 3h Aqgival. tionspartneriiber-
schuss negativ
KtB t-Butylmethyl | RT 15 Min. 1,1 Aqui- [(33) 15 % Doppelte Alkyl. zu
ether 5h val. (42)
Tosylat u. WK
durch Basen zer-
stort
KtB DMSO RT 15 Min. 1,1 Aqui- | (33) <10% Zersetzung der
5h val. Reaktionspartner
KtB THF RT 30 Min 1,1 Aqui- | (33) <10% Zersetzung der
val. Reaktionspartner
5h
NaOH fest DMF RT 1lh 1,1 Aqui- | (33) <5% Anfangs einheitlich,
6h val. spéter Zersetzung,
DMF, Reaktionsp.
NaOH t.-Butyh RT 30 Min 1,1 Aqui- | (33) <10% NaOH, KOH, Ultra-
KOH methylether 5h val. schall
Aldolreaktion WK
NaOH DMF RT 30 Min. 1,1 Aqui- | (33) <5% Zers. DMF, Reak-
Ultraschall 5h val. tionspartner,
Schwarzfarbung
NaH Olsuspen- | DMSO / THF 65°C 3h 11 (33) ca. 45 % Absol. Lsgm.
sion 1 Aquival. 85°C 4h Aquival. Glyme ketyliert
NaH Original
NaH Olsuspen- | Glyme /DMSO | 65°C 3h 1,1 Aqui- | (33) 82 % aquival. Mengen
sion 1 Aquival 85°C 4h val. an DMSO was-
serfr.
NaH Olsuspen- | Glyme 65°C 3h 1,1 Aqui- | (33) 60 -85 % Reaktionspartner
sion 85°C 3h val. auf einmal
zugeben kein
Uberschuss
NaH Olsuspen- | Glyme 65°C 3h 1,1 Aqui- |1.(33) <25 nach Erstalkylie-
sion 85°C 3h val. 2. Mel rung + NaH + Mel
nicht bef riedigend

Tabelle 4: Variationen der Reaktionsbedingungen bel der Umsetzung des WK mit

Alkylierungsreagenzien
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Wie aus Tabelle 4 hervorgeht, wurden nur sporadisch gute Ausbeuten erzielt. Die von Weber
et a. [Weber, 1980] mit reinem NaH in Glyme erzielten Ergebnisse wurden nicht erreicht. Da
die Handhabung des pyrogenen NaH auf Dauer problematisch war, und dariiber hinaus die
Qualitét der Base nach dem Offnen der Originalpackung deutlich zuriickging, wurde nach
dternativen Synthesewegen gesucht. Das NaH wurde durch NaH-Olsuspension ersetzt und
somit die Empfindlichkeit gegeniiber auf3eren Einfllssen vor allem Wasser herabgesetzt. Un
ter diesen Bedingungen konnten Ausbeuten von bis zu 85 % erzielt werden. Bel einer Vergro-
erung der Ansdtze ist mit konstanteren und héheren Ausbeuten zu rechnen, weil das Risiko,

Luft und Wasser einzuschleppen, verringert wird.

Bel der Umsetzung des Wiechert-Ketons mit dem Tosylat und in situ erzeugtem LDA in
Glyme wurde das Alkylierungsprodukt nur in Spuren gebildet. Stellvertretend fur die Alkoho-
late wurde KtB als Deprotonierungsmittel in verschiedenen Ldsungsmitteln wie THF, Glyme,
DMF, DM SO und tert.-Butylmethylether erprobt.

Bel Verwendung von NaOH oder KOH anstelle von KtB wurden unter dem Einfluss von Ult-
raschall Nebenreaktionen mit dem WK (34) (Aldolkondensation) und dem Tosylat (33) (Ab-
spaltung des Tosylrestes) beobachtet. NaOH und KOH entstehen auch bei der hydrolytischen
Zersetzung von NaH bzw. KtB mit Wasser. Besonders bei den kleinen Ansédtzen dominieren
diese Hydrolyseprodukte und I6sen Nebenreaktionen aus. Aus diesem Grund sollten fur die
routineméaldige Synthese des Secoproduktes (35) nur frisch verabsolutierte Ldsungsmittel und

getrocknete Edukte verwendet werden. Frische NaH-Olsuspension in Glyme hat sich fir die-

sen Reaktionsschritt bewahrt, allerdings werden auch hier beim langeren Aufbewahren des
NaH zunehmend Nebenreaktionen festgestellt.

Abb. 41: 3D-Optimierung desalkylierten Wiechert-K etons (35) (Alchemy 2000)
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KtB war as Base nur bedingt geeignet, da die erzielte Ausbeute zu gering war. Bel der Ver-
wendung von THF a's Lésungsmittel setzte die Reaktion erst bel erhdhter Temperatur — in der
Siedehitze ein. Neben Monoakylierung mit
dem Alkylierungssynthon (33) wurde bei der

Verwendung eines Uberschusses an Synthon
(33) auch das Dialkylierungsprodukt (40)
beobachtet. Die zweite C-C-Bindungs-

knupfung erfolgte am gleichen C-Atom wie
40 die Monoalkylierung (Abb. 42). Der gleiche
0] Effekt wurde auch erzielt, wenn anstelle des

| Tosyl- der Basenanteil erhoht wurde.

Abb. 42: Dialkyliertes Wiechert-K eton (40)

Die Diakylierung gab den Anstol3, die Kopplung des Wiechert-Ketons (Stufe d) mit der
8a-Methylierung (Stufe €) zu verbinden. Diese Methylierung sollte nach dem Synthesekon
zept (Abb. 37) in einem separaten Schritt durchgefiihrt werden. Um diese Art Eintopf-
reaktion zu realisieren, wurden zunéchst quivalente Mengen des Alkylierungssynthons (33)
dem Wiechert-Keton zugesetzt und im Anschluss daran ein Uberschuss an Methyliodid zuge-

geben. Ziel war es, die Doppelakylierung mit dem Tosylat (33) zu unterbinden.

Dies gelang nur teilweise, da sowohl die Bildung von (40) as auch die des
8a-Methylproduktes (36) beobachtet wurden Dieses Produktgemisch wurde auch dann gebil-
det, wenn nach der Zugabe des Alkylierungssynthons (33) in Absténden von 15 bzw. 30 min

aquivalente Mengen an Base und ein Uberschuss an Methyliodid zugegeben wurden.

Schlussfolger ungen

Wegen der Bedeutung des Secoproduktes (35) a's Schltisselprodukt fur die Synthese des tri-
terpenoiden Grundgertstes anellierter Ringe nach dem Vorbild der Fusidinsdure sollen die
wichtigsten Erkenntnisse hierzu noch einmal zusammengefasst werden. Sie sind als Anlei-
tung, fir die noch ausstehenden Optimierungsversuche und die Ubertragung vom Mikro- in
den Makromal3stab zu verstehen.

Ein Anliegen dieser Arbeit war es, ein routineméal3iges, ohne hohen Sicherheitsaufwand an

Inertgastechnik durchfiihrbares Verfahren zu etablieren.
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Bei den Synthesen hat sich insbesondere NaH, auch in Form einer 60%-igen Olsuspension als
Base bewahrt. Durch flankierende analytische Nachweisreaktionen, z.B. fir die Dienolathil-
dung, wurde der Weg fir eine optimale Reaktionsfiihrung sichergestellt und die bisher sehr
zeitaufwendigen Reaktionen auf das Mindestmal3 beschrankt.

Die Umsetzungen sind unter Inertgas durchzufihren, die Apparaturen auszuheizen,
die Einsatzstoffe (Wiechert-Keton (34) und Alkylierungsreagenz (33)) mussen
ebenso wie die verwendeten Losungsmittel frisch vorgetrocknet sein.

Fir die Umsetzung hat die Dienolatbildung (34b) besondere Bedeutung (Abb. 40),
die nicht spontan erfolgt, sondern erst durch die Einstellung des Gleichgewichts ihr
Optimum fur die gewlinschte Alkylierung erreicht. Fir diese Gleichgewichtsein
stellung ist die Einhaltung der Resktionstemperatur und die Vermeidung eines Ba-

sentiberschusses bzw. Basenmangel unabdingbar.

Werden Reaktionsablaufe wie Zugabemodus und Mengenverhéltnisse nicht ein-

gehadten, kann es zu vielfaltigen Nebenreaktionen kommen:

wie Alkylierung am C-3 des Wiechert-Ketons (Abb. 38)
- Diakylierung zu (40)

- Zersetzung des Alkylierungsreagenzes bzw. Nebenreaktionen des Wiechert-
Ketons (Aldolkondensation)

- bel der Verwendung von KtB oder Dimsylnatrium werden auch O-alkylierte
Produkte gebildet

Die Umsetzung des WK und des Tosylats mit der Methylierung zum 8a-Methyl-
Produkt (36) zu verbinden, war unter den gegebenen Bedingungen bel erhohter
Temperatur nicht vorbehaltlos méglich und fuhrte automatisch zu Ausbeuteverlus-
ten. Deshdb ist fur die Einfuhrung der Methylgruppe in Position 8 ein separater
Schritt erforderlich.
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2.3.2.2.3 Methylierung des Seco-gona-1,3,5(10),8(14)-tetraens— Stufe €)

Mit der EinfUhrung der 8a-Methylgruppe wird ein wesentliches Strukturmerkmal der Fusida-
ne etabliert. Dauben et al., die diese Alkylierung an einem strukturell vergleichbaren Keton in
DMF durchfiihrten, verwendeten dazu KtB/t-BuOH a's Deprotonierungsmittel und Methylio-
did als Alkylierungsreagenz [Dauben, 1972].

O-tBu

41 36 42

Abb. 43: 8a-M ethylierung

Prinzipiell kann bei der Methylierung von (35) am C-8 analog zur Alkylierung des Wiechert-
Ketons verfahren werden. Die Bildung des Dienolats, hier (35a) stellt wie bel der Reaktion
mit dem Wiechert-Keton (Dienolat (34b)) eine Voraussetzung fur guten Umsatz dar. Einziger
Unterschied im Vergleich zum WK besteht in einem anderen Temperaturregime nach der
Zugabe des Alkylierungsmittels. Ein Erhitzen ist bei der Methylierung nicht notwendig, well
mit der Einfuhrung der 8-Methylgruppe die Doppelbindungsisomerisierung unmaglich ist
[Kirk].
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Auf Grund der Ladungsverteilung sollte der Angriff des Alkylierungsreagenzes, wie auch
beim Wiechert-Keton, am negativsten Kohlenstoffatom, dem C-8 vonstatten gehen. Durch die
angulére 13b-Methylgruppe wird die b-Seite sterisch so abgeschirmt, dass die Zweitalkylie-

rung bevorzugt von der a-Seite her erfolgt.

Lediglichbei der Reaktionsfiihrung in DMF konnten mit KtB und Methyliodid geringe Men
gen des 8b-Methylproduktes (41) sowie ein O-Alkylierungsprodukt (42) nachgewiesen wer-
den (Abb. 43). Der Konfigurationsnachwels der isomeren 8Methylprodukte wurde mittels
2D-NMR-Spektroskopie (NOESY) gefuhrt. Dass es sich bei den beiden C-methylierten Ver-
bindungen um unterschiedliche Substanzen handelt, zeigt ein Vergleich der 3C-Spektren.
Hier wird eine deutliche Verschiebung der charakteristischen Signale fur die CHz-Gruppe am
C-8 sichtbar. Bei der 8a-Methylverbindung (36) trat das Signal bei 21,31 ppm auf, wahrend
es bei dem entsprechenden 8b-Methylprodukt (41) tieffeldverschoben bei 28,26 ppm zu sehen
war. Die Konfiguration der 8-Methylfunktion hatte aber auch Auswirkung auf die Verschie-
bung der umliegenden Atome. Besonders markant war die Hochfeldverschiebung des
'H-Signals der 13-Methylgruppe von 1,20 ppm bei der a-Verbindung zu 1,10 ppm bei dem
b-Produkt im Protonenspektrum. Im Vergleich zu der nichtmethylierten Substanz, dem Alky-
lierungsprodukt (35) (hier d = 1,00 ppm fur die 13-Methylgruppe) erschien das Signal bei
beiden methylierten Substanzen bei tiefem Feld. Ein weiterer Bewels fUr die Methylierung in
Position 8 und der damit verbundenen Doppelbindungsverschiebung von D?% nach D*(%
war die Tieffeldverschiebung der Protonensignale am G-15 auf 5,45 bei Produkt (36) bzw.
5,41 ppmbel (41) in den vinylischen Bereich.

Die Frequenz der Carbonylschwingung (1656 cmit) im Edukt war in den methylierten Ver-
bindungen (36) und (41) nach tiefen Frequenzen (1705 cmit) verschoben, was typisch fiir de-
konjugierte Ketone ist. Dieselbe Verschiebung des C=0-Signals wurde auch beim dialkylier-
ten Wiechert-Keton (40) beobachtet (Abb. 44). Dies beweist, dass in beiden C- methylierten
Verbindungen (36) und (41) und der dialkylierten Substanz (40) die jeweilige Doppelbindung
in den D-Ring verschoben ist und somit das Dienolat (35a) a's reaktives Intermediat durch-

laufen werden musste.
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Das O methylierte Produkt (42) zeigte im Protonenspektrum zwei Methoxygruppierungen
und eine deutliche Tieffeldverschiebung des vinylischen Protons am C-15 zu 6,85 ppm, was
auf konjugierte Doppelbindungen schlief3en el3. Der Nachweis der Doppel bindungssignals
im 13C-Spektrum bei 148,1 ppm sowie die fehlende Carbonylbande im IR-Spektrum sind ein
Beleg fur die vorgeschlagene Struktur.

Neben der bereits erwdhnten Eintopfreaktion wurden drei weitere Methylierungsvarianten
getestet.

Experimentell geprift wurden
KtB und Methyliodid in DMF bei RT, -20°C und -60°C,
KtB und Mel in tert.-Butylmethylether bei RT und

60 %-ige NaH-Olsuspension und Mel in Glyme (60-65°); Zugabe des Me-
thyliodids bei RT.

Es wurde jeweils mit aquivalenten Mengen an Base und einem Uberschuss an Methyliodid

gearbeitet.

Durch den Wechsel des Ldsungsmittels zu tert.-Butylmethylether wurde die Selektivitét er-
hoht. Es wurde ausschliefdlich das 8a-Methylprodukt (36) erhalten, wobel Ausbeuten von 60-
65% erzielt wurden. Neben der 8a-Methylverbindung konnten geringe Mengen eines di-
methylierten Produktes mittels DC-MS nachgewiesen werden. Es handelte sich um das
8a,11x-Dimethyl-Secoprodukt, wobei keine Angaben zur Konfiguration der 11-Methyl-

gruppe aufgrund zu geringer Substanzmengen getroffen werden konnen.

Die Methylierung unter Verwendung der NaH-Olsuspension verlief ebenfalls selektiv. Dabei
wurde das Dienolat in Glyme bei 60-65°C erzeugt und zu der auf ca. 30°C abgekihlten Lo-
sung das Methyliodid hinzugeflgt.

