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1 Zusammenfassung

Ein Grofteil der pharmazeutischen Wirkstoffe sind Sekundérmetabolite verschiedenster Or-
ganismen oder von diesen abgeleitet. Die Isolation und Strukturaufkldrung stellen dabei seit
jeher die ersten Schritte in der Gewinnung neuer Pharmazeutika dar. Sind die nachgewiese-
nen Figenschaften ausreichend vielversprechend, folgt meist die Entwicklung einer robusten
chemischen Synthese zur grofitechnischen Herstellung zur Vermeidung der Isolation aus dem
Originalproduzenten. Die systematische Biotechnologie erweitert dabei die klassische chemi-
sche Synthese mit Reaktionsschritten die zuvor nicht moglich gewesen sind. Dies fiihrt zu
einer Verschiebung von ,relativ* einfachen organischen Molekiilen zu immer komplexeren Sys-
temen, deren Synthese erst durch Kombination von chemischer Synthese und Biotechnologie
moglich ist. Die Lignane stellen eine solche Klasse an Sekundédrmetaboliten dar. Aufgrund der
komplexen, nur duferst schwer herstellbaren chemischen Struktur ist ihr pharmazeutisches
Potential trotz vielversprechender Eigenschaften nahezu unangetastet.

Die Arbeit gliedert sich in zwei Abschnitte. Zunéchst wurden zwei robuste Synthesemetho-
den zur Herstellung verschiedener natiirlicher und unnatiirlicher Monolignole entwickelt. Die
Synthesen starten dabei entweder von den Sidurederivaten oder den jeweiligen Benzaldehyden
und fiithren in 2-4 Schritten zu den gewiinschten Monolignolalkoholen. Eine Reinigung der
Zwischenprodukte stellte sich als nicht notwendig heraus. Mithilfe dieser Synthese konnten
neun Alkohole (fiinf natiirliche und vier unnatiirliche) in akzeptablen bis sehr guten Aus-
beuten (13-96%) hergestellt werden. Die herstellten Monolignolalkohole dienten teilweise als
Referenzen zur biotechnologischen Produktion. Aufierdem wurden zwei unnatiirliche Zimtséu-
rederivate |[Naphthylenséure (1) und 2-Nitroferulaséure (2)] zur biotechnologischen Reduktion
durch einen modifizierten E. coli-Stamm hergestellt. Die Fahigkeit dieses Stammes diese so-
wie weitere Zimtsdurederivate zu den jeweiligen Alkoholen zu reduzieren wurde durch Dr.
Jennifer Aschenbrenner untersucht. Fiir diese Experimente wurde ein quantitative nuclear
magnetic resonance (QNMR) Analyseverfahren des Kulturiiberstandes zur Bestimmung der
Reduktionseffizienz entwickelt. Die Reduktion aller Monolignole wurde analytisch quantifi-
ziert (0-90%) und im Falle des Coniferylalkohols eine préparative Isolation (62% Ausbeute)
durchgefiihrt. Diese Ergebnisse wurden bereits im Rahmen des BioLiSy-Projektes publiziert.!!]

Im zweiten Abschnitt wurde ein unnatiirlicher Alkohol [5-Bromconiferylalkohol (3)| zum
Lignan dimerisiert. Dazu wurden zunéchst publizierte Bedingungen fiir Coniferylalkohol (4)
reproduziert.l?l AnschlieRend wurden verschiedene Versuche zur Optimierung der Bedingun-
gen durchgefiihrt. Der Test verschiedener Laccasen zeigte deutliche Schwankungen in den
produzierten Pinoresinolmengen, wobei sich die Laccase aus 7. versicolor als klar iiberlegen
herausstellte. Die Zugabe von fluorierten Losungsmitteln zur Vermeidung der Polymerisie-
rung war dagegen nicht erfolgreich. Das optimierte System wurde zur Dimerisierung von
5-Bromconiferylalkohol (3) genutzt. Die Einfithrung des Brom-Substituenten fiihrte dabei
zur erwarteten Steigerung der Ausbeute des gewiinschten Pinoresinolderivates 5. Die Aus-
beute konnte von 8% fiir Pinoresinol (6) auf 24% fiir das 5,5’-Dibrompinoresinol (5) gestei-
gert werden. Weitere Optimierungen wurden ebenfalls getestet. Die Einfiihrung eines Zwei-
Phasensystems fiihrte zu einem kompletten Einbruch des Umsatzes. Tests mit Cyclodextrinen
zur Steigerung der Produktmenge waren zwar erfolgreich, sind jedoch aufgrund des Kosten-
faktors ohne Riickgewinnung nicht zu empfehlen.
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Nach der Synthese des 5,5’-Dibrompinoresinol (5) sollte dieses iiber eine Palladiumkreuzkupp-
lung derivatisiert werden. Nach zahlreichen Tests konnte eine erfolgreiche Suzuki-Kupplung
mit Phenylboronsdure durchgefithrt werden. Mithilfe dieses Protokolles konnten fiinf Aryl-
boronsduren in guten bis sehr guten Ausbeuten gekuppelt werden. In fiinf weiteren Féllen
konnte kein Umsatz erreicht werden. Zusitzlich wurden erste erfolglose Tests mit Stannanen
(Stille-Kupplung) sowie Aminen (Buchwald-Hartwig-Kupplung) unternommen.