Folgerung

Die Deprotonierung des konjugierten Enons (35) zum Dienolat erfolgte leichter als die beim
Wiechert-Keton (34). Bestétigt wurde dies mittels molekilmechanischer Berechnungen
(3D-Optimierung mit Alchemy 2000), nach denen das Dienolat (35a) als auch das daraus her-
stellbare dekonjugierte Enon energetisch begtinstigt werden.

Aus diesem Grund gelang die Deprotonierung zum Dienolat mit KtB auch schon bei Raum+

temperatur. In Glyme, tert.-Butylmethylether und auch in tert.-Butanol ist das Dienolat stabil
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und l8sst sich selektiv a-standig am C-8 methylieren. DMF ist as Losungsmittel fur die Me-
thylierung nur bedingt geeignet, weil es selber zersetzt wird. Mit NaH-Olsuspension in Glyme
bei 60-65°C ist das Dienolat (35a) ebenfalls gewinnbar und nach Abkuihlung wird es in guten
Ausbeuten methyliert. Die auf diesem Weg hergestellten Verbindungen (36), (41) und (42)

sind neu.

2.3.2.2.4 Ringschlussreaktion— Stufef)

Wahrend einfache Ketone mit Benzenkohlenwasserstoffen in Gegenwart organischer Sauren,
Friedel-Crafts- oder Lewis-Saure-Katalysatoren nur eine geringfligige Neigung zu Ring
schlussreaktionen zeigen, beobachtet man bel aktivierten Ketonen oder solchen, die intramo-
lekular reagieren konnen, derartige Umsetzungen haufiger. Solche Reaktioren werden ge-
nutzt, um beispielsweise C-C-Knipfungen zwischen einem Keton und einem aromatischen
Kohlenwasserstoff oder a b- bzw. a b,g-ungeséttigten Ketonen, Aldehyden, Estern oder Nitri-
len zu realisieren [Pechmann; Sonnie, 1956]. Ananchenko und Torgov [Gaidanovich, 1964]

nutzten diese Synthesevariante, um anellierte Ringsysteme bel Steroiden aufzubauen.

Prinzipiell stellt diese klassische Synthesevariante Uber das 9,10-Secolon [Apsimon, 1984,
Taub, 1984] fur den Synthetiker kein Problem dar, wenn nicht noch andere Faktoren wie z.B.

zusétzliche funktionelle Gruppierungen eine Rolle spielen.

Entsprechend der geplanten Synthese (Abb. 37) sollte der Ringschluss des Secoproduktes (36)
mit einer starken organischen Séure, wasserfreier p-Toluolsulfonséaure oder einer Lewis-Séure
durchgefuhrt werden. Bel diesem Syntheseschritt musste auf Grund der sauren Bedingungen
mit einer Abspaltung des tert.-Butylrestes gerechnet werden. Die fir die weitere Funktionali-
sierung des Grundbausteins erforderlichen Substituenten, d.h. zur Einfihrung der pharma-

kophoren Gruppen der Fusidinsdure, sollten nicht beeintréchtigt werden.

Abb. 45: Zidmolekil (44) des Ringschlusses (3D-Optimierung mit Alchemy 2000)
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Dur chfiihrung und Ergebnisse

Fir die Ringschlussreaktion wurde wasserfreie p-TSOH in absolutem Toluen verwendet. Die-
se Mischung wurde aus der handel tiblichen wasserhaltigen p-Toluolsulfonsaure as Suspensi-
on in Toluen unter azeotroper Detillation des Wassers am Rotationsverdampfer dargestellt.
Das in aten Originavorschriften verwendete kanzerogene Benzen wurde durch Toluen e-
Setzt.

Abb. 46: Ringschlussreaktion und daraus resultierende Produkte

Bel einer Reaktionstemperatur von 80°C wurde bereits nach kurzer Zeit im Dunnschicht-
chromatogramm die Bildung polarer Produkte beobachtet. Primér wurde ein polares Produkt
(45) mit einem R-Wert von 0,048 (T : EE= 7 :1) und m/z 314 ([M+H]"); ESI-MS) nachge-
wiesen, das im FTIR eine Carbonylbande bei 1709 cm* zeigte. Durch NMR-Untersuchungen
konnte bewiesen werden, dass es sich um den Alkohol (45) handelt, der durch die saure Spal-
tung des tert.-Butylethers (36) entsteht. Das 9(11)-Ringschlussprodukt (44) wurde nicht iso-
liert oder nachgewiesen.
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Der Alkohol (45) wandelte sich beim weiteren Erwéarmen in ein unpolareres Produktgemisch
mit dem R-Wert von 0,18 (T : EE=7 : 1) um. Dabel handelt es sich um das Ringschlusspro-
dukt (47) und um das Secoprodukt (48), das eine 14,16-Dien-Struktur und wie (47) und eine
Masse von m/z 296 (ESI-MS. m/Z 297 [M+H]") aufwies. Das Dien (48) sollte folglich aus
dem Alkohol (45) hervorgegangen sein (Abb. 46). Es konnte jedoch nicht in reiner Form iso-

liert werden.

Der Alkohol (47) konnte durch préparative Dunnschichtchromatographie aufgereinigt und
mittels NM R-Spektroskopie untersucht werden. Die Molmasse (M = 296 g/mol) wurde mit-
tels hochauflsender Massenspektrometrie bestimmt und im |R-Spektrum die OH-Funktion
bestétigt.

Wurde das Reaktionsgemisch nach Bildung der Produkte (47) und (48) bel 80°C welter unter
Ruckfluss erhitzt, so bildete sich ein unpolareres Produkt mit dem R-Wert 0,75
(T:EE=7:1), in dem weder Carbonyl-, OH- noch eine tert.-Butoxygruppe vorhanden wa-
ren. Dieses Produkt (46) wurde bisher nur in Kleinstmengen isoliert. Begriindet werden kann
dies dadurch, dass die Umsetzungen in der Regel vorzeitig abgebrochen wurden und der
Schwerpunkt auf den Produkten (47) bzw. (44) lag. Des Weiteren waren die Ansatzgrof3en
limitiert. Mit Hilfe von ESI-MS wurde fiir (46) ein m/z 279 ((M+H]") der entsprechende m/z
301 (M+Na]*) und m/z 317 ([M+K]") ermittelt. Aus den *H-, 3C-NMR-Daten, fiir eine
komplette Analytik war zu wenig Substanz vorhanden, konnten Rickschliisse auf das Vor-
handensein von 3CH;-, 2CHs- und einer Methoxygruppe sowie des Aromaten und vinylischer
Protonen gezogen werden. Im NMR- als auch im IR-Spektrum wurden keinerlei Hinweise auf

eine Carbonyl- und/oder eine Hydroxylfunktion gefunden.

Folgerung
Um die Salektivitat der Reaktion weiter zu erhdhen und alle Prodikte zu identifizieren sind

noch weitere Untersuchungen notwendig. Die durchgefiihrten Versuche zeigen aber, dass der
tert.-Butylether bei (36) in Gegenwart von p-TSOH in Toluen bei erhthter Temperatur leicht
abgespalten wird. Mit fortschreitender Reaktion wird auch die sekundéare 17-OH-Gruppe
eliminiert. Durch Herabsetzen der Reaktionstemperatur, Variation der Séure (z.B. BF3*Et,0,
CFsCOOH, HCI, AcOH), Verminderung der Saurekonzentration, Verénderung des Losungs-
mittels sowie den Zusatz von Losungsmitteln (z.B. tert.-Butanol, 1sopropanol) sollte eine g

zielte Umsetzung unter Erhalt der 17-Hydroxygruppe moglich sein.
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2.3.2.25 Alternativer Weg zur Synthese von (55) ausgehend vom
8,13-Dimethyl-9-0x0-9,10-seco-gona-1,3,5(10),14-tetr aen

Fir die Funktionalisierung, d.h. die Einfihrung pharmakophorer Merkmale der Fusidinsdure
werden an den aufzubauenden Grundbaustein einige wesentliche Voraussetzungen geknupft.
Dazu gehdren die Sauerstofffunktionen in Position 15 und 17 genauso wie die Doppel bindung
in 9(11)-Stellung (in Abb. 47 durch Pfeile gekennzeichnet). Erstere sind notwendig, um die
Substitution in 16-Stellung sowie den Seitenkettenaufbau und letztere um die Einflhrung ei-
nes Substituenten in Position 11 zu gewahrleisten.

Abb. 47: Grundbaustein (55) fur die Synthese Fusidinséur eanaloga

Bei der Behandlung des Secoproduktes (36) mit p-TsOH wurde im Verlauf der Ringschluss-
reaktion festgestellt, dass die 17-Sauerstofffunktion relativ leicht abgespalten wird. Diese
Sauerstoffgruppierung wird aber unter anderem fir die Lenkung der Gertst-Umlagerung be-
notigt. Aus diesem Grund wurde versucht, die urspringlich konzipierte Reaktionssequenz
(Abb. 37) zu verandern, d.h. die Epoxidierung vorzuziehen und die Umlagerungsreaktion und
Ringverknipfung in einem Schritt (Eintopfreaktion) oder separat nacheinander durchzuftih-
ren.
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Abb. 48: Alternativer Synthesevorschlag fir den Grundbaustein

Abbildung 48 stellt den idealisierten Zustand dar. Danach war vorgesehen, das Epoxyprodukt
(49) herzustellen und dieses mittels Saure entweder direkt oder aber schrittweise tber (50)
bzw. (52) zum Gonatetraen (55) umzusetzen.

Bei den Modelluntersuchungen zur Offnung diverser 14,15-Epoxide wurden 15-Ketoverbin-
dungen aber auch Eliminierungsprodukte, z.B. 17- und 15-Desoxyverbindungen beobachtet,
V erbindungstypen, mit denen auch bei der Behandlung des Secoepoxids (49) mit BFs* Et,O in
Toluen zu rechnen war.

Dur chfiihrung und Ergebnisse

Die Epoxidierung wurde in Analogie zu den 14,15-Epoxiden der 13b-Methyl-gona-
1,3,5(10)-trienreihe mit m-Chlorperbenzoesdure in Methylenchlorid durchgefihrt. Durch
Herabsetzen der Temperatur auf 0°C konnte die hydrolytische Spaltung des
17b-tert.-Buthylethers verlangsamt werden. Die Umsetzung ausgehend von (36) erfolgte im
Vergleich zu den D**-Steroiden bemerkenswert langsam. Bei einem fiinffachen Uberschuss an
Persdure war die Reaktion erst nach ca. 16 h abgeschlossen. Das gebildete Produkt (53) war
mit einem R-Wert von 0,58 (T : EE=7 : 1) geringfligig polarer als das Edukt. Bei einer Ver-
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grollerung der Ansdtze auf Uber 50 mg wurde unter dem Einfluss der Sdure die
tert.-Butylgruppe abgespalten und es entstand der Epoxyalkohol (54) mit einem R-Wert von
0,42 (Abb. 49).

O-Bu

i
N e N
O

36

Abb. 49: Produkte der Epoxidierung

Sowohl das Epoxid (53) als auch der Epoxyakohol (54) wurden als einheitliche Substanzen
erhalten Das bedeutet, dass die Epoxidierung des tert.-Butylethers (36) stereospezifisch ver-
lauft. Die Ursache ist in der abschirmenden Wirkung der 13b-Methylgruppe und dem
b-sténdigen 8- (3-Methoxy-phenyl)ethyl- Rest zu sehen, die einen Angriff der Persaure von der
b-Sete verhindern (Abb. 50). In einem separaten Schritt konnte das Epoxidierungsprodukt
(53) mit mChlorperbenzoesdure bzw. mChlorbenzoeséure in Methylenchlorid in den Epo-
xyalkohol (54) Uberfuhrt werden. Die bei der direkten Epoxidierung von (36) und der hydro-
Iytischen Spaltung von (53) erhatenen Epoxide waren identisch.
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Abb. 50: Darstellung des abschirmenden Effektes der b-standigen Substituenten am C-8
und am C-13 (3D-Optimierung von (36) und (53) nach Alchemy 2000)

Die Ermittlung der Konfiguration der Epoxide (53) und (54) war mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie (NOESY) nicht eindeutig. Die beobachteten Kopplungen lassen keine
exakten Aussagen Uber die absolute Konfiguration des 14,15-Oxiranringes zu. So wurden
ebenso NOE-Signale fir ein b-Epoxid, wie fir die entsprechende a-Verbindung identifiziert.
Eine Kopplung war zwischen den Protonen der 8a-Methylgruppe und dem H-15 zu erkennen.
Des Weiteren, war kein NOE zwischen der 13b-Methylgruppe und H-15 zu beobachtet. L etz
teres lief¥e auf ein b-Epoxid schlieffen Die charakteristische Kopplung zwischen dem H-16b
und dem H-15 und das fehlende NOE-Signal zwischen dem H-12a und dem H-15 deuten auf
das entsprechende Seco-a-epoxid hin. Dieser Sachverhalt weist auf die Flexibilitdt des Mole-
kils in Lésung hin, die sich in der Temperaturabhangigkeit der NM R-Spektren widerspiegelt.
Diedurch die geringen Energiebarrieren zustande kommenden K onformationséanderungenwie
zB. Ringinversionen am C-Ring bedingen eine Anderung der axialen Stellung der
8a-Methylgruppe in die &guatoriale Position (Abb. 51). In dieser sind andere
NOE-Kopplungen mdglich. Um diesen Prozess der Strukturdynamik (Ph&nomen der fluktuie-
renden Strukturen) verringern zu kénnen und somit eine eindeutige Zuordnung einer fixierten

Konformation zu ermdglichen, wéaren Tieftemperatur-NMR-Messungen geeignet.
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Wannenkonformation von (53) Sesselkonformation von (53)

Abb. 51: Ringinversion am C-Ring bel (53) (3D-Optimierung nach Alchemy 2000) und
Rontgenkristallstruktur

Die exakte Struktur lieferte die Rontgenkristallstrukturanalyse (Abb. 52). Sie beweist eindeu
tig, dass die beiden Methylgruppen am C-8 und am C-13 (im Bild C18) sich nicht auf der
gleichen Seite des Molekiils befinden. Ebenso wird die b-Standigkeit der tert.-Butoxy- und
die a-Konfiguration der Epoxygruppierung dokumentiert. Sehr deutlichist die Sesselkonfor-
mation des C-Ringes und die daraus resultierende dquatoriale Lage der 8a-Methylgruppe zu

erkennen.

Abb. 52: Kristallstruktur des Epoxids (53)
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Auffallig ist die Streckung des Molekiils, die durch die Flexibilitét der Ethylenbriicke bedingt
wird. Im Kristall sind A und C, D-Ring maximal voneinander entfernt. Das tifft auch im
Kristallzustand auf die Carbonylgruppe zu, die sich vom Reaktionszentrum C-10 fir die Al-
dolkondensation relativ weit weg befindet (Abb. 51, 52). Die Kristallstruktur ist aber nicht mit
der Konformation in Losung oder im Reaktionsansatz vergleichbar wie die NOE-Spektren
gezeigt haben Demzufolge kénnen daraus keine Schlussfolgerungen zur Reaktivitét abgeei-
tet werden Bedingt durch die freie Drehbarkeit um die Ethylenachse kann sich in Losung eine

optimale Konformation einstellen die den Ringschluss beglnstigt.