Die Synthese eines Pinoresinolderivates war demnach erstmals erfolgreich. Das Selektivitdts-
problem einer Laccase-initiierten Dimerisierung konnte durch Blockierung einer Position um-
gangen werden. Mithilfe der Suzuki-Kupplung konnten fiinf weitere Derivate in sehr guten bis
ausgezeichneten Ausbeuten hergestellt werden.



2 Abstract

The majority of pharmaceuticals are either secondary metabolites of various organisms or
derivatives thereof. Isolation and structiral elucidation are usually the first steps in the deve-
lopment of pharmaceuticals derived from secondary metabolites, which have shown positive
in initial activity screening. If the biological activity of the isolated compound is promising
enough, the development of a chemical total synthesis will be considered. A synthesis is gene-
rally preferred over an isolation from the natural producer due to yield per time constraints. In
latter years the systematic usage of biotechnological methods has led to an increase in com-
pound numbers and complexity. Biotechnolgically engineered enzymes are able to catalyse
reactions which are either very difficult to achieve using classical organic synthesis or outright
impossible. This has led to a shift to more complex pharmaceuticals. A possible group of such
complicated compounds are the lignans, secondary metabolites from plants. Due to a their
complex chemical structure their vast pharmaceutical potential remains yet to be developed.

This thesis is separated into two main parts. Two different methods for the synthesis of
natural and non-natural monolignols were been developed. Starting materials were either the
respective acid or benzaldehyde derivatives. Production of the monolignolic alcohol was achie-
ved in 2-4 steps without the need for isolation of intermediates. Using these methods nine
monolignols (five natural and four non-natural) were successfully synthesised in yields ranging
from 13-96 %. The produced monolignolic alcohols were partly used as reference substances
in this project. Additionally, two different non-natural cinnamic acid |[Naphthylic acid and
2-Nitroferulic acid (2)] derivatives were produced on a multi-gramm scale. The carboxylic
acid of these compounds was reduced by an engineered E. coli strain as part of the BioLiSy
project by Dr. Jennifer Aschenbrenner to the respective alcohol.l The ability of this strain
to produce any of the other seven monolignolic alcohols from their acid derivatives was also
tested by Dr. Jennifer Aschenbrenner. For this, a qNMR system for the determination of the
reduction effiency was been developed. Consequently, the reduction of all alcohols was deter-
mined (0-90 %) and in case of coniferyl alcohol (4) a large-scale isolation was conducted (62 %
yield). This marks the first time a FE. coli strain was able to reduce different cinnamic acid
derivatives. These results have been published.[!]

In the second part of the thesis, a non-natural monolignolic alcohol [5-bromo coniferyl
alcohol (3)] was dimerised to its pinoresinol derivative 5. Initially, the reproduction of the
conditions for the laccase initiated dimerisation of coniferyl alcohol (4) published by Pickel
et al. was the main goal.[z] After this was achieved, various optimisations were attempted.
The examination of different laccases revealed significant differences in the production of the
desired product pinoresinol (6). The commercially available laccase from Trametes versicolor
was identified as the best candidate. The utilisation of fluorinated solvents to stabilise radicals
during dimerisation was unsuccessful. The newly optimised system was then applied to the
dimerisation of 5-bromo coniferyl alcohol (3). As anticipated the yield could be increased from
8 % for pinoresinol (6) to 24 % for the 5,5’-dibromo pinoresinol (5). Based on these results,
additional optimisations were conducted. A two-phase solvent system during the dimerisation
was not beneficial. No conversion to the product could be observed in this experiment. The
addition of -cyclodextrine to protect 5,5’-dibromo pinoresinol (5) against further oxidation
lead to an increase of yield, but due to the associated costs further optimisation is required.



Abstract

With the synthesis of 5,5’-dibromo pinoresinol (5), a derivatization of this compound was
developed. The bromine substituent could be easily by a palladium cross coupling. Owning to
its prevalance and robustness, the Suzuki reaction was chosen. After numerous optimisations,
a successful coupling using phenyl boronic acid could be conducted in near quantitative yield
(95 %). Using this protocol, five additional aryl boronic acids could be coupled. Meanwhile
tests with vinylic and alkylic boronic acids failed. Some initial experiments using stannanes
and amines were also carried out, but failed to achieve similar results compared to the Suzuki
reaction.

To summarise, a new pinoresinol derivative was synthesised. By blocking a position in the
aromatic ring, the problematic regio-selectivity associated with laccase-initiated dimerisations
was circumvented. Starting from this derivative 5 five additional products could be synthesised
using the Suzuki reaction in high yields.



3 Einleitung

In diesem Kapitel soll zunéchst eine Einfithrung in die Thematik gegeben werden, bevor im
zweiten Teil die wissenschaftliche Aufgabenstellung erdrtert wird.

3.1 Einfiihrung

Sekundirmetabolite

Die enorme Vielfalt der Naturstoffe, von Lebewesen gebildete Stoffe, wird in zwei Klassen
(Primér- und Sekundérmetabolite) eingeteilt. Die Primérmetabolite treten mit wenigen Aus-
nahmen in allen Lebewesen auf und werden fiir die essentiellen Prozesse des Lebens und
Wachstums benotigt. Die Sekundédrmetabolite stellen die sehr viel gréfsere Gruppe an Natur-
stoffen dar, die nicht direkt an der Aufrechterhaltung des Lebens beteiligt sind. Sie werden
aus Intermediaten des Primérstoffwechsels gebildet. Diese enge Verkniipfung macht eine Un-
terscheidung in Primér- und Sekundérstoffwechsel manchmal schwierig. Das mit der strikte
Einteilung verbundene Ranking in vermeintlich lebensnotwendig und ,zusétzliche Stoffwech-
selprozesse wird als veraltet angesehen. Dennoch besticht es mit seiner Verstandlichkeit. Die
Sekundéarmetabolite sind hiufig einzigartig fiir bestimmte Taxa der Lebewesen und sind ver-
antwortlich fiir die Vielfaltigkeit des Lebens. Aufgrund ihrer der Funktion zur Erhohung der
biologischen Fitness eines Organismus produzierte ihr Studium eine Reihe von Produkten,
die zum Beispiel unsere Lebensqualitit signifikant erhdhten. Die systematische Analyse und
Katalogisierung dieses umfangreichen Reservoirs seit dem Beginn des 19. Jahrhunderts fiihr-
te zur Entwicklung einer Reihe von Methoden, die heute zum Standard in der organischen
Synthese geworden sind. Allerdings ist dieses Potential keinesfalls ausgeschopft. Bisher konnte
trotz intensiver Forschung nur ein kleiner Teil der vermutlich Millionen umfassenden Klasse
an Substanzen isoliert und studiert werden.!4-6!

Sekundéarmetabolite werden meist in vier Hauptgruppen eingeteilt:

1. Terpene
Terpene sind aus Isopentenylphosphat (IPP) Einheiten aufgebaut. Die Art der Verkniip-
fung (head-to-head oder head-to-tail) hat dabei entscheidenden Einfluss auf die Eigen-
schaften des resultierenden Oligo-Polymers. Nach der Verkniipfung folgt die Modifikati-
on des nackten Kohlenstoffskeletts iiber Oxidationen, Reduktionen, Hydroxylierungen,
Isomerisierungen oder der Verlust einzelner Kohlenstoffe. Dennoch ist meist das charak-
teristische Isoprengeriist im funktionalen Naturstoff zu erkennen. Eine Unterteilung wird
anhand der Anzahl an Isopreneinheiten vorgenommen. Die Bezeichnung setzt sich aus
einer lateinischen bzw. griechischen Zahl und Terpen zusammen. Bei Terpenen die aus
9 oder mehr IPP-Einheiten bestehen spricht man schliefslich von den Polyterpenen. Die
gangigsten Terpene stellen dabei die Monoterpene (Cig-Korper), Sesquiterpene (Cis-
Korper), Diterpene (Coo-Korper) und Triterpene (Csg-Korper). Terpene aus mehr als 8
IPP-Einheiten werden zu den Polyterpenen gezéhlt. Mono- bis Diterpene sind aufgrund
ihres geringen Dampfdrucks hiufig Botenstoffe. Grofsere Oligo- bzw. Polyterpene (>4
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IPP-Einheiten) dienen hiufig zur direkten oder indirekten Abwehr von Fressfeinden.” 8l

. Alkaloide

Alkaloide sind stickstoffhaltige, meist basische Naturstoffe mit pharmakologischer Akti-
vitdt. Die Alkaloide weisen die grofste Diversitét aller Sekunddrmetabolite auf. Sie wer-
den aus verschiedenen Aminosiuren gebildet. Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin und
Histidin stellen dabei die hdufigsten Startpunkte dar. Aufgrund der Funktion der ersten
isolierten Alkaloide sind sie meist ausschliefslich mit einer Verteidigung gegen Fressfeinde
assoziiert. Allerdings stellen sie auch eine wichtige Gruppe von Phytohormonen dar. Th-
re Verwendung reicht von Antibiotika (Chinine) zu Schmerzmitteln (Morphin, Codein)
und stimulierenden Drogen (Coffein, Kokain oder Nikotin).[% 1]

. Polyketide

Polyketide sind eine Klasse von Naturstoffen, die aus der Addition mehrerer Carboxyl-
sdureeinheiten in Form von Acetyl-, Malonyl- oder Propionyl-CoA gebildet werden. Po-
lyketide bilden eine strukturell stark verschieden sein. Wiederkehrende Elemente sind