Schlussfolger ung

Bemerkenswerterweise verlauft die Epoxidierung des Secoproduktes stereospezifisch. Die
1,2-Wechselwirkungen der 13b-Methylgruppe und des 8b-(3-Methoxyphenylethyl)-Sub-
stituenten im Edukt (36) verhinderneinen b-saeitigen Angriff der Persdure, so dass ausschlief3-
lich das a -Epoxid entsteht. Die 8a-Methylgruppierung beeinflusst den stereochemischen Ver-
lauf dieser Reaktion nicht signifikant. Aufgrund der sterischen Hinderung verlauft die ansons-

ten schnelle Epoxidierung extrem langsam.

Eine Nachbargruppenbeteiligung, wie sie bei der Epoxidierung der 17-Hydroxy-D"-Steroiden
beobachtet wurde und dort die Umsetzung beschleunigte, wurde bel der Reaktion des S
coproduktes (36) mit Persaure nicht beobachtet

Das b-Epoxid kann in hoher Reinheit in kristalliner Form bereitgestellt werden. Dieser alter-
native Weg Uber die Stufe des Secoepoxids konnte gegentiber dem urspriinglichen Synthese-
konzept den Vorteil aufweisen dass einerseits zwei Reaktionen (Ringschluss und Wagner-
Meerwein-Umlagerung) in einem Schritt durchgefihrt werden kénnen und andererseits das
Problem der selektiven Epoxidierung des 9(11),14(15)-Diens (37 bzw. 47) nicht zusétzlich

gel6st werden muss.

2.3.2.2.6 Epoxidoffnung des Secoepoxids mit BF3* Et,O

Die Offnung des Secoepoxids (53) wurde in Analogie zu den 14,15-Epoxiden der
13b-Methyl-gona-1,3,5(10)-trien- Rethe in Toluen bei 0°C mit BFs* Et,O durchgefiihrt. Bei
diesen Epoxidoffnungen in der Gona-(1,3,5)-trien-Reithe (siehe Kapitel 2.3.1.1) war das &-
winschte Wagner-Meerwei n-Umlagerungsprodukt 15a -Hydroxy-13a -H-17-keto- 3-methoxy-
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14b-methyl- gona-1,3,5(10)-triens  (28) lediglich bei der Umsetzung des 17b-Hydroxy-
3-methoxy- 13b-methyl- gona-1,3,5(10)-trien-14a ,15a-epoxids (9) zu beobachten. Daraus
wurde geschlussfolgert, dass nur bei der Offnung der 17R-Hydroxy-14a,15a-epoxide eine
Methylgruppenwanderung im Sinne einer Wagner-Meerwein-Umlagerung stattfinden kann
(Abb. 17, 23).

Dies steht auch im Einklang mit den von Dauben et a. beim Aufbau des Fusidangrundge-
rustes Uber 14,15-Epoxide erzielten Ergebnisse. Obwohl die Autoren keine Angaben zur Kon
figuration der eingesetzten Epoxide machen, kann davon ausgegangen werden, dass es sich

bei dem Edukt um ein einheitliches a-Epoxid handelt.

Das 14a,15a - Secoepoxid (53) sollte aufgrund vergleichbarer sterischer Voraussetzungen im
C- und D-Ring ebenfalls fir diese Umlagerung geeignet sein, wie aus den Modelluntersu-
chungen und den Versuchen von Dauben et al. hervorgeht. Beglinstigt werden sollte diese
Reaktion bel (53) auch deshalb, da die zuséitzliche 8a-Methylgruppe die Bildung von
8(9)-Olefinen wie bel Dauben [Dauben, 1972] unterbindet.

Bei der Reaktion des Secoepoxids (54) mit BFs* Et,O war innerhalb kirzester Zeit kein Edukt
mehr vorhanden, und es hatten sich mehrere polare Produkte, darunter zwei Hauptprodukte,
gebildet (Abb. 53).

Abb. 53: Offnung des Secoepoxids (53)




Spezieller Tell 69

Im Protonenspektrum von (55a) (bzw. (61)) wurden eindeutige Hinweise auf das Vorhanden
sein der 9(11)-Doppelbindung gefunden. Die starke Verschiebung des aromatischen Protons
am C-1 auf 7,5 ppm und des Vinylprotons am C-11 auf 6,2 ppm ist charakteristisch fir ein
Ringschlussprodukt vergleichbar (47). Es handelt sich lediglich um erste Untersuchungen, mit
Hinweisen zu einer erfolgten Aldolkondensation. Uber die strukturelle Beschaffenheit des

D-Ringes konnten noch keine exakten Aussagen getroffen werden.

Fir die Substanzen (56) bzw. (62) missen neben den durchgefihrten IR- und

M S-Untersuchungen auch noch weitere Strukturabsicherungen erfolgen.

Die Untersuchungen zur Ringschlusshildung und Epoxidoffnung kénnen noch nicht als abge-
schlossen gelten. Dazu sind grél3ere Ansétze, die Isolierung der Reinsubstanzen und deren
umfassende Strukturaufkl&rung erforderlich. Ebenso miissen noch das Epoxid des Aldolkon-
densationsprodukt  (47), das 17b-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10),9(11)-
tetraen-14x,15x-epoxid synthetisiert, die Secoepoxide (53) und (54) kondensiert und entspre-
chend die Epoxide gedffnet werden. Die Bildung des D*V-Produktes (55a) stellt aber einen

deutlichen Hinwels dar, dass der eingeschlagene Weg erfolgsversprechend ist.

2.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der mikrobiellen Transformation
und der Synthesechemie

Im Rahmen dieser Dissertation, die sich in einen chemisch-biologischen und einen chemisch
synthetischen Teil untergliedert, wurden Untersuchungen zur bakteriellen Resistenz gegen
Uber dem Antibiotikum Fusidinsaure, hervorgerufen durch die von Schrempf et al. entdeckte
Esterase Fus H sowie zur Totalsynthese eines triterpenoiden Grundkérpers nach dem Vorbild
der Fusidinsaure, durchgefiihrt. Uber Struktur-Wirkungsuntersuchungen konnte die Spezifitét
von Fus H fur Fusidinsdure und fusidinsduredhnliche Substanzen (Tabelle 1) nachgewiesen
und gleichzeitig die Arbeitshypothese bestétigt werden, dass diese besondere Art der Resis
tenz durch strukturelle Verdnderungen am D-Ring der Fusidinsaure beeinflussbar ist.

Im Mittelpunkt dieses biologisch-chemischen Tells der Arbeit stand das Fusidinsdurel acton
(2) ds zentrales Metabolisierungsprodukt der Fusidinsaure (1), welches aus (1) durch Bio-
transformation mittels Fus H in Streptomyces lividans gebildet wird. Es konnte nachgewiesen
werden, dass Fus H in Gegenwart von Fusidinsaure auch bei anderen Streptomyces- Stémmen
exprimiert wird und zu deren Metabolisierung beitragt. Neben der Esterase FusH sind auch
andere Enzyme an der Biotransformation des Antibiotikums beteiligt. Dies wurde am Beispiel

der fermentativen Umsetzung des Fusidinsdurelactons in Streptomyces lividans aufgezeigt.
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Dabei wurden zwel Hauptmetabolite, das stabile 4-Hydroxymethylfusidinsdurelacton (3) und
das relativ instabile Hydroperoxofusidinsaurelacton (4), isoliert und strukturell aufgeklart.

Mit dem Ziel, neue fusidinsdureghnliche Strukturen mit konservierter antibiotischer Aktivitét
herzustellen, wurde ein weiteres Teilvorhaben, die Totalsynthese des Grundbausteins mit den
anellierten Ringen der Fusidinséure, weitgehend verwirklicht. Abweichend vom Fusidinsau-
regrundgertist wurde erstmals ein Grundbaustein mit aromatischen ARing synthetisiert und

damit der Weg zu 19-Nor-Fusidanen geebnet.

Im Zusammenhang mit der geplanten Herstellung des 15x-Hydroxy-13a-H-17-keto-
3-methoxy-8a ,14b-dimethyl- gona- 1,3,5(10),9(11)-tetraen (55) Uber 14,15-Epoxide wurde das
Verhalten einfacher 14,15-Epoxide der 13b-Methyl-gona-1,3,5(10)-trien-Reihe unter dem
Einfluss von pTSOH und BF3*E,O untersucht. Bel diesen Reaktionen mit Modellcharakter
wurde das Reaktionsverhalten und die Lenkung der Epoxidoffnung unter dem Einfluss von
nachbarsténdigen OH-Gruppen studiert, um gegebenenfalls Riickschlisse auf Gerlstumlage-

rung im Sinne einer Wagner-Meerwein-Umlagerung ziehen zu konnen.

Auf diese Weise konnte nachgewiesen werden, dass neben den konventionellen Epoxidoff-
nungsprodukten, den 15-Keto (15) und 8(9)-Dehydro (14), auch Uberraschend neue Verbin
dungen, wie die 14b-Fuorverbindung (30) aus dem 17(3-Hydroxy-14{3,153-epoxid (10), das
erwartete Wagner-Meerwein-Produkt (28) aus dem 17(>Hydroxy-14a,15a-epoxid (9) und die
Spiropentaroverbindung (57) aus dem 17a-Hydroxy-1413,153-epoxid (12) entstarden.

Ausgangspunkt fir die Totalsynthese des triterpenoiden Grundgertstes war ein chiraler Bauw
stein, das Methylindenon, das so genannte Wiechert-Keton (34) (Abb. 37). Um eine selektive
Alkylierung des Wiechert-Ketons mit dem Alkylsynthon, dem 2(3-Methoxyphenyl)-
ethyltosylat (33) bzw. 2(3-Methoxyphenyl)-ethylbromid (33a) zu gewahrleisten, musste das
WK in das Dienolat (34b) Uberflhrt werden. Als geeignetes Deprotonierungsmittel erwies
sch NaH-Olsuspension in Glyme. Das Dienolat (34b) lieR sich regioselektiv zum
13b-Methyl-9-0x0-9,10-secogona-1,3,5(10),8(14)-tetraen (35) akylieren. Um diese Alkylie-

rung zu optimieren, wurden die Reaktionsbedingungen umfassend variiert.

Die Einfuhrung der 8-Methylgruppe gelang stereospezifisch von der wenig gehinderten
a-Sdte des 13b-Methyl-9-ox0-9,10-secogona-1,3,5(10),8(14)-tetraens  (35). Zu diesem
Zweck wurde das 8(9),14(15)-Dienolat (35a) analog der Alkylierung des Wiechert-Ketons
erzeugt und mit Methyliodid zum 13b,8a-Dimethyl-9,10-secogona- 1,3,5(10),14-tetraen (36)

umgesetzt. Eine Verkniipfung von beiden Alkylierungsschritten, der schrittweisen Umsetzung
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des Wiechert-Ketons mit mMethoxyphenylethyltosylat (33) und anschlief3end mit Methyl-
iodid in einer Eintopfreaktion gelang nur unter hohen Ausbeuteverlusten und ist nicht zu emp-
fehlen.

Mit der 8a-Methylgruppe in Verbindung (35) wurde ein fir den Aufbau des Fusidangrundge-

rustes wesentliches Strukturelement beziglich der Verknipfung der anellierten Ringe einge-
fahrt.

Ausgehend vom 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-13b,8a - dimethyl-9-oxo-9,10-secogona-1,3,5
(10),8(14)-tetraen (36) wurde der Ringschluss der Ringe A und B durch Aldolkondensation
realisiert. Bel der Behandlung mit p-TsOH in Toluen wurde die tert.-Butylgruppe abgespalten

bzw. inklusive der Sauerstofffunktion partiell eli miniert.

47 R: O-tBu 53
\ / OH 54

Abb. 54: Kurzuberblick zur geplanten und alter nativ durchgefiihrten Synthese

Dies war ein Grund mehr, paralel zu diesen Umsetzungen ausgehend von (36) einen alterra-
tiven Weg Uber das 14a,15a-Secoepoxid (53, 54) vorzuschlagen und somit einen Reaktions-
schritt einzusparen. Dieser Weg erschien attraktiv, weil sich das Secoprodukt (36) mit
m-Chorperbenzoesiure selektiv in das 14a,15a-Epoxid Uberfihren liefd. Bel der Behandlung
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des Secoproduktes (36) mit Sauren wie p-TSOH oder der Lewissdure BF3* Et,O wurde die
tert.-Butylgruppe leicht abgespalten.

Die Untersuchungen zur Ringschlusshildung aus (36) mit p-TSOH zu (47) und der Epoxidie-
rung und Ringverknipfung von (53, 54) zu (55a) konnten noch nicht vollstandig abgeschlos-
sen. Fest steht, dass sowohl die Ringschlusskondensation als auch die Epoxidoffnung erfolg-
ten. Die eindeutige Strukturaufklérung der Umlagerungsprodukte steht allerdings noch aus.

Die durch Offnung der 17b-Hydroxy-14,15-epoxide erhaltenen Produkte (30, 28) kénnen
ebenfals zur Synthese von Mimetika mit fusidinsduredhnlichen D-Ring herangezogen wer-
den. Die vorliegenden neuen Synthesebausteine (47, 53, 54 und 55a) bieten alle Vorausset-
zungen, um die charakteristischen pharmakophoren Gruppen der Fusidinsdure einzufihren

und zu neuen fusidinsaureghnlichen Verbindungen — Mimetika — zu gelangen.
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3 Experimenteller Teil
3.1 Gerdteund Materialien

3.1.1 NMR-Untersuchungen

Die 1D- und 2D-NMR-Spektren wurden mit den Geraten AVANCE DPX 300 bzw. AVAN-
CE DRX 500 der Fa. Bruker aufgenommen. Als Losungsmittel wurden in CDCk verwendet.
Als Referenzsignal diente in allen Féllen Tetramethylsilan (TMS) a's Standard.

Die Fluor-Daten wurden an der Otto-von Gericke-Universitét Magdeburg von Frau Dr. Kers-
tin Ilbrom mit dem Geré DTX der Fa. Bruker aufgerommen. Als Losungsmittel diente CDCh
und virtuel internes CFCl; a's Standard.

Bei der Auswertung der Substanzspektren wurde auf das Gonangrundgertst zurtickgehende

Bezeichnung der Atome vorgenommen (siehe Abb. 55).

14-Methyl

\ 8-Methyl
4-Methyl

Abb. 55: Bezifferung der Atome der Terpengrundstruktur
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3.1.2 IR-Untersuchungen

Die Aufnahme der IR-Spektren efolgte mit dem FTIR-Spektrometer satelite FTIR der Fa.
Mattson (Chicago, USA) ausgeruistet mit ATR-Zusatz und Kuvetten Es wurde entweder als
Film (ATR) oder in Lésung gemessen. Dazu wurden KBr-Kivetten mit einer Schichtdicke
von 0,550 mm und ,,Chloroform fur die Spektroskopie”“ der Fa. Merck as Losungsmittel ver-
wendet.

3.1.3 M S-Untersuchungen

Elektrospray-Massenspektrenwurden mit einem Triple-Quadropol-Gerét Quattro (VG Bio-
tech, Altmichem, England) durchgeftihrt.