-Ketogruppen, aromatische Ringe mit meta-stindigen Hydroxylgruppen und Macro-
zyklen. Die primére Funktionen der Polyketide stellt den Schutz vor Fraffeinden und
Nahrungskonkurrenten dar. Bekannte Gruppen sind dabei die Aflatoxine und Tetra-
cycline. Thre Verwendung beschrinkt sich zumeist auf den pharmazeutischen Bereich
(Antibiotika, Immunosuppressoren, Antikrebsmittel).['1-15]

. Phenylpropanoide

Das charakteristische Strukturelement der Phenylpropanoide ist die namensgebende
Phenylgruppe. Sie werden aus den aromatischen Aminosduren Phenylalanin und Ty-
rosin durch Deaminierung gewonnen. Die resultierenden Sduren werden weiter iiber Hy-
droxylierung, O-Methylierung und Reduktionen modifiziert. In Abhéingigkeit von der
Funktion kénnen weitere Gruppen-spezifische Umsetzungen stattfinden. Die wichtigs-
ten Untergruppen der Phenylpropanoide mit ihren Funktionen sind in siehe Tabelle 3.1
aufgefithrt. Einzelne Phenylpropanoide wurden bereits vor der systematischen Erfor-
schung als Geschmacksverstérker oder Farbstoffe genutzt. Aufgrund der Prévalenz von
Lignin in Pflanzen stellen die Phenylpropanoide die hdufigste Form der Sekundérmeta-
bolite in der Natur dar.[4l

Tabelle 3.1: Wichtigste Gruppen der Phenylpropanoide mit den jeweiligen Hauptfunktionen

10

Gruppe Funktion
Lignin Geriistfunktion
Lignan Verteidigung, Oxidativer Schutz
Suberine Schutzfunktion
Flavonoide | Signalmolekiile (meist farbig), UV-Schutz
Coumarine Verteidigung, UV-Schutz
Stilbene Schutzfunktion, Phytohormone




Einleitung

Palladium-Kreuzkupplungen

Kreuzkupplungen stellen Reaktionen von Organometallverbindungen mit organischen Elektro-
philen in Anwesenheit von Ubergangsmetallen der Gruppen 8-10 dar. Die Reaktion resultiert
zumeist in der Bildung einer neuen C-C Bindung, allerdings konnen auch Bindungen mit He-
teroatomen wie z. B. C-N, C-O oder C-S gebildet werden. Die ersten Kupplungsreaktionen
wurden mit Kupferacetyliden bereits vor 150 Jahren durch-gefiihrt.['% 17l Mit der Entwicklung
der Ullmann-Reaktion 1901 begann die moderne Kupplungschemie. Die erstmalige Nutzung
von Halogenen war dabei wegweisend fiir zukiinftige Forschungsarbeiten.['8! Zur selben Zeit
brachte die Entdeckung der Grignard-Reaktion erstmalig eine relativ milde, selektive Reaktion
hervor.[' Die groRten Probleme, der stéchiometrische oder superstéchiometrische Einsatz des
Metalls und die geringe Toleranz gegeniiber chemischen Funktionalitdten, konnten allerdings
auch diese neuen Methoden nicht 16sen. Der substochiometrische Einsatz von Metallen sowie
die Kreuzkupplung (Kupplung zwischen unterschiedlichen Reaktionspartnern) gelang erst-
mals Kharasch in 1943.120] Die 1940er brachten auch eine Definition der drei grundlegenden
Komponenten der metallkatalysierten Kreuzkupplungen hervor.

1. Verwendung eines Organohalogens als elektrophile Komponente
2. stochiometrische Verwendung eines Organometalls als Kupplungspartner
3. Einsatz einer katalytischen Menge eines Ubergangsmetalls

Die Entwicklung des Feldes nahm in den 1970er Jahren mit ersten Kupplungen zwischen Gri-
gnardverbindungen und Alkenyl- und Arylhalogenen in Anwesenheit von Nickel(II)phosphin-
komplexen durch Corriu et al. und Kumada und Mitarbeitern Schwung auf.[?!: 22| Richard
Heck gelang es 1972 erstmals, eine Kreuzkupplung mit Palladium ohne die Verwendung eines
prafunktionalisierten Organometalls durchzufiihren. Seine Kupplung von Iodbenzol und Styrol
kam noch ohne die spiiter charakteristischen Phosphinliganden aus.[?3] Aufgrund der héheren
Selektivitidt der Palladiumkatalysatoren und der Abhéngigkeit der Nickel-katalysierten Re-
aktionen von Grignardreagenzien verdringten diese andere Katalysatoren nahezu vollstdndig
aus dem Gebiet der Kreuzkupplungen.

1975 folgte die Kreuzkupplung zwischen Arylhalogenen und Alkinen durch Kenkichi Sonoga-
shira. Dabei gelang es erstmals die Reaktion auch unter milden Bedingungen (Raumtempera-
tur) durchzufiihren, was die Selektivitiit erhohte.[?4] Die folgenden Jahre brachte weitere Kom-
binationen an Kupplungspaaren hervor. 1977 stellte Ei-ichi Negishi die Kreuzkupplung mit
Hilfe von Zinkhalogenen vor. John Stille folgte 1978 mit der Kupplung zwischen Organostan-
nanen und Arylhalogenen.[?®! 1979 konnte der néchste Durchbruch mit der Verwendung von
Boronsduren bzw. Boronsidureestern durch Miyaura und Suzuki erzielt werden. Klare Vorteile
dabei sind die einfache Darstellung und langfristige Stabilitdt der Reaktanten. Die Palladium-
Kreuzkupplungen zdhlen heute zu den bedeutendsten Reaktionen in der organischen Chemie.
Gerechtfertigterweise wurden daher Richard F. Heck, Fi-ichi Negishi und Akira Suzuki fiir
ihre Entwicklungen auf diesem Feld 2010 mit dem Nobelpreis fiir Chemie geehrt.

3.2 Zielsetzung

Die Markteinfithrung neuer Wirkstoffe wie Antibiotika oder spezialisierter Antitumormedika-
mente gestaltet sich zunehmend schwierig. Aufierst kostspielige Entwicklungs- und Zulassungs-
verfahren, verbunden mit einer sinkenden Zahl forschender Unternehmen fiihrt zu geringen
Zahlen an Neuzulassungen. Immer noch hat ein Grofteil der zugelassenen Priaparate hat einen
Naturstofthintergrund. Die Zahl der neu erschlossenen Leitstrukturen, der pharmakologisch
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Einleitung

wirksamen Kernstruktur, nimmt jedoch deutlich ab. Gleichzeitig steigt die Zahl der isolierten
und identifizierten Naturstoffe jedes Jahr aufs neue. Viele Klassen wurden lange Zeit als zu
komplex beurteilt, um sie kosteneffizient herstellen zu kénnen. Mit dem zunehmend interdis-
ziplindren Ansatz in der Herstellung, sowie grofe Entwicklungen in der Biotechnologie, riickt
die Erschliefung dieser Klassen jedoch zunehmend niher.[26-29]

Das Ziel dieser Arbeit ist die Synthese und Untersuchung von Pinoresinolderivaten. Pinore-
sinol ist der wichtigste Vertreter der Klasse der Lignane. Lignane gehdren zu den vielféltigs-
ten Gruppen an Naturstoffen. Dennoch sind nur wenige auf ihnen basierende Pharmazeutika
entwickelt worden. Seit der Aufkldarung der Biosynthese nimmt jedoch das Interesse an ih-
nen signifikant zu. In der vorliegenden Arbeit sollte die Synthese durch eine Kombination
von chemischen und enzymatisch katalysierten Schritten erfolgen. Startpunkt ist dabei ein
Zimtsdurederivat. Durch die Wahl der Substituenten des Aromaten soll dabei die Selektivitat
nachfolgender Schritte erhoht werden.

Rt Derivatisierung

1 1
R X OH R X OH
Reduktion Dimerisierung
HO — Ho — R

R? R?

Abbildung 3.1: Synthesestrategie zur Herstellung von Pinoresinolderivaten

Nach der Etablierung einer Synthese soll eine Bibliothek an Derivaten zur Untersuchung der
Struktur-Wirkungsbeziehung erzeugt werden. Entscheidend fiir die Erzeugung der Derivate ist
die Verwendung einer robusten und vielseitigen Methode. Palladium-Kreuzkupplungen sind
dafiir besonders geeignet. Sie stellen eine flexible Klasse, mit hervorragenden Reaktivitdten,
Selektivitdten sowie einer breiten Toleranz chemischer Gruppen dar, welche zur Erzeugung
grofser Substanzbibliotheken geeignet sind. Die Suzuki-Kupplung nimmt dabei aufgrund ihrer
Vielseitigkeit und geringen Toxizitdt eine besondere Rolle ein. Sie ist eine der wenigen Reak-
tionen die auch grofstechnisch mit relativ geringem Aufwand zu betreiben ist und stellt dabei
einen idealen Startpunkt fiir die Derivatisierungen dar.

In einem Kooperationsprojekt soll der Transfer der chemischen Synthese in einen modifi-
zierten E. coli Stamm getestet werden. Die Nutzung von Mikroorganismen in der Synthese
von Pharmazeutika hat eine Reihe von Vorteilen. Enzyme sind oftmals in der Lage hoch-
komplizierte Reaktionen in exzellenten Ausbeuten und mit hoher Selektivitit durchzufiihren.
Die Verwendung von teuren chemischen Katalysatoren wird vermieden, was sich positiv auf
die Kosten eines Prozesses auswirkt. Von zunehmender Bedeutung wird auch die Umwelt-
freundlichkeit eines Prozesses. Auch dabei liegen die meisten enzymatischen Prozesse vor
vergleichbaren chemischen. Bei der Entwicklung eines solchen Prozesses ist die Flexibilitat
des Systems ein entscheidender Faktor. Daher sollen eine Reihe verschiedener Zimtsduren
getestet werden. Da nicht alle kommerziell erhiltlich sind sollen Synthesen zur Darstellung
dieser, sowie bendtigter Referenzsubstanzen, entwickelt werden.
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4 Kenntnisstand

Im Kenntnisstand sollen nun die wichtigsten theoretischen Grundlagen der vorliegenden Ar-
beit vorgestellt werden. Sie werden chronologisch nach ihrem Auftreten in der Arbeit erldu-
tert. Zunéchst wird die Stoffklasse der Lignane als die Zielstruktur vorgestellt, gefolgt von
den Enzymen, welche mit deren Synthese assoziiert sind. Als Letztes wird Suzuki-Kupplung
beschrieben.