Hochaufldsenden Massenspektren wurden mit einem Sektorfeld-Massenspektrometer MAT
95 XL (Finnigan, Bremen) aufgenommen, das mit einer Elektronenstof3ionisations- und FAB-
guelle ausgerustet.

3.1.4 Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Heiztischmikroskop nach Boetius der Fa Franz
Kustner Nachf. KG Dresden ermittelt. Es handelt sich dabei um unkorrigierte Werte.

3.1.5 HPLC-Untersuchungen

Die préparative HPLC zur Aufreinigung der mikrobiellen Transformationsprodukte des Fusi-
dinsdurelactons erfolgte an einer HPLC-Anlage der Fa. Jasco mit einer RP;g-Saule 5um,
250x10mm (Jasco). Als Eluent wurde ein Gemisch aus Acetonitril : Wasser = 65 : 35 benutzt.

Die analytische HPL C wurde mit der gleichen Apparatur unter Verwendung einer RP1g- Select
B-Saule der Firma Merck durchgefiihrt. Als Eluent wurde ein Acetonitril-Wasser-Gemisch
55 : 45 verwendet.

3.1.6 Dunnschichtchromatographie

Far die Dunnschichtchromatogramme wurden ausschliefdlich Kieselgel 60- Aluminiumfolien

mit Fluoreszenzindikator 254 nm der Fa. Merck verwendet.

Die praparative DC wurde an DC-Platten mit Aufkonzentrierungszone (Schichtdicke 1 mm),
bzw. ohne Aufkonzentrierungszone mit einer Schichtdicke von 2 mm der Fa. Merck durchge-
fuhrt.
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3.1.7 Rontgenkristallstrukturanalyse

Die kristallographische Strukturbestimmung und die Messung der Reflexintensitéten erfolgte
auf einem Nonius KappaCCD-Diffraktometer mit MoKa-Strahlung ( = 0.71069 A, Gra
phit-Monochromator) bei -90°C. Eine Lorentz und Polarisationskorrektur wurde durchge-
fuhrt. Eine Absorptionskorrektur erfolgte nicht [COLLECT, 1998; Otwinowski, 1997]. Die
Strukturen wurden mittels direkter Methoden gelést (SHELXS [Sheldrick, 1990]), wodurch
der grofdte Teil der Nichtwasserstoffatome lokalisiert wurde. Durch Differenzfouriersynthesen
konnten die restlichen Nichtwasserstoffatome ermittelt werden. Das erhatene vorlaufige
Strukturmodell  wurde im Vollmatrix-LSQ-Verfahren anisotrop gegen Fo® verfeinert
(SHELXL-97 [Sheldrick, 1993]). Die Wasserstoffatome wurden in geometrisch idealisierten
Positionen berechnet und in die Verfeinerung mit dem 1,2- bis 1,5-fachen isotropen Tempera
turfaktor des entsprechenden Nichtwasserstoffatom, an dem das H-Atom gebunden ist, einbe-
zogen [Sheldrick, 1993]. XP (SIEMENS Analytical X-ray Instruments, Inc.) wurde fir die

Darstellung der Strukturen verwandt.

3.2 Losungsmittel und Chemikalien

3.2.1 Trocknung der L 6sungsmittel

Toluen: - Uber Natrium ketyliert und unter Schutzgas unter Molsieb 4A
aufbewahrt

M ethylenchlorid: - Uber Molsieb 4 A getrocknet und inert aufbewahrt

Dimethoxyethan: - 12h mit CaH gerthrt und anschlief3end unter Luft- und Wasser-

ausschluss destilliert [Organikum]

Uber Natrium ketyliert und unter Argon ohne Molsieb aufbe-

wahrt
THF: - Uber Natrium ketyliert und unter Schutzgas aufbewahrt
Dioxan: - getrocknet und aufbewahrt laut Organikum [Organikum]

Diethylether: - Uber Natrium ketyliert und unter Schutzgas aufbewahrt
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DM SO: - 2hmit CaH gerthrt und anschlieffend unter Schutzgas destilliert
und aufbewahrt [Organikum]

DMF: - Organikum [Organikum]

tert.-Butylmethylether: -  Uber Natrium ketyliert und unter Schutzgas aufbewahrt

3.2.2 Trocknung der Chemikalien

Tosylat (33); Bromid (33a): - Restwasserentfernung durch Destillation mit Toluen,
Trocknung im Feinvakuum und unter Argonatmosphére
gelagert

Wiechert-Keton (34): - im Feinvakuum getrocknet und trocken aufbewahrt

9(10)-Secogonanderivat (35): - im Feinvakuum getrocknet und trocken gelagert

8-M ethyl-9(10)-Secogonan- - im Feinvakuum getrocknet und inert gelagert

derivat (36):
Alle weiteren Verbindungen wurden ebenfalls im Vakuum getrocknet und gegebenenfalls

unter Schutzgasatmosphére aufbewahrt.

Die Basen (wie NaH, NaH-Olsuspension, KtB) wurden, wenn mdglich in Originalform ver-
wendet und anschlieffend unter Inertgas und im Exsikkator verwahrt, um Zersetzungen zu

vermeiden.
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3.3 Physikochemische Eigenschaften der mikrobiellen Transfor mations-

produkte des Fusidinsaur elactons (2)

Bezeichnung der C-Atome

or Al
o
4
o
2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
d *
_H[ppm] 10NV LI 570 | 1,55 | 2,10 | 18| 1LY 1,47 435 | 2%| 350 2251 4 92
inCDClL | 22| 18 110 | 1,64 184 123
Multipl. mm|mm| s | m | m | mm|mm s s |mm| d mm | q
dC [ppm] 30,22| 29,88 | 71,27 | 36,58 | 36,06 | 20,93| 31,75| 40,8 | 50,41 | 37,19| 67,93 | 31,71 | 38,11 55,17 | 34,08 | 81,8
17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CH3z | 8CH3 | 10CH; | 13CHs | OCHs | 170Ac [ tBu
2,19/
du [ppm] 531 | 219 | 510 1,57 | 1,66 [ 0,91 [ 1,48 | 095 | 08
Multipl. mm | m t s s d s s s
dC [ppm] 169,9| 123,5| 176,6 | 24,04 | 27,42 | 1233 1328 17,79 [ 25,60 | 15,93 | 23,21 | 23,16 | 20,00
IR [cmy MSm/z Fo [°C] Ry [a]
456[M]
479[M+Na]*

"IH-NMR Chemische Verschiebung geminale Protonen a oben; b unten

"“Die Nummerierung der Atome wurde nach der I[UPAC-Nomenklatur bzw. den fiir Steroide

international tblichen Konventionen vorgenommen (Abb. 55).
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e C'\ Bezeichnung der C-Atome
Yo s 1 2 3 |4 5 6 7 8 |9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16
du[ppm] | 155/| 1.7V 1,82/ | 1,22/ 2,11 23
inCDCh | 23| 197 418|149 | 257 | oo | 6o | - [183| - |440| T8 |353| - | 125|495
Multipl. mm|mm| s [ m m [ mm|mm]| - s - s |mm| d - | mm| q
dc[ppm] |2991|3031| 71,24|42,27| 31,04| 2052| 3143| 40,8 | 50,38| 37,02 | 67,98 | 31,85 | 38,09 | 55,19 | 34,13| 81,82
17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CH, | 8CHs | 10CH; | 13CH; | OCHs | 170Ac | tBu
2,24/
dy [ppm] - - - | 23| 222|510 - | 160|168 385155097082
Multipl_ - - - |mm| m t - s s s s s s
dc[ppm] | 1697| 1235| 1765 | 2406 | 27,42 | 1233| 1328| 17,78 | 25,67 | 6446 | 22,3 | 22,99| 2003
IR [emy MSmiz Fo [°C] Ry [a]
3411 (OH); 1752, 1714, 495 [M+Na]* _
1691 unges. L acton 511 [M+K]" 0,57 (CHCls/MeOH 1:9)
o ;-)«“ Bezeichnung der C-Atome
‘ 1 2 3 |4 5 6 7 8 |9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16
dy[ppm] | 150/| 1,75 1,65/ | 1,16/ 2,10/ 2,29/
inCDCl | 22| 185 375|157 | 210 | 15| Tes | - |147| - |439|Tgs|356| - | 725|500
Multi pl mm|mm| s m m |mm]|mm]| - m - s | mt d - |mm| q
dc[ppm] |3019] 2079 7123|3648 | 3599 | 20,85| 31,69 | 40,8 | 50,3 | 37,17| 67,86 | 3155 | 38,26 | 55,32 | 3391 | 82,06
17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CH3 | 8CH3 | 10CH3 | 13CH; | OCH3 | 170Ac | tBu
du [ppm] - - - |304|568|568 - |131|131]|093|150| 09| 08
Multipl. - - - m m m - s s d s s s
dc[ppm] |1713| 1215|1764 | 2684 | 127,4| 1358 8185 | 24,06 | 23,97 | 159 | 23,26 | 23,14| 20,15
IR om MS m/2 Fo [°C] R [a]
489 [M+H]*
511 [I\/l +Na]* 0,51 (CHC|3/M€OH 1 9)

999 [2M+Ng] *
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3.4 Vorschriften

3.4.1 17b-Hydroxy-3-methoxy-13b methyl-gona-1,3,5(10),14(15)-tetr aen (6)

In 10ml Ethanol wurden 200mg (0,71lmmol) 17-Keto-3-methoxy-13bmethyl-
gona-1,3,5(10),14(15)-tetraen (5) gelést und mit 30,3mg (0,8mmol) Natriumborhydrid 1,5h
bei Raumtemperatur gerdhrt (Reaktionskontrolle mit DC T:EE=3:1). Zur Vernichtung des
Uberschissigen Natriumborhydrids wurde Aceton zugegeben und nochmals gerdhrt. An
schlieffend wurde das Reaktionsgemisch auf Eiswasser gegeben, wobei der entstandene Ste-
roidalkohol (6) ausfiel. Nach Abfiltration wurde aus Ethanol umkristallisiert und 171mg wei-
[3es 17b-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl-gona- 1,3,5(10),14(15)-tetraen (6) (85%) erhalten.

o

®

IR (e MSm/z Fo [°C] Ry [a]

285 [M+H]* 112-113°C 0,80 (T:EE=3:1)

3.4.2 Allgemeine Vorschrift zur Persiureepoxidation — 17b-Hydroxy-
3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien-14b,15b-epoxid (10) und
17b-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien-14a,15a -
epoxid (9)

50mg (0,18mmol) 17b-Hydroxy-3-methoxy-13bmethyl-gona-1,3,5(10),14(15)-tetraen (6)
wurden bel Raumtemperatur in 25ml  Methylenchlorid mit 35mg (0,2mmol)
m-Chlorperbenzoesdure versetzt und 2h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach erfolgter Umset-
zung wurde das Gemisch mit Natriumthiosulfatlésung, geséttigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung und zuletzt mit Wasser \ersetzt, mehrmals mit Methylenchlorid extrahiert und Uber
Natriumsulfat getrocknet [Schubert, 1979]. Die Trennung des a/b-Epoxid-Gemisches erfolgte
saulenchromatographisch an Kieselgel unter Verwendung von T:EE=3:1 as Elutionsmittel.
Es wurden 23mg (43%) b-Epoxid (10) und 15mg (35%) a-Epoxid (9) erhaten.
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JIIS:Fb}H Bezeichnung der C-Atome
No

(10) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
dH([:p[F)JF(T;L 720|673 - |665| - | 284 11’32/ 2,03 | 244 | - é’gi/ 11’291’/ - - | 355 g’ﬁ/
In ] ) ] )
Multipl. d d - s - m |mm| t t - | tin | mit - - s | ddd
dc[ppm] |1265| 1119 157,8|1139| 137,8| 29,60 22,34| 3652 4339 | 131,3| 2641 | 34,71 | 4548 | 7452 | 59,59 | 3595

17 20 21 22 23 24 25 26 27 | 4CHs | 8CHs | 10CH; | 13CH; | OCH3 | 170Ac | tBu

du[ppm] | 352 1,16 | 3,78
Multipl. m s | s
dc[ppm] |77.78 1342 | 55,21

IR [em MSm/z Fo [°C] Ry [a]

323[M+Nd* 148- 151 0,25 (T :EE=3:1)

JIIS:b}H Bezeichnung der C-Atome
No o

© 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
ngPSrg]b 723672 - |661| - |280]150](212]263]| - i,gg/ 11’53/ - - | 355 é’%’
In L] ] L]
Multipl. d d - S - m m m t - |mm|mm| - - s | mm
dc[ppm] |1266| 1117 1576|1138 137,9 | 29,30| 22,08 | 3596 | 4044 | 1323|2649 | 33,11 | 41,65 | 72,51 | 57,81 | 34,52

17 20 21 22 23 24 25 26 27 | 4CH3 | 8CHs | 10CH; | 13CH; | OCH3 | 170Ac | tBu

du[ppm] | 375 0,95 | 3,76
Multipl. m s | s
dc[ppm] |7660 14,10 | 55,21

IR [em? MSm/z Fo [°C] Ry [a]

323[M+Nd* 174- 178 034 (T :EE=3:1)
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3.4.3 17a-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien-14a,15a -
epoxid (11) durch Sharpless-Epoxidierung

In 3ml Toluen wurden unter Inertbedingungen 50mg (0,18mmol) des Steroids (7) mit Vare
diumacetylacetonat und 32,8ul (0,26mmoal) einer 80%-igen waéssrigen
tert.-Butylhydroperoxid- Losung zusammengegeben und 1h bei Raumtemperatur gerihrt
[KUnzer, 1995]. Die Dosierung des Vanadylacetylacetonates erfolgte in der Weise, dass die
Reaktions 6sung tiefrot gehalten wurde. Uberschiissiges Peroxid wurde mit gesttigter Natri-
umthiosulfatldsung reduziert, das Steroid mit Toluen extrahiert und die vereinigten organi-
schen Extrakte Uber Natriumsulfat getrocknet und zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt
wurde einer Saulenchromatographie an Kieselgel unterzogen (T:EE=5:1). Es konnten 52mg
(95%) des gewilnschten  17a-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl- gona-1,3,5(10)-trien
(14a,15a)-epoxid (11) erhalten werden.

;[ Bezeichnung der C-Atome

an 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10|12 ] 12| 13| 14| 15| 16
Au[Poml {756 675 | - |e6a| - |2es| 15|21 |263] - 2501 220 3,74 | 294
in CDCk ; : ,
Multipl_ D d - s - m m m t - tm | m/m - - s | dm

dC [ppm] 126,7| 111,7| 157,7 | 113,8| 137,7| 29,44 22,66 | 35,80 | 40,36 | 132,1 | 26,23 | 27,70 | 44,60 | 74,91 | 60,04 | 36,22

17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CHs | 8CH3 | 10CH;5 | 13CH; | OCHs | 170ac | tBu

du[ppm] | 357 097 | 378
Multipl. ad s s
dC [ppm] 77,22 20,61 | 55,22

IR (em? MS m/7 Fo [°C] Ry [a]

323[M+Ng* 174-178 034 (T :EE=3:1)
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3.4.4 Allgemeine Arbeitsvorschrift fur die Acetylierung — 17b-Acetoxy-
3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien-14a ,15a-epoxid (17) und
17b-Acetoxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien-14b,15b-
epoxid (18)

150mg (0,50mmol) des entsprechenden Epoxids (9, 10) wurden in 3ml Pyridin gel6st und mit
Iml Essigsaureanhydrid Gber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das Gemisch wurde auf

fein zerstol3enes Eis gegeben und der entstandene Niederschlag abfiltriert.

Es wurden 167mg (98%) reines 17b-Acetoxy-3-methoxy-13b-methyl- gona-1,3,5(10)-trien
14a,15a -epoxid (17) erhalten.

Die unvollstandige Umsetzung des entsprechenden b-Epoxid (10) fuhrte unter diesen Bedin-
gungen zu einem Gemisch aus Produkt 17b-Acetoxy-3-methoxy-13b-methyl-
gona-1,3,5(10)-trien-14b,15b-epoxid (18) und Edukt (10), dass mittels Flashchromatographie
an Kieselgel unter Verwendung von T : EE=5 :1 aufgetrennt wurde. Es konnten 113mg
(66%) des 17b-Acetoxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien-14b,15b-epoxid (18)

isoliert werden.

.
W
\O

an

IR [em? MSm/z Fo [°C] Ry [a]

365 [M+Ng" 121-126 053 (T :EE=3:1)

(18)

IR (cmy MS m/z Fo [°C] Ry [a]

365[M+Na]* 175-178 04 (T :EE=3:1)
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3.4.5 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Offnung der Epoxide (9, 10, 11, 12,
17, 18) mit BFz*Et,0O

0,50 mmol des entsprechenden Epoxids (9, 10, 11, 12, 17, 18) wurden in ca. 3 ml trockenen
Toluen gel6st, wenn notwendig temperiert (-10, O, 20, 65°C), und mit 0,55 mmol BFs*Et,O
versetzt. Der Reaktionsverlauf wurde regelméldig per DC kontrolliert. Nach vollstéandiger
Umsetzung erfolgte die Hydrolyse des BF3-Komplexes mit geséttigter NaHCOs-L 6sung. Die
wassrige Phase wurde erschépfend mit Toluen extrahiert, die vereinigten organischen Extrak-
te neutral gewaschen und tUber N&SO,4 getrocknet. Nach Entfernung der Ldsungsmittel wurde

ein fester Ruckstand erhalten, der an Kieselgel saulenchromatographisch aufgereinigt wurde.

3.4.5.1 17b-Hydroxy- 3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien-
(14a,15a)-epoxid (9) mit BF3* Et,0 — Produkte (25), (26), (27) und
(28)

0,05 mmol dieses Epoxid (9) wurden analog der Vorschrift 3.3.5 bei -20 und 65°C sowie bel
Raumtemperatur zur Umsetzung gebracht.

Bel -20°C und einer Reaktionszeit von 45 min wurde nur ein Produkt, das 17b-Hydroxy-
15-keto- 14-b-H- 3-methoxy- 13b-methyl- gona- 1,3,5(10)-trien (25), mit 59% Ausbeute erhal-

ten.

Die Offnung bei RT innerhalb 1h ergab 2 Produkte das 17b,15a-Dihydroxy-3-methoxy-
13b-methyl-143-H-gona-1,3,5(10),8(9)-tetraen  (27) mit 22% Ausbeute und 39% des
17b-Hydroxy- 15-keto- 3-methoxy- 13b-methyl- gona- 1,3,5(10)-triens ~ (25).  Saulenchroma-
tographisch konnten diese beiden Produkte an Kieselgel mit einem Ldsungsmittel gradienten
von T:EE=5:1und T: EE=3:1 aufgetrennt werden.

Bel der Epoxidoffnung in der Warme (65°C) wurden nach ca. 1h 4 Produkte unter anderem

auch das Wagner-Meerweinprodukt isoliert. Es konnten 15% des 15-K eto- 14b-H-3-methoxy-
13b-methyl- gona-1,3,5(10),16(17)-tetraens  (26), 22% des 15a-Hydroxy-13a-H-17-keto-
3-methoxy- 14b-methyl- gona-1,3,5(10)-triens (28), 36% des 17b-Hydroxy-15-keto-14b-H-
3-methoxy-13b-methyl- gona-1,3,5(10)-triens  (25) und 33% des 17b,15a-Dihydroxy-
3-methoxy- 13b-methyl- gona-1,3,5(10),8(9)-tetraens (27) erhalten werden. Die Trennung des
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Produktgemisches erfolgte mittels Flashchromatographie an Kieselgel mit T: EE=10:1 als

Elutionsmittel.
JO&!? Bezeichnung der C-Atome
N 7

(26) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
ngPgrg]b 7,08 | 6,70 661 - | 281|221 197|244 - %'gg’ 11’%/ 224| - |605
In L] ]
I\/Iultipl_ D d s - m m m m - | m/m | m/m d - d
dc[ppm] |1278| 1120 157,3| 1133| 1330 30,67| 27,59 | 38:35| 36,25 | 132,9| 26,36 | 35,62 | 45,25| 57,92 | 2101 | 1320

17 20 21 22 23 24 25 26 27 | 4CH3 | 8CHs | 10CH; | 13CH; | OCH3 | 170ac | tBu

du[ppm] | 754 1,26 | 3,77
Multipl. d s s
dc[ppm] |1721 25,26 | 55,21

IR [em? MSm/z Fo [°C] Ry [a]

305[M+Na]* dlig 081 (T :EE=3:1)

Digj Bezeichnung der C-Atome
\U (2]

(28) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
dy [ppm] 254/ | 2,04/ 2,75/
in CDCh 7,20 | 6,75 665 - |292|195| 145|314 | - |75 | Tgq | 200 4,42 | 533
Multipl. d d s - m m m t - |mm|mm| m d | ddd
dc[ppm] |1261| 1113|1572 | 1135| 137,6 | 30,65 23,05| 47,29| 38,68 | 133,2| 20,32 | 26,33 | 5546 | 44,76 | 76,27 | 46,97

17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CHgj | 8CH3 | 10CH3 | 14CH; | OCH3 | 170Ac | tBu

dn [ppm] 1,03 | 3,78
Multipl. s | s
dc [ppm] 2204 27,18 | 54,99

IR [emY MSm/z Fo [°C] Ry [a]
3610 (OH),1728 (C=0) 323[M+Na]* 186-195 0,31(T:EE=31) 67,55 (CHCl3)
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JIIS:[?}H Bezeichnung der C-Atome
N 7

(25) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10| 11| 12| 13| 14| 15 | 16
ng)grg]b 714|672 - |664| - | 284 %%g 1,65 | 2,40 | - 2217/ 112585/ - 244 - |275
In ' ' '
Multipl_ d d - s - m | dm | m t - | gm | md - s - dd
dc[ppm] |1269| 1118|1574 1137|1385 | 3L04| 26,68 | 37,13 | 3858 | 1318 | 27,67 | 3329 | 4403|5557 | 217,9| 458

17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CH3 | 8CHs | 10CH; | 13CHs | OCH3 | 170Ac | tBu

du [ppm] 3,96 125 | 377
Multipl. d s s
dC [ppm] 74,39 18,76 | 55,18

IR [emy MSmiz Fo [°C] Ry [a]
3610(0OH); 1735 (C=0) 323[M+Na]* 117 0,33(T:EE=31)

" Bezeichnung der C-Atome

\O NOH

@7 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
?:g)grg]b 720|675 - |672| - | 277|225 - - - | 243 11'75‘:3/ - | 242 | 447 22%27/
Multipl_ d d - s - m m - - - d [ mm - m t c:%/
dc[ppm] |1232| 1111|1584 (1135|1372 2881 28,19| 1269 | 1310 | 128,6|22,62| 31,31 | 42,99| 55,28 | 7167 | 4345

17 20 21 22 23 24 25 26 27 ACHs3 | 8CH3 | 10CH; | 13CH; | OCHs | 170Ac | tBu

dy[ppm] | 415 1,00 | 3,81
|V|U|tip|. t s s
dc [ppm] 80,45 18,92 | 55,28

IR femy MS (m/7 Fo [°C] R [a]

3616 (OH) 323[M+Na]" 70 0,13 (T /EE 3:1)
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3.4.5.2 17b-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien-14b,15b-
epoxid (10) mit BF3* Et,O — Produkte (29) und (30)

Das Epoxid (10) wurde analog der Vorschrift 3.5.5 fur algemeine Epoxid6ffnung mit
BFs*Et,O be -20°C, 0°C und bel Raumtemperatur zur Reaktion gebracht. In der Kélte bel

-20°C war keine Umsetzung erkennbar.

Bel Raumtemperatur wurden 0,433 mmol (10) umgesetzt und es entstanden 2 Produkte, die
durch Flashchromatographie an Kieselgel mit einem Ldsungsmittelgradienten T: EE=3:1

und T:EE=1:1 getrennt werden konnten. Isoliert wurden 72mg 17b-Hydroxy-15-keto-
14a-H-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien  (29) mit 54% und  15mg
17b,15b-Dihydroxy-14b-fluor-3-methoxy- 13b- methyl- gona- 1,3,5(10)-trien (30) mit 8% Aus-
beute.

Durch eine Erniedrigung der Reaktionstemperatur auf 0°C konnte die Ausbeute an Fluorpro-
dukt (30) auf 28% gesteigert werden. Ein weiteres Herabsetzen der Temperatur brachte keine

Verbesserung — im Gegentell, es war keine Umsetzung mehr zu verzeichnen.

Disj?ﬁ Bezeichnung der C-Atome
- 4

(29) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
g R e I I P o EE EEY R P I B IR
in CDCh , : ) : ,
Multipl. d d - s - |Imm|mm]| t m - |Imm]|mm]| - d - d%/d

dC [ppm] 126,2| 111,6| 157,7|113,8| 138,1| 29,4 | 26,28 | 35,24 | 43,59 | 131,4| 25,78 | 36,35 | 43,83 | 62,02 | 211,8 | 43,85

17 20 21 22 23 24 25 26 27 | 4CH; | 8CH3 | 10CH5 | 13CH; | OCHs | 170Ac | tBu

du[ppm] | 414 089 | 377
Multipl. t s s
dc[ppm] |75% 12,07 55,20
IR [emy MSmiz Fo [°C] Ry [a]
299 [M-H]";
3610 (OH); 1735 (C=0) 301 [M+H]*: 161 0,28 (T / EE 3:1)
323[M+Nal*

"Fir die Protonen am C-11 ist Uber die exakte Stereochemie mit dem NOESY-Spektrum kei-
ne Aussage aufgrund von Uberlagerungen moglich.
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JIIS:[?H Bezeichnung der C-Atome
- b

(30) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
ng’grgL 17| 673| - |esa| - |289| 500|103 |2s0| - |21 - | - |aso0|ben
In ] ) ’ )
Multipl. d d - s - m |mm| m t - | mig | mm| - - m | m/m
dc[ppm] |1269| 1121 1578|1137 | 137,8| 30,33 2256 | 41' | 89 | 1309|2627 | 84" | 48’ 58751 72 |a77

17 20 21 22 23 24 25 26 27 | 4CH; | 8CH3 | 10CH5 | 13CH; | OCHs | 170Ac | tBu

du[ppm] | 364 1,15 | 3,78
Multipl. d s s
dc[ppm] | 7944 138 | 55,20
IR [emy MSm/z Fo [°C] Ry [a]
3595 (OH) 320 (hochaufldsend) 188-191°C 0,106 (T : EE=3:1) [a]p=78,6°

"Die markierten Signale sind durch den Einfluss des Fluoratoms aufgespalten. Je naher am

Fluor desto grofier ist die Aufspaltung.

3.4.5.3 17a-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien-14a,15a -
epoxid (11) mit BF3* Et,O — Produkte (22) und (24)

Die Offnung von 0,166 mmol 17a-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien
14a,15a-epoxid (11) erfolgte nach der Vorschrift 3.5.5 bei Raumtemperatur. Folgende Pro-
dukte wurden nach ener Flashchromatographie mit T:EE=2:1 erhaten — 7mg
17a-Hydroxy-15-keto- 14b-H- 3-methoxy- 13b-methyl- gona-1,3,5(10)-trien (22) mit 13% und
38mg 17a,15a-Dihydroxy-3-methoxy-13b-methyl- gona-1,3,5(10),8(9)-tetraen (24) in 76%
Ausbeute.
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D:Sj?»"“ Bezeichnung der C-Atome
N T

@2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
dH([:pSrgL 7a7|e7| - |ee2| - |282(%% | 1ea|24s| - |35 [T - 20| - |3%
In ] ) ] )

) da/
Multipl. d d - s - m |mm| t t - | ogm | t - s - !
dc[ppm] |1270|1118| 1575|1137 1384 | 3L05| 27,00| 37,3 | 38,7 | 131,9|27,26| 27,63 | 43,37 | 61,06 | 2142 | 4366

17 20 21 22 23 24 25 26 27 | 4CHs | 8CHs | 10CH; | 13CH; | OCH3 | 170Ac | tBu

du[ppm] | 415 1,26 | 3,77
Multipl. t s | s
dc[ppm] | 758 21,98 | 55,20
IR [em MSm/z Fo [°C] Ry [a]
323[M+Nd* dlig 0,36 (T : EE=3:1)
i Bezeichnung der C-Atome
< )

@4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
dulpoml |20 65| - |ema| - |277]|220] - | - | - | 2 Y- 207 | ass | 52
in CDCk : :
Multipl. d | d | - s | - t t - - - m ’;‘é - | d | t |[mm
dc[ppm] |1232| 1110|1583 |1135| 1372 | 28,75| 27,76 | 126,6 | 1316 | 128,7 | 2241 | 2569 | 41,83 | 56,25 | 71,49 | 41,83

17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CHg3 | 8CH3 | 10CH3 | 13CH; | OCH3 | 170Ac | tBu
du[ppm] |38 1,02 | 3,80
Multipl. t s s
dc[ppm] |[8141 24,78 | 55,31
IR [em? MSm/z Fo [°C] Ry [a]
3605; 3552 (OH) 323[M+Na* dlig 0,81 (T:EE=31)




Experimenteller Teil

3.4.5.4 17a-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien-
14b,15b-epoxid (12) mit BF3* Et,O — Produkt (57)

30mg (0,100 mmol) des Epoxids (12) wurden analog 3.5.5 bel RT zur Umsetzung gebracht.

Nach erfolgter extraktiver Aufreinigung und Abdampfen des L ésungsmittels wurde der erhal-

tene RUckstand einer préparativen Schichtchromatographie unterworfen. Als Elutionsmittel
diente T:EE=3:1. Es wurden 24 mg (80%) an reinen Spiro-[2,3,33,4,5,9b-Hexahydro-

7-methoxy-1H-cyclopenta[al naphthalen] -3,1"-[ 2" - S-methyl,3 - 0x0-5"-R-hydroxy] - pentan]

(57) erhalten.

oo

Bezeichnung der C-Atome

67 1| 2| 3|a|5 ]| 6| 7|8 |9 |10]|11]|12|13]|14] 15| 16
ﬁ;g)gfglb 705 | 670 6,60 2901 23| 1 70| 20| - | 23| 12| 545 saa | 220
Multi pl . d d s mm | mm| m m mm [ m/m| d s | dd
dc[ppm] |1276| 1117 1579|1136 1375 | 3L,96| 2550 | 48,04 44,14 | 133,1|29,18| 3090 | 4544 | 54,60 | 74,85 | 46,23

17 20 21 22 23 24 25 26 27 | 4CHs | 8CHs | 10CH; | 13CH; | OCHs | 170Ac | tBu
dn [ppm] 0,99
Multipl. d
d C [ppm] 2184 7,44
IR (cmy MS m/z Fo [°C] Ry [a]
? 323[M+Nd* ? ? ?