4.1 Lignan

Lignane sind polyphenolische Sekundédrmetabolite aus der Gruppe der Phenylpropanoide. Sie
werden nahezu ausschliefslich von Landpflanzen gebildet, finden sich jedoch auch in anderen
Taxa. In Pflanzen sind sie in allen Organen verbreitet und erfiillen eine Reihe verschiede-
ner Funktionen. Sie werden meist durch radikalische Dimerisierung von Zimtalkoholderivaten
(siche Abbildung 4.1), den Monolignolen (7, 4 oder 8), synthetisiert. 130321 Der Term Li-
gnan wurde in den 1940er Jahren durch Haworth vorgeschlagen und bezeichnete urspriinglich
nur die wichtigste Untergruppe (8-8’ verkniipfte Dimere). Alle anderen Verkniipfungsformen
wurden mit dhnlichen Termen (z.B.: Neolignan, Norlignan) bezeichnet.1?3l Aufgrund der Be-
deutungszunahme dieser Gruppen wird in neuer Literatur wie auch in der vorliegenden Arbeit
der Term Lignan fiir alle Verkniipfungsformen verwendet. Sofern notwendig, wird die genaue
Verkniipfungsform spezifiziert.

Abbildung 4.1: Zimtalkoholgrundstruktur (schwarz) mit moglichen Derivatisierungspositio-
nen (rot). R"3= H fiir Zimtalkohol (9). R*¥*= -H, -OH, -OMe R?= -OH fiir
Zimtalkoholderivate. Cumaralkohol (7) R'?® = H, R?= OH, Coniferylalkohol
(4) R! = OMe, R?= OH, R®*= H, Sinapylalkohol (8) R!* — OMe, R?~ OH

4.1.1 Strukturen

Lignane sind aus den Monolignolen Cumaralkohol (7), Coniferylalkohol (4) und Sinapylalko-
hol (8) aufgebaut. Die Dimerisierung erfolgt in einem radikalischen Mechanismus, nach der
Oxidation des 4’-Phenols. Aufgrund der hohen Reaktivitdt der Radikale ist eine Reihe ver-
schiedener Verkniipfungsmoglichkeiten denkbar und auch in der Natur vorhanden. Mogliche
Produkte, die auch in Lebewesen gefunden wurden, beinhalten 8-8’, 8-1°, 8-5’, 8-0-4’, 5-5’,
3-0-4’,7-1’, 1-5" und 2- O-3’ Verkniipfungen. Aus dieser Vielfalt stechen die 8-8’ Verkniipfungs-
formen heraus, sowohl was die Anzahl der Vertreter als auch die Bedeutung betrifft. Basierend
auf der Struktur der Verkniipfung werden noch weitere Unterteilungen vorgenommen (siehe
Abbildung 4.2).
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Kenntnisstand

O «R OGR R OH R
OH 0
H H H H
o)
R™No R OR R R
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Bibenzylcyclooctadien

Abbildung 4.2: Klassifikation der 8-8” Verkniipfungen basierend auf der Struktur

4.1.2 Biosynthese

Die Biosynthese der Monolignolbausteine beginnt mit den aromatischen Aminosduren Phenyl-
alanin (10) oder Tyrosin (11). Eine Ammoniaklyase (Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL)
fiir Phenylalanin (10) und Tyrosin-Ammoniak-Lyase (TAL) fiir Tyrosin (11)) eliminiert die
Aminofunktion (siehe Abbildung 4.3). p-Cumarsiure (12) entsteht durch Hydroxylierung der
4-Position der Zimtsdure (13). Die p-Cumarsiure (12) wird mit Coenzym A zum respektiven
Thioester (14) umgesetzt. Eine Umesterung mit Shikimisiure oder Chinasiure ist notwendig
fiir die Erkennung durch die p-Cumarat-3-hydroxylase (pC3H). Lange Zeit war nicht bekannt,
welcher Ester die Edukte fiir Lignane bereitstellt oder ob es sich um einen redundanten Stoff-
wechselweg handelt. Erkenntnisse bei Niggeweg et al. legen jedoch nahe, dass Monolignole
hauptsichlich aus dem Shikimisdureester gebildet werden.* Die pC3H hydroxyliert die p Cu-
marsdure (12) in 3-Position und erzeugt damit das jeweilige Kaffeoylderivat. Eine Umesterung
mit Coenzym A resultiert im Kaffeesiure-CoA-ester (15). Manche Pflanzenfamilien haben ei-
ne direkte Hydroxylierung der p-Cumarsiure (12) zur Kaffeesdure durch eine Mutation in der
pC3H entwickelt.3®] Ausgehend von Thioester 15 kann eine Reihe Monolignole synthetisiert
werden. Durch eine Reduktion zum Alkohol erhidlt man Kaffeealkohol (16). Nach einer O-
Methylierung mit anschliefender Reduktion erreicht man das wahrscheinlich héufigste Mono-
lignol Coniferylalkohol (4). Durch eine weitere Hydroxylierung in 5-Position auf der Stufe von
Coniferylalkohol (4) oder -aldehyd (17) erhélt man 5-Hydroxyconiferylalkohol (18)/-aldehyd
(19). Aufgrund der hohen Oxidationsempfindlichkeit durch die zusatzliche Hydroxylgruppe,
wird diese sehr schnell methyliert. Dies fiihrt entweder direkt oder nach Reduktion zum letz-
ten Monolignolbaustein Sinapylalkohol (8). Verzweigungen fithren zu anderen Gruppen der
Phenylpropanoide wie den Stilbenen (ausgehend von Zimtsdure), Coumarinen (ausgehend von
Cumarsédure) oder dhnliche.

Die eigentlichen Lignane werden anschliefend aus der Dimerisierung der Monolignolbau-
steine gebildet. Die Dimerisierung wird durch eine ein-Elektronenoxidation initiiert. Laccasen
sind die Enzyme der Wahl fiir diese Oxidation. Aufgrund der hohen Reaktivitdt der Radikale
und der Delokalisierung des Radikals innerhalb des Molekiils kénnen eine erhebliche Menge
an verschiedenen Kupplungsprodukten gebildet werden. Dennoch sind aus Pflanzen isolierte
Lignane optisch aktiv, was eine selektive Umsetzung zu einem Enantiomers erforderte. Lange
Zeit konnten diese Ergebnisse nicht erklart werden. In 1992 wurde erstmals ein Protein aus
Forsythia intermedia isoliert, welches zur Anreicherung von (-+)-Pinoresinol [(+)-6] im Pro-
duktgemisch fiihrte.[*8] Diese neue Klasse von Enzymen wurde dirigierende Proteine (aus dem
Lateinischen dirigere = ausrichten, leiten) getauft, da sie selbst keinerlei katalytische Aktivitét
aufwiesen, aber das Produktspektrum in Richtung eines Enantiomers verschoben. Bei der Un-
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Kenntnisstand

tersuchung dieser Proteine konnte gezeigt werden, dass sie die Radikale in extrem hoher Affini-
tét binden und die Reaktion zum gewiinschten Produkt durch die Orientierung erzwingen.[3"]
Die Entdeckung beschriinkte sich nicht nur auf die Bildung von (+)-Pinoresinol [(+)-6]. In-
nerhalb weniger Jahre konnten dirigierende Proteine nicht nur fiir das korrespondierende
Enantiomer identifiziert werden,! sondern auch in anderen Biosynthesewegen nachgewiesen
werden.?®] Genaue Untersuchungen zeigten, dass das dominante Enantiomer in Abhéngig-
keit vom dirigierenden Protein in verschiedenen Organen und zwischen Arten variieren kann.
In-vitro Experimente zeigen jedoch, dass die hohe Enantiomerenreinheit der Lignane nicht
allein durch die dirigierenden Proteine zustande kommen kann. Eine weitere Selektion muss
daher in darauffolgenden Reaktionen erfolgen. Nach der Dimerisierung finden eine Reihe wei-
terer Modifikation am Lignan statt. Diese bestehen haufig aus zusitzlichen Reduktions- und
Oxidationsschritten sowie Glykosylierungen. Die dafiir verantwortlichen Reduktasen weisen
eine hohe Enantioselektivitiat auf, was die weitere Anreicherung des gewiinschten Enantiomers
unterstiitzt.

(+)-Lariciresinol (20)

PLR

SDH
MeO

HO

(-)-Matairesinol (23) (-)-Secolariciresinol (21)

Abbildung 4.4: Beispiel zur Synthese von (-)-Matairesinol [(+)-23] aus (+)-Pinoresinol
[(+)-6], PLR = Pinoresinol-Lariciresinol-Reduktase, SDH = Secoisolaricire-
sinolreduktase