“Fir die Protonen am C-11, C-12 und C-16 ist Uber die exakte Stereochemie mit dem NOE-

SY-Spektrum keine Aussage aufgrund von Uberlagerungen moglich.
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3.4.55 17b-Acetoxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien-14a ,15a -
epoxid (17) mit BF3* Et,O — Produkte (19) und (20)

0,440 mmol (17) wurden analog der unter 3.5.5 beschriebenen Variante bel Raumtemperatur
zur Umsetzung gebracht. Nach Flashchromatographie an Kieselgel mit T: EE=20:1 als
17b-Acetoxy- 15-keto- 14b - H- 3- methoxy- 13b-methyl-
gona-1,3,5(10)-trien (19) zu 66% und 52mg 17b-Acetoxy-15a -hydroxy-14b-H-3-methoxy-
13b-methyl- gona-1,3,5(10),8(9)-tetraen (20) zu 32% isoliert.

Elutionsmittel

wurden

102mg

.
JIIS:!?‘M
\O

Bezeichnung der C-Atome

(19)
1| 2| 3|a|5]| 6| 7|8 |9 |10]|11]|12|13]|14]15] 16
BT, (7| om| - [oee| - || 55| 2ee 2w | - (3| 3| - |em| - 5%
Multipl. d d s m |[mm| m m m/m | tm m dd/m
dc[ppm] |1269|1118| 1576|1138 | 1384 3L,02| 2657 | 37,00| 3833 | 1316 | 27,42 | 33,05 | 4334| 56,78 | 216,4| 43,66
17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CHg3 | 8CHj3 | 10CHs3 | 13CH; | OCH3 | 170Ac | tBu
du[ppm] | 5086 118 | 377 | 29
Multipl. d s | s s
dc[ppm] | 7629 18,80 | 55,18 i%oog
IR femy MS (m/7 Fo [°C] R [a]
365 [M+Nal] dlig 0,39(T:EE=31)

"Fur die Protonen am C-11 ist tber die exakte Stereochemie mit dem NOESY-Spektrum kei-

ne Aussage aufgrund von Uberlagerungen maglich.
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Dé:b" “ Bezeichnung der C-Atome
~ -t

(20)

_dH [ppm] 72 | 6,75 - 6,71 - 2,77 | 2,25 - - - 2,47 ]]-_‘252/ - 24 | 4,48 2é3jl?/
in CDCk , '
Multi p| . d d - s - m m - - - m | m/m - m t dd/m

dC [ppm] 123,3| 111,1| 158,4 | 113,6 | 137,2| 28,81 28,08 [ 126,3 | 131,1 | 128,5| 22,54 | 30,92 | 42,95| 55,96 | 71,64 | 40,95

17 | 20 21 22 23 24 | 25 26 27 | 4CHs | 8CHs | 10CH; | 13CHs [ OCH3 | 170Ac| tBu

dn [ppm] 5,09 0,93 | 3,81 2’_07
Multipl. | ¢ s | s |°®
de[ppom] |[8234 1890 55,28| 2113
IR [emy MSmiz Fo [°C] Ry [a]
365 [M+Na]" dlig 0,20 (T: EE=3:1)

3.4.5.6 17b-Acetoxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-trien-14b,15b-
epoxid (18) mit BFz* Et,O — Produkt (21)

Bei der Umsetzung von 0,330 mmol (18) bei RT wurde nur ein Produkt gefunden und mittels

Flashchromatographie mit T:EE=20:1 as Eluent aufgereinigt. Es wurden 66mg

17b-Acetoxy-15-keto- 14a-H- 3-methoxy- 13b-methyl- gona- 1,3,5(10)-trien (21) mit 58% Aus-

beute erhalten.
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JO:S:[?" “ Bezeichnung der C-Atome
o0

@D

.dH [ppm] 7,18 | 6,71 - 6,64 - %’8925/ %%28/ 1,80 | 2,20 - i’?—)%/ i’%g/ - 1,84 - %'?_g/
in CDCh , , , , ,
Multipl. d d - s - | mm|{mm| q t - vt | ot - d - | m/ad

dC [ppm] 126,2| 111,6 | 157,7|113,7| 1379 29,31 26,13 35,0 | 43,4 | 131,3| 25,6 | 36,6 | 4294 | 61,46 | 210,5 | 41,37

17 | 20 21 22 23 24 | 25 26 27 | 4CHs | 8CHs | 10CH; | 13CHs [ OCH3 | 170Ac| tBu

dn [ppm] 5,05 1,26 | 3,77 2’_12
Multipl. t s | s | °
de[ppm] [ 7640 12,99 55,12 iggg
IR [emy MSmiz Fo [°C] Ry [a]
365 [M+Na]" 141-146 041 (T/EE31)

3.4.6 Offnung des 17a-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10)-
14a,15a-epoxids (11) mit pToluolsulfonsdure — Produkte (22), (23)
und (24)

0,18 mmol des Epoxids (11) wurden in ca. 3 ml trockenen Toluen gelost bei RT und mit was-
serfreier pToluolsulfonsdure bis zu einem pHWert von 34 bel Raumtemperatur versetzt.
Der Reaktionsverlauf wurde regelméaliig per DC kontrolliert. Nach ca. 50 min Reaktionszeit
erfolgte die Hydrolyse mit geséttigter NaHCOs-Ldsung. Die wassrige Phase wurde nehrmals
mit Toluen extrahiert, neutral gewaschen und Uber N&SO, getrocknet. Nach Entfernung der
L 6sungsmittel wurde ein fester Rickstand erhalten, der sdulenchromatographisch mit einem
Laufmittelgradient (Toluol; T:EE=10:1, T:EE=5:1; T:EE=3:1, T:EE=1:1) auf-
gereinigt wurde. Es wurden 18% des 15-Keto-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10),
16(17)-tetraens (23), 38% des 17a-Hydroxy-15-keto- 3-methoxy- 13b - methyl- gona- 1,3,5(10)-
triens (22) und 17% des 17a,15a-Dihydroxy-3-methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10),
8(9)-tetraens (24) erhalten (Daten siehe Offnung mit BFs*Et,0).
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Dig? Bezeichnung der C-Atome
- 1

@3) 1 2 3 | 4 5 6 7 8 | 9 | 10| 12| 12| 13| 14| 15 16
qH[ppm] 708|670 - |ee61| - |281|221| 197|244 - %gg’ 11"22/ 224 | - |605
in CDCk ' '
Multipl_ d d - s - m m m m - | m/m | m/m - d - d

dC [ppm] 127,8| 112,0| 157,3|113,3| 138,0| 30,67 27,59 | 38,35 36,25 | 132,9| 26,36 | 35,62 | 45,25| 57,92 | 210,1 | 132,0

17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CHs | 8CH3 | 10CH;5 | 13CH; | OCHs | 170Ac | tBu

du[ppm] | 7.54 1,26 | 3,77
Multipl. d s | s
dc[ppm] |72t 25,26 | 55,21
IR [em MSm/z Fo [°C] Ry [a]
305[M+Na]* olig 081 (T :EE=31)

3.4.7 2(3-Methoxy-phenyl)ethanol (32)

Zu 11g (66 mmol) mMethoxyphenylessigsaure (31) gelost in 70ml THF wurden vorsichtig
80ml 1m-Diboranlosung in THF getropft. Nach beendeter Gasentwicklung wurde das Reak-
tionsgemisch unter Rickfluss fur ca. 5h erhitzt bis kein Edukt (DC- und IR-Kontrolle, Ver-
schwinden der C=0-Bande bei 1705cm™) erkennbar war. Nach vollstandiger Umsetzung
wurde vorsichtig mit verdinnter Essigsure versetzt und der Alkohol (32) nach Zugabe von
Wasser mit Chloroform erschopfend extrahiert und die vereinigten organischen Extrakte mit
Wasser gewaschen und Uber NaSO,s getrocknet. Nach vollstdndiger Entfernung des L&-
sungsmittels wurden 12,3g einer gelblichen Flissigkeit (Rohprodukt) erhalten. Dies wurde
auf Eis gestellt, wobei sich weil3e bis hellgelbe Bléttchen bildeten, die abgesaugt werden
konnten und sich mit Hexan waschen lief3en. Es konnten 9,79 (63,7 mmol) an 2(3-Methoxy-
phenyl)ethanol (32) erhalten werden, entsprechend einer Ausbeute von 96% [Eder,1978].
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o Bezeichnung der C-Atome
e
1 2 1 > 3 ¥ 5 6 OH | OCHs
dw [ppm] 3,86 2,85 7,23/6,76:6,84 1,65 3,80
Multipl. t t m/m s s
dc [ppm]
IR [cmy MSm/z Fo [°C] Ry [a]
3415 cm™ (OH) 153 [M+H]" 0,33 (T: EE=3:1) _—
1600 '™ Aromt 175[M+Nal* 123-129 013(T:EE=7:1) Inaktiv

3.4.8 2(3-Methoxy-phenyl)-ethyl-tosylat (33)

79 (46,0 mmol) 2(3-Methoxy-phenyl)ethanol (32) wurden in 70ml trockenem Pyridin gel6<t,
auf 0°C temperiert und mit 13,29 (69,2 mmol) p Toluolsulfonsaurechlorid versetzt. Diese
Mischung wurde Uber Nacht bei 0°C gerthrt [Snyder, 1993]. Die Reaktionskontrolle erfolgte
per DC und IR (Verschwinden der OH-Bande bei 3415 cm?). Das Reaktionsgemisch wurde
mit 500ml Eiswasser hydrolysiert, wobei sich ein orange-gelbes Ol am Boden absetzte. Die
wassrige Phase wurde wiederholt (4-6-mal) mit Diethylether extrahiert (NaCl-Zugabe fihrt zu
einer Vermeidung von Emulsionen), je 3-ma mit 4%-iger NaHCOs-L 6sung und 1%-iger HCI
gewaschen und anschlief3end Uber N&,SO, getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde abdestilliert
und noch vorhandenes Pyridin durch mehrfache Destillation mit Toluen herausgeschleppt. Es
wurde 12,99 eines gelben Rohproduktes erhalten, das durch Flashchromatographie mit einem
L 6sungsmittelgradient (Toluol fur das Edukt, T:EE=20:1, T: EE=10:1 die restlichen
Bestandteile) gereinigt wurde. Es konnten 11,159 (36,4 mmol) 2(3-Methoxy-phenyl)-ethyl-
tosylat (33) (79,3% Ausbeute) in Form eines Oles erhalten werden.

LU
(33)
IR [emy MSm/z Fo [°C] Ry [a]
1601, 1578 (Aromat) 329[M+Na] - . I ; ;
1938 O=S=0 635[2M+Na* ol 064(T:EE=T1) inaktiv
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3.4.9 2(3-Methoxy-phenyl)-ethyl-bromid (33a)

100mg (0,3 mmol) 2(3-Methoxyphenyl)-ethyl-tosylat (33) wurden mit 16,78 (0,16 mmol)
NaBr in 3ml DMF bei Raumtemperatur (5 Tage) gertihrt [Collins, 1956]. Nach beendeter
Reaktion (DC-Kontrolle) wurde das Reaktionsgemisch mit Wasser versetzt und 3mal mit
Diethylether extrahiert, die organische Phase abgetrennt, Gber Na,SO,4 getrocknet und einge-
engt. Nach einer Fashchromatographie mit Toluen as Laufmittel konnten 53,6mg
(0,25 mmol, 76% Ausbeute) des 2(3-Methoxyphenyl)-ethyl-bromids (33a) in Form eines
hellgelben Oles isoliert werden.

QO
\O

(33a)

IR [emy MSm/z Fo [°C] Ry [a]

214; 216 |sotopenmuster

fiir Brom ol 09(T:EE:7:1) inaktiv

3.4.10 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-13b-methyl-9-ox0-9(10)-secogona-
1,3,5(10),8(14)-tetraen (35) durch Kombination von Wiechert-Keton
und Tosylat (33)

Zu 10ml frisch ketyliertem Glyme wurden unter Argon 44mg (1,08 mmol) 60%-ige NaH-
Olsuspension und 200mg (0,90 mmol) trockenes Wiechert-K eton (34) gegeben. Das Gemisch
wurde im Olbad auf 65°C Innentemperatur fir 3h erwarmt. Diese Zeit reichte aus, um das
Wiechert-Keton in D*?3®)_Dienolat (34b) zu tberfiihren, was mittels DC und IR nachweis-
bar war und durch eine intensiv rot-orange Ldsung angezeigt wurde. 335mg (1,08 mmol)
2(3-Methoxyphenyl) -ethyl-tosylat (33) gelost in ca. 10ml frisch ketyliertem Glyme wurden
rasch zugetropft und das Reaktionsgemisch auf 82-85°C Innentemperatur (Ruckfluss) fur 3h
erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurde mit 15ml geséttigter NH4CI-Ldsung hydrolysiert und das
Secoprodukt erschépfend mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte
wurden je 3ma mit geséttigter NaHCO3-Losung und gesdttigter NaCFL6sung gewaschen
anschlief3end Uber N&SO, getrocknet. Nach der Entfernung des Ldsungsmittels wurden
437mg eines orange-farbigen o6ligen Rickstandes erhaten, welcher einer Flashchroma
tographie an Kieselgel unter Verwendung eines Toluol / Essigestergradienten (Toluen,
T:EE=50:1, T:EE=20:1, T:EE=10:1) unterzogen wurde. Es wurden 266mg
(0,74 mmol) an reinem 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-13b-methyl-9-oxo-9(10)-secogona-
1,3,5(10),8(14)-tetraen (35) erhalten, was einer Ausbeute von 83% entspricht.
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Bei einem Verhaltnis Wiechert-Keton : Base® 1. 1,5 und grofReren Reaktionsansitzen wurden

Ausbeuten von bis zu 22% an dialkylierten Wiechert-Keton 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-8a -

methoxyphenylethyl-13b - methyl-9- oxo-9(10)- secogona- 1,3,5(10),14-tetraen (40) erreicht.

D\S:bi ‘ Bezeichnung der C-Atome
o
(35)
1| 2 3| 4] s 6 | 7 8 | 9 | 10|11 | 12| 13|14 15] 16
238/ | 1,67/ 217/ | 1,78/
du[ppom] | 7.15] 6.69 665| - | 261|241 672 | 553 | 106 01 | 161
Multipl_ t d s - m m d [mm | mm m/m | m/m
dc[ppm] 1290|1109 1594|1148 | 1438 34,6 | 27,67 | 1316|1986 | 1214 33,63 | 34,15 | 4471|1697 | 25,34| 29,76
17 | 20 21 | 22 23 24 | 25 26 | 27 | 4CHs | 8CHs | 10cH, | 13CH; | OCHs | 170Ac| tBu
du[ppm] | 330 1,00 | 3,76 118
. S
Multipl. q s | s :
28,64
dc[ppm] |7980 15,76 | 55,13 e
IR [em MSm/z Fo [°C] Ry [a]
16569 C=0 379[M+Nal" dlig 052(T:EE=7:1) 35,8 (MeOH)
X< Bezeichnung der C-Atome
-k 540%* 10/
11 |22 |3 |44 |55 |66 |77 | 8 | 9 |10 | 11| 12| 13 | 14 | 15 | 16
247/ | 1,73/
dy[ppm] |7.20| 673 670 | - |244]| 21 720 | S'es | 102 552 | 25
Multipl. m [ m m - m [ m m | m/m [ mm t m
de[ppm] | 120 | 111 | 159 | 114 |»144 | 531 | 40 |5647|2140| 129 |3854| 33,06 46,18 | 1493 | 1226 | 39,10
17| 20 21 | 22| 23| 24 | 25 | 26 | 27 | acHs | 8cHs | 10cH. | 130, OZCXHg 170Ac| tBu
dn [ppm] 3,86 1,19 | »3,8 1’_23
Multipl. t s | ¢s s
28,72
dC [ppm] 81,2 17,03 | »55 7287
IR [emy MSmiz Fo [°C] Ry [a]
17029 C=0 491 [M+H]* dlig 0,70 (T:EE=3:1)
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3.4.11 Methylierung des 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-13b-methyl-9-oxo-
9(10)-secogona-1,3,5(10),8(14)-tetraen (35)

Variante A:

In einem ausgeheizten und sekurierten Dreihalskolben wurden 50mg (0,14 mmol)
17b-tert.-Butoxy- 3-methoxy- 13b-methyl-9-oxo-9(10)-secogona-1,3,5(10),8(14)-tetraen  (35)
in 3,5ml absoluten Glyme unter Argon gelést und nach Zugabe von 19mg (0,168 mmol) KtB
im Verhdltnis 1 : 1,2 zur Bildung des Dienolats (35a) auf 65°C temperiert. Die rotbraune L6-
sung wurde auf RT abgekihlt und sofort mit 11ul (0,27 mmol) Methyliodid versetzt. Nach
erfolgter Umsetzung (Kontrolle mittels DC) wurde eine Hydrolyse des Reaktionsgemisches
mit geséttigter NH,Cl-Losung vorgenommen und das Produkt erschdpfend mit Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden neutralgewaschen, tber NaSO4 ge-
trocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel chromatographiert mit einem
Lésungsmittelgradient beginnend mit Toluen bis zu einem Verhdtnis von T:EE=20:1.
Auf diesem Weg konnten 34mg (0,092 mmol, 64%) an 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-
8a,13b-dimethyl-9-oxo-9(10)-secogona-1,3,5(10),14-tetraen (36) erhalten werden. Das ent-
sprechende 8b-Methylprodukt (41) wurde nicht beobachtet, dafir konnten aber mittels

DC-MS geringe Mengen des dimethylierten Produktes nachgewiesen werden.

Variante B:

In einem ausgeheizten und sekurierten Drethalskolben wurden 50mg (0,14 mmol)
17b-tert.-Butoxy- 3-methoxy- 13b-methyl- 9-oxo-9(10)-secogona-1,3,5(10),8(14)-tetraen  (35)
in 3,5ml absoluten tert.-Butylmethylether unter Argon geldst und nach Zugabe von 19mg
(0,168 mmol) KtB im Verhdtnis 1:1,2 bel RT gerthrt. Die orange-rote L6sung wurde mit
11ul (0,17 mmol) Methyliodid versetzt. Nach erfolgter Umsetzung (Kontrolle mittels DC)
wurde eine Hydrolyse des Reaktionsgemisches mit geséttigter NH;CI-Ldsung vorgenommen
und das Produkt erschopfend mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Extrak-
te wurden neutralgewaschen, tber NgSO, getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wurde
an Kieselgel chromatographiert mit einem Ldsungsmittelgradient beginnend mit Toluen bis
zu T:EE=20:1 Es konnten 29mg (0,078 mmol, 56%) 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-
8a,13b-dimethyl-9-oxo-9(10)- secogona- 1,3,5(10),14-tetraers (36) erhalten werden. Auch bei
dieser Variante konnte das entsprechende 8b-Methylprodukt (41) nicht nachgewiesen werden,
dafur aber mittels DC-MS geringe Mengen des dimethylierten Produktes detektiert werden.
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Variante C:

In einem ausgeheizten und sekurierten Zweihalskolben wurden 100mg (0,28 mmol)
17b-tert.-Butoxy- 3-methoxy- 13b-methyl-9-oxo-9(10)-secogona-1,3,5(10),8(14)-tetraen  (35)
in 5ml absoluten DMF unter Argon gelost und nach Zugabe von 38mg (0,337 mmol) KtB im
Verhdltnis 1:1,2 bel RT 1h gertihrt. Die tiefrote Losung wurde auf 0°C abgekihlt und mit
22ul (0,337 mmol) Methyliodid versetzt und fir weitere 15min bei 0°C belassen und ar
schlieffen eine weitere Stunde bel RT gertihrt. Nach erfolgter Umsetzung (Kontrolle mittels
DC und Entférbung der Losung) wurde eine Hydrolyse des Reaktionsgemisches mit geséttig-
ter NH;CI-L6sung vorgenommen und das Produkt erschdpfend mit Diethylether extrahiert.
Die vereinigten organischen Extrakte wurden neutralgewaschen, tber N&SO, getrocknet und
eingeengt. Die zwel entstandenen Produkte wurden mittels Flashchromatographie an Kiesel-
gel mit Toluen as Eluent isoliert. Es wurden 36mg (34,7%) 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-
8a ,13b-dimethyl-9-ox0-9(10)-secogona-1,3,5(10),14-tetraen (36) as farbloses Ol und 11mg
(10,6%)  17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-8b,13b-dimethyl-9-oxo-9(10)-secogona-1,3,5(10),14-
tetraen (41) als well3er Feststoff erhalten.

Variante D:

In einem ausgeheizten und sekurierten Zwehaskolben wurden 50mg (0,14 mmol)
17b-tert.-Butoxy-3- methoxy- 13b-methyl- 9- oxo-9(10)-secogona- 1,3,5(10),8(14)-tetraen  (35)
in 5ml absoluten DMF unter Argon geldst und nach Zugabe von 19mg (0,168 mmol) KtB im
Verhédltnis 1:1,2 bei —30°C 3h geruhrt. Die tiefrote Losung wurde mit 22ul (0,337 mmol)
Methyliodid versetzt und fur weitere 2h bei —30°C gertihrt. Nach erfolgter Umsetzung (Kon-
trolle mittels DC und Entférbung der Lésung) wurde eine Hydrolyse des Reaktionsgemisches
mit geséttigter NH,CIl-L6sung vorgenommen und das Produkt erschdpfend mit Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden neutralgewaschen, Uber NaSO4 ge-
trocknet und eingeengt. Das entstandene Produkt wurde mittels Flashchromatographie an
Kiesdlgel mit Toluen als Eluent isoliert. Es wurden 10,2mg (19,7%) 17b-tert.-Butoxy-
3,9-dimethoxy- 13b-methyl-9(10)- secogona-1,3,5(10),8(9),14(15)-pentaen (42) erhalten.
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Dig;b’ ° Bezeichnung der C-Atome
o e
1| 2| 3|a|5s5|6| 7| 8|9 |100|1]|12|13|14]|15]16
?ﬁgjl:r))ncﬂle 716|669 | - |666| - | 244 11"%/ - | - |ent %:é]é/ 11',%86/ o e e
Multi pl . t d - s - m [mm]| - - d |mm|mm]| - - s m
dc[ppm] |1294] 1112|1597 | 114.1| 1437 | 30,79| 4062 | 52,79 | 2145 | 1207 | 34,99 | 3422 | 46,3 | 1516 | 1224| 38,36
17 20 21 22 23 24 25 26 27 | 4CHs | 8CHs | 10CH; | 13CH; | OCHs | 170Ac | tBu
dn [ppm] 3,77 1,23 1,20 | 3,76 1’_17
Multipl. | m s s | s :
dc[ppm] |eros 2131 17,58 | 55,10 ;g:;z)
IR [emy MSmiz Fo [°C] Ry [a]
17053 C=0 7%%3[[2'\&:%2]]: dlig 0,69 (T:EE=7:1) 19,7° (MeOH)
Szb’ : Bezeichnung der C-Atome
T
1| 2| 3|a|5s5| 6| 7| 8|9 |100|1]|12|13[|14]15]16
o R e e IR - A B Y i v B B SO
Multi pl . t d - s - | mm|mm| - - s |mm]| dq - - g | mm
dc[ppm] |1293| 1111|1596 | 1141|1441 | 31,72| 4112 | 5188 | 2153 | 120,7 | 3548 | 33,01 | 46,30 | 152,4 | 1203 | 3854
17 20 21 22 23 24 25 26 27 | 4CHs | 8CHs | 10CH; | 13CH; | OCHs | 170Ac | tBu
dn [ppm] 3,76 1,25 1,10 | 3,77 1’_17
Multipl. m s s | s S
de[ppm] |81 28,26 17,32 | 55,14 G
IR [emy MSmiz Fo [°C] Ry [a]
17053 C=0 7%%3[[2'\&:%2]]: 7883 0,66 (T:EE=7:1) 14,1° (MeOH)
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Dﬁ;b’ ’ Bezeichnung der C-Atome
o

(42)

_dH[ppm] 715|671 | - |672| - |287|287| - | - |675 %’%%’ 21'18%’ 658 %’%’
in CDCk ' ' ;
Multipl. t | d | - s | - | m|m| - - d |mm|mm| - - t | dd

dC [ppm] 129,4| 111,4| 159,71 114,1| 1430| 30,3 | 30,3 | 197,8( 174,2| 120,7| 30,33 | 31,42| 50,92 | 148,1 | 141,7 | 39,7

17 20 | 20| 22| 23| 24| 25| 26 | 27 |4cha |2, | ocH | 13cH: | oCH: | 1r0ac | tBu
du[pom] | 385 362 107 | 3,77 116
H S
Multipl. t s s | s :
d 75,30 51,49 19,01 55,14 28,6
C[ppm] ’ ’ ’ ’ 73,33
IR femy MS (m/7 Fo [°C] R [a]
dlig 0,67 (T:EE=7:1)

3.4.12 Ringschlussreaktion des 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-8a,13b-di-
methyl-9-ox0-9(10)-secogona-1,3,5(10),14-tetr aen (36)

31mg (0,162 mmol) p-Toluolsulfonsdure wurden in 50ml trockenen Toluen suspendiert und
das Restwasser durch azeotrope Dedtillation bei 80°C Badtemperatur am Rotationsverdamp-
fer entfernt. Zu der auf ca 25ml eingeengten Lésung wurden 50mg (0,135 mmol) des
17b-tert.-Butoxy- 3-methoxy-8a ,13b-dimethyl- 9-oxo-9(10)-secogona-1,3,5(10),14- tetraens

(36) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch unter Rickfluss am Rotationsverdampfer mit
Wasserabscheider erwarmt und das gebildete Wasser entfernt. Die Reaktion wurde mittels DC
verfolgt und 4 Produkte in veranderlichen Mengenverhdtnissen in Abhangigkeit vom Fort-
gang der Reaktion detektiert. Das unpolare Edukt wurde primédr durch Hydrolyse des
tert.-Butylethersin den Alkohol (45) tberfihrt, der durch Kondensation zum Ziel produkt (47)
umgesetzt werden konnte. Da die Kondensation sehr schleppend verlief, waren Reaktionszei-
ten >30min erforderlich. Dabei kam es zusétzlich zu einer Abspaltung der 17-OH-Gruppe.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von Natriumhydrogencarbonat nach 3,5h abgebrochen und
das Reaktionsgemisch mit Toluen extrahiert, die organische Phase abgetrennt, Uber NaSO4
getrockret und eingeengt. Mittels préparativer Schichtchromatographie wurden entsprechend
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aufsteigender  Polaritdt das  3-Methoxy-8a,13b-dimethyl- gona-1,3,5(10),9(11),14(15),
16(17)-hexaen (46), 9mg 17b-Hydroxy-3-methoxy-8a,13b-dimethyl- gona-1,3,5(10),9(11),
14(15)-pentaen (47) (18,8%) und 13mg 17b-Hydroxy-3-methoxy-8a,13b-dimethyl-9-oxo-
9(10)-secogona-1,3,5(10),14(15)- tetraen (45) (25,6%) isoliert.

H
/Oil:,;b}
\O

Bezeichnung der C-Atome

(45) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
du [ppm] 1,95/ 2,33/ 1,75/ 2,55/
incock | % | %Y 245 | 1'go 6.72 | 359 | 185 547 | 535
Multipl. t d - s m | m/m d |mm | m/m q |mm
dcppm] [12094] 1101 1507 | 1141 | 1435| 30,70| 4025 | 52,77 | 2142 | 1207 | 35,04 | 3355 | 46,39 | 151,7 | 122,1 | 37,72
17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CHgs | 8CH3 | 10CH3 | 13CH; | OCH3 | 170Ac | tBu
du[ppm] | 402 1,23 1,20 | 3,77
Multipl. m s s | s
dc[ppm] |8L56 21,23 16,84 | 55,13
IR (em? MS (m/7 Fo [°C] Ry [a]
3424 OH .
17039 C=0 333175[[,\';":;'{1] dlig 0,048 (T EE=7:1)
1603 = Aromat
(46)
IR femy MS (m/2y Fo [°C] R [a]p
Kein OH .
kein C=0 Z7S[M+H]" »
1624 Aroma S01[M+Na] dlig
1606 > Aromat 317[M+K]
Vorhanden nach NMRin CDCls: Nicht vorhanden:
0  CHx-Gruppen,
: PP o  Carbonyl

0o OCHs;
o  Aromat
0 2 CHs-Gruppen

o  vinylischeProtonen

o C-OH
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D:E;bw Bezeichnung der C-Atome
o
“n 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10| 11| 12| 13| 14| 15 | 16
ngJSrgL 7,48 6,72 6,59 %’%’ 11’&/ 6,12 22’33/ 5,44 22'22/
in e : :
Multi pI . d d s m/m | m/m d | mm t | mm
dcppm] [1261]112,7| 1585 | 1130| 1359| 2680| 37,39 | 1383|1385 | 1282 117,2| 37,76 | 47,10 | 1569 | 117,7 | 3848
17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CH3 | 8CHs | 10CH; | 13CHs | OCH3 | 170Ac | tBu
du[ppm] | 407 1,10 1,00 | 3,77
Multipl. t s s s
dc[ppm] |8266 24,38 17,39 | 55,22
IR emy MS m/2 Fo [°C] R [a]
3451 OH 319[M+Na ) R
16023 Aromat 296 Hochaufldsung 7179 018(T:EE=7:1)

3.4.13 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-8a,13b-dimethyl-14a ,15a -epoxy-9-0xo-
9(10)-secogona-1,3,5(10)-trien (53) und 17b-Hydr oxy-3-methoxy-
8a,13b-dimethyl-14a,15a -epoxy-9-0x0-9(10)-secogona-
1,3,5(10)-trien (54)

In einem 25ml-Kolben wurden 130mg (0,675 mmol) mChlorperbenzoesdure in 5ml Methy-
lenchlorid bel 0°C gelost und mit 50mg (0,135 mmol) des 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-
8a,13b-dimethyl-9-ox0-9(10)- secogona-1,3,5(10),14-tetraen (36) versetzt und 24h bei dieser
Temperatur gertihrt. Nach der kompletten Umsetzung des Eduktes wurde das Reaktionsge-
misch mit geséttigter Natriumthiosulfatlésung und NaHCO3-Ldsung und zuletzt mit Wasser
hydrolysiert und mehrmals mit Toluen extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wur-
den mehrfach mit geséttigter NaHCOs-Losung und gesdttigter NaCl-Losung neutralgewa
schen, Uber N&SO4 getrocknet und eingeengt. Nach einer Flashchromatographie an Kieselgel
unter Verwendung eines Lésungsmittelgradienten (T : EE=50:1; T:EE=30:1) wurden
zwel Produkte isoliert — 29mg (53% Ausbeute der Theorie) 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-
8a,13b-dimethyl-14a ,15a-epoxy-9- oxo-9(10)-secogona- 1,3,5(10)-trien (53) und 16mg (35%
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Ausbeute) 17b-Hydroxy-3-methoxy-8a,13b-dimethyl- 14a ,15a-epoxy- 9-oxo- 9(10)-secogona-
1,3,5(10)-trien (54).