Zunichst wird ein Tetrahydrofuranring des (+)-Pinoresinols [(+)-6] reduktiv unter dem
Verbrauch von Nicotinamidadenindinukleotidphosphathydrid (NADP-H) geoffnet. Die ver-
antwortlichen Pinoresinol-Lariciresinol-Reduktasen (PLRs) weisen dabei eine sehr grofe En-
antioselektivitdt auf. Ricklefs et al. zeigten erstmals die Anwendung einer PLR zur Anrei-
cherung eines Enantiomers ohne die Verwendung eines dirigierenden Proteins.[??) Das gebil-
dete (+)-Lariciresinol [(+)-20] wird anschliefend erneut durch dieselbe PLR zum (-)-Seco-
isolariciresinol [(-)-21| reduziert. Durch eine Oxidation mit anschlieffendem Ringschluss einer
der C-9 Alkoholfunktionen wird zunichst das Lactol 22 gebildet. Als Oxidationsmittel dient
dabei ein Aquivalent Nicotinamidadenindinukleotid (NAD). Die Reaktion wird von der Se-
coisolariciresinolreduktase (SDH) katalysiert. Eine weitere Reduktion, welche ebenfalls durch
die SDH katalysiert wird, fiihrt zu (-)-Matairesinol |(-)-23] (siehe Abbildung 4.4). Von (-
)-Matairesinol [(-)-23] ausgehend wird der Rest der 8-8’-verkniipfter Lignane produziert [2.B.:
Podophyllotoxin (24) siehe Kapitel 4.1.4].
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Abbildung 4.5: Zusammenstellung antioxidativer, antimykotischer und antibakterieller Ligna-
ne. Lignane mit antioxidativer Wirkung: Sesamin (25) Lignane mit antimy-
kotischer Wirkung: Thannilignan (26), Magnolol (27) und Nordihydrogen-
guajaretsiure (28) Lignane mit antibakterieller Wirkung: Magnolol (27) und
Nordihydrogenguajaretsiaure (28).

4.1.3 Biologische Funktion
4.1.3.1 Pflanzen

Lignane erfiillen eine Reihe verschiedener Funktionen in Pflanzen. Der Schutz gegeniiber ver-
schiedenen Risikofaktoren (z.B.: oxidativem Stress, Frafifeinde oder Pathogene) stellt dabei
die Hauptfunktion dar. Sesamin (25) aus Sesamum indicum ist ein bekanntes Beispiel fiir
die antioxidativen Eigenschaften. In Form von Sesamdl findet es vielfach Anwendung in der
Korperpflege oder als Speisedl in verschiedenen asiatischen Lindern. Auch wenn viele der
ihm zugeschriebenen Eigenschaften nicht wissenschaftlich belegt sind, so ist ein positiver Ef-
fekt auch wissenschaftlich nachgewiesen worden.[*”] Neben seiner Rolle als Startpunkt des
Lignansynthesewegs wurde Pinoresinol (6) auch eine Reihe antimikrobieller Funktionen nach-
gewiesen.Eine antimykotische Wirkung ist fiir viele Lignane belegt. (-)-Matairesinol [(-)-23|
in Picea abies besitzt eine fungizide Wirkung gegeniiber Fomes annosus. Termilignan und
(-)-Thannilignan [(-)-(26)]| konnten in Terminalia bellirica nach einer Infektion mit Penicilli-
um ezpansum nachgewiesen wurden. Die minimale inhibitorische Konzentration (MIC) betrug
dabei nur 1 bzw. 2pg Lignan (sieche Abbildung 4.5).[41] Viele Lignane weisen zusatzlich zur
fungziden auch eine antibakterielle Wirkung auf. Dazu gehort Magnolol (27) aus Melissa of-
ficinalis oder M. grandiflora. Magnolol (27) wurde Aktivitat gegeniiber Aspergilus niger (30
ng/mL), sowie gegeniiber Staphylococcus aureus und Bacillus subtilis (5-10 pg/mL) nach-
gewiesen. Nordihydrogujaretsiaure (28) konnte ebenfalls erfolgreich gegeniiber verschiedenen
Salmonella spp., Streptococcus pyrogenes, Saccharomyces cerevisiae und verschiedenen Peni-
cillum spp. getestet werden.[42 43]

Beispiele fiir Lignane mit insektizider Wirkung sind dufert weit verbreitet. (+)-Haedoxon
A [(+)-29] aus Phryma leptostachya bewirkt eine Muskelrelaxation bei Schmetterlings- und
Fliegenlarven, die zur Paralyse und Tod der Larve fiihren kann.[*!| Licarin B (30), ein 8-5’
verkniipftes Lignan aus Myristica fragans, wurde erfolgreich gegen das Larvenstadium des
Seidenspinners Bombyx mori getestet. Magnolol (27) weist neben den bereits beschriebenen
Aktivitdten auch eine toxische Wirkung gegeniiber Mosquitolarven auf.*5] Cannabisin B /C
(31)/(32) zeigen eine dhnliche Wirkung gegeniiber Arbeitern der Spezies Reticulitermes spe-
ratus (Termiten).[*6]
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Abbildung 4.6: Zusammenstellung verschiedener Lignane mit insektizider (29, 30, 31, 32)
oder allelopathischer (33) Wirkung.

Die Lignane sind allerdings nicht zwangsweise toxisch. Die molekularen Targets sind genauso
vielfdltig wie die Struktur der Lignane. (+)-Sesamin [(+)-25] hemmt das Wachstum des Sei-
denpflanzenschidlings Oncopeltus fasciatus (