;[ o Bezeichnung der C-Atome
o i

(53) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10|12 ] 12| 13| 14| 15 | 16
e (ol | - fom| e BR| | - |em B[R] - | - | 5R
in CDCk ; ; : :
Multipl. t | d - s | - t |mm| - - d |mm| dm | - - q |mm

dC [ppm] 129,5| 111,4| 159,8 | 114,1| 1432 | 31,44 39,86 | 52,17 | 213,8 | 120,6 | 35,06 | 30,92 | 41,90 | 73,17 | 57,92 | 35,46

17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CH3 | 8CHs | 10CH; | 13CHs | OCH3 | 170Ac| tBu

du[ppm] | 349 1,00 1,26 | 3,77 112
Multipl. m s s | s S
28,56
dc[ppm] | 7447 17,89 15,35 | 55,17 721
IR femy MS (m/7 Fo [°C] R [a]
409[M+Na]*
17039 C=0 404[M+NH,]* 6873 0,58 (T:EE=7:1) -1,25(CHCly)
425[M+K]*

Kristall strukturdaten fiir (53): CasHa404, Mr = 386.51 gmol™, farblose Quader, Kristalgréie
0.08 x 0.06 x 0.04 mn®, orthorhombisch, Raumgruppe P2:2,21, a= 6.4796(2), b = 17.8745(5), ¢
=19.246(3) A,V =2229.1(4) A%, T=-90°C, Z = 4, 1 ey, = 1.152 gcm®, pt (Mo-Ko) = 0.77 cni
! F(000) = 840, insgesamt 5009 Reflexe bis h(-8/8), k(-22/22), I(-24/24) im Bereich von 2.28°
£ Q £ 27.48° gemessen, Vollstandigkeit Qmax = 99.1 %, davon 5009 symmetrieunabhangige

Reflexe, 4185 Reflexe mit F, > 4s (Fo), 253 Parameter, 0 Restraints, R1gps = 0.046, WR?gps =
0.108, R14 = 0.061, WR?4; = 0.1184, GOOF = 1.001, Flackparameter 0.4(11), Differenzelekt-

ronendichte Maximum und Minimum: 0.187 /-0.151 e A3,
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ngf“ Bezeichnung der C-Atome
o o

(54) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
o L I P B e I I e P - I R P
in ) ) ) ) ,
Multipl_ t d - s - dm | md | - - d |mm|mm| - - d | mm
dcppm] [1204] 1103| 159 | 1141|1439 3059| 3862 | 5162|2125 | 1207 | 35,14 | 32,17 | 45,12 | 7355 | 59,61 | 35,52

17 20 21 22 23 24 25 26 27 4CH3 | 8CH3 | 10CH3 | 13CH; | OCH3 | 170Ac | tBu

du[ppm] | 358 0,99 1,12 | 3,77
Multipl. d s s | s
dc[ppm] |7864 17,00 28,40 | 55,16

IR [em MSm/z Fo [°C] Ry [a]

3649 OH
3873 Wasse p;(‘i’f_jfb” instabil 115-121 042 (T:EE=7:1) 121,5(CHCl)

1710 C=0
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3.4.14 Offnung des 17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-8a,13b-dimethyl-14a,15a -

epoxy-9-ox0-9(10)-seco-gona-1,3,5(10)-trien (53) mit BF5*Et,O

12mg (0,031 mmol) des Epoxids (53) wurden in ca. 3 ml trockenen Toluen bei 0°C gel6st und
mit 4,2ml (0,034 mmol) BF3*Et,O versetzt. Nach 2min Reaktionszeit war kein Edukt mehr
vorhanden und das Gemisch wurde mit geséttigter NaHCOs-L6sung hydrolysiert. Die wassri-
ge Phase wurde erschdpfend mit Toluen extrahiert, die vereinigten organischen Extrakte neut-

ral gewaschen und Uber N&SO, getrocknet. Nach Entfernung der Ldsungsmittel wurden 8mg

eines 6ligen Ruckstands erhalten.

H o ': oH OH
(55) (56) (61) (62)

IR fomy MS (m/2y Fo [°C] R [alp
1708> E;Et)(sek"p“* 313[M+H]" zu M=312
335[M+Na]’ 2uM=312 .
17362 C=0 (Carboryl 331[[M+H"]‘]+ S e30 dlig
im D-Ring " _
16023 Aroo 353 [M+Na]" 2uM=330

Vorhanden nach NMRin CDCls:

OCHjs;

o}
o  Aromat
o}
o}

CarbonylFunktion
CHs-Gruppen

vinylische Protonen
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7 Substanzverzeichnis

Nr. Bezeichnung nach UPAC, angefertigt mit dem Programm Autonom des Beil-
steins 6.0 bzw. den fur Steroide international Ublichen Konventionen [Hill, 1991;
Fresenius, 1998]

(@D} Fusidinsdure [ 2- (16-Acetoxy- 3,11-dihydroxy-4a,8,10,14- tetramethyl- hexa- decahydro-
cyclo-penta| al phenanthren 17yliden)-6-methyl-5-enon saure]

2 Fusidinsdure- bzw. g-Lacton [1,4a,10a,10b-Tetra- methyl-7- (4- methyl- pent- 3-enyl)-
2,3,4,4a,4b,5,6,6a,8,93,10,10a,10b,11,12,12a-hexadecahydro- 1H- 9-oxa- penta:
leno[2,1-a] phenanthren 2,5diol]

3 Hydroxymethyl-Fusidinsaurel acton [ 1-Hydroxymethyl-4a,10a,10b-trimethyl- 7- (4-
methyl-pent- 3-enyl)-2,3,4,4a,4b,5,6,6a,8,93,10,10a,10b,11,12,12a- hexadeca- hydro-
1H-9-oxa- pentaleno| 2,1-a] phenanthren 2,5-diol]

4 Hydroperoxo- Fusidinsaurel acton [ 7- (4- Hydroperoxy-4-methyl- pent- 2-enyl)-
1,4a,10a,10b-tetrametyl)-2,3,4,4a,4b,5,6,68,8,93,10,10a, 10b,11,12,12a
hexadecahydro- 1H-9-oxa-pentaleno-[ 2,1-a] phenanthren-2,5-diol].

(5) 17-Keto-3-methoxy- 13b methyl- gona-1,3,5(10),14(15)-tetraen

(6) 17b-Hydroxy- 3-methoxy- 13b-methyl- gona- 1,3,5(10),14(15)- tetraen

(7 17a-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl- gona-1,3,5(10),14(15)-tetraen

(8 17-K eto-3-methoxy- 13b methyl- gona- 1,3,5(10)- (14b,15b)-epoxid

9 17b-Hydroxy- 3-methoxy- 13b-methyl- gona- 1,3,5(10)-trien(14a,15a }-epoxid
(10)  17b-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl- gona-1,3,5(10)-trien(14b,150)-epoxid
(11)  17a-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl- gona-1,3,5(10)-trien-(14a,15a )-epoxid
(12)  17a-Hydroxy-3-methoxy-13b-methyl- gona-1,3,5(10)-trien-(14b,15b)-epoxid

(13)  3-Methoxy-13b-methyl-gona-1,3,5(10),14(15),16(17)- pentaen
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(17)
(18)
(19)

(20)

(21)
(22)
(23)
(24)
(25
(26)
(27)
(28)
(29)
(30)
(31)
(32)
(33)
(333)

(34)

17b-Acetoxy- 3-methoxy- 13b-methyl-gona- 1,3,5(10)-trien-14a ,15a - epoxid
17b-Acetoxy-3-methoxy- 13b-methyl-gona- 1,3,5(10)-trien-14b,15b-epoxid
17b-Acetoxy- 15-keto- 14b-H- 3-methoxy- 13b -methyl- gona-1,3,5(10)-trien

17b-Acetoxy-15a - hydroxy- 14b - H- 3-methoxy- 13b -methyl-
gona-1,3,5(10),8(9)-tetraen

17b-Acetoxy- 15-keto- 14a-H- 3-methoxy- 13b-methyl- gona- 1,3,5(10)-trien
17a-Hydroxy-15-keto- 14b-H- 3-methoxy- 13b-methyl- gona- 1,3,5(10)-trien
15-Keto-3-methoxy-13b -methyl-gona-1,3,5(10),16(17)-tetraen

17a,15a - Dihydroxy- 3-methoxy- 13b-methyl- gona- 1,3,5(10),8(9)-tetraen
17b-Hydroxy- 15-keto- 14-b- H- 3-methoxy- 13b - methyl- gona- 1,3,5(10)-trien
15-Keto-14b-H-3-methoxy- 13b - methyl-gona- 1,3,5(10),16(17)-tetraen
17b,15a-Dihydroxy-3-methoxy- 13b - methyl- 14(3-H-gona-1,3,5(10),8(9)-tetraen
15a-Hydroxy-13a - H- 17-keto- 3- methoxy- 14b- methyl- gona- 1,3,5(10)-triens
17b-Hydroxy-15-keto- 14a-H-3-methoxy- 13b - methyl- gona- 1,3,5(10)-trien
17b,150b-Dihydroxy-14b-fluor- 3-methoxy- 13b-methyl- gona- 1,3,5(10)-trien
3-Methoxyphenylessigsaure

2(3-Methoxy-phenyl)ethanol

2(3-Methoxy-phenyl)-ethyl-tosylat

(3-Methoxyphenyl)-ethyl-bromid

Wiechert-Keton [ (1S, 7aS)-1-tert.-Butoxy-1,2,3,6,7,7a-hexahydro- 7a-methyl-5H-

inden-5-on)|
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(344)
(34b)

(35)

(35a)

(36)

(37)

(38)

(40)

(41)

(42)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

D8®4G3)_pienolat des Wiechert-K etons
D>*-3G3_pjenolat des Wiechert-K etons

17b-tert.-Butoxy- 3-methoxy- 13b-methyl- 9-oxo-9(10)- secogona-1,3,5(10),8(14)-

tetraen
D145 pjenolat von (35)

17b-tert.-Butoxy- 3-methoxy-8a ,13b-dimethyl-9- oxo-9(10)-secogona- 1,3,5(10),14-

tetraen
17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-8a ,13b-dimethyl-9(11),14(15)-gona- 1,3,5(10)- pentaen

17b-Hydroxy- 3-methoxy-8a ,13b-dimethyl- 14x,15x - epoxy-gona- 1,3,5(10),9(11)-

tetraen

Diakyliertes Wiechert-Keton [ 17b-tert.- Butoxy- 3-methoxy-8a - methoxyphenyl ethyl-
13b-methyl-9-oxo-9(10)-secogona- 1,3,5(10),14-tetraer|

3-Methoxy-8b,13b-dimethyl- 17b-tert.- butoxy-9- oxo-9(10)- secogona-1,3,5(10),14-

tetraen

17b-tert.-Butoxy- 3,9-dimethoxy- 13b -methyl-9(10)-secogona- 1,3,5(10),8(9),14(15)-

pentaen
17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-8a ,13b-dimethyl--gona-1,3,5(10),9(11),14(15)-pentaen

17b-Hydroxy-3-methoxy-8a ,13b-dimethyl-9-oxo-9(10)- secogona- 1,3,5(10),14(15)-

tetraen

3-Methoxy-8a ,13b-dimethyl- gona-1,3,5(10),9(11),14(15), 16(17)-hexaen
17b-Hydroxy-3-methoxy-8a ,13b-dimethyl- gona- 1,3,5(10),9(11),14(15)-pentaen
3-Methoxy-8a ,13b-dimethyl-9-oxo-9(10)-secogona- 1,3,5(10),14(15),16(17)- pentaen

17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-8a ,13b-dimethyl- 14x,15x - epoxy- 9-oxo- 9(10)-seco-
gona-1,3,5(10)-trien



Verzeichnisse 121

(50)  17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-8a,13b-dimethyl-14x,15x - epoxy-gona-1,3,5(10),9(11)-

tetraen

(51)  15x-Hydroxy-13x-H-17-keto-3-methoxy-8a ,14b -dimethyl- gona-1,3,5(10),9(11)-

tetraen

(52)  15x-Hydroxy-13a -H-17-keto-3-methoxy-8a ,14b- dimethyl- 9-oxo-9(10)- secogona-
1,3,5(10)-trien

(53)  17b-tert.-Butoxy-3-methoxy-8a,13b-dimethyl-14a ,15a-epoxy-9-oxo-9(10)-seco-
gona-1,3,5(10)-trien

(54)  17b-Hydroxy-3-methoxy-8a,13b-dimethyl-14a ,15a- epoxy-9-oxo-9(10)-secogona-
1,3,5(10)-trien

(55)  15x-Hydroxy-13a -H-17-keto- 3-methoxy-8a ,14b-dimethyl- gona-1,3,5(10),9(11)-

tetraen

(55a) 15a-Hydroxy-13a-H-17-keto-3-methoxy-8a ,14b-dimethyl-gona-1,3,5(10),9(11)-

tetraen

(56)  15a-Hydroxy-13a-H-17-keto-3-methoxy-8a ,14b-dimethyl-9-oxo-9(10)-secogona-
1,3,5(10)-trien

(57)  Spiro-[2,3,3a,4,5,9b-Hexahydro- 7-methoxy- 1H-cyclopentd] a| naphthalen]-3,1-[2'-S-
methyl,3"-0x0-5"-R-hydroxy] - pentan]

(61)  17x-Hydroxy-14x-H-15-keto-3-methoxy-8a ,13b-dimethyl- gona-1,3,5(10),9(11)-

tetraen

(62)  17x-Hydroxy-14x-H-15-keto-3-methoxy-8a ,13b - dimethyl-9- oxo-9(10)-secogona-
1,3,5(10)-trien



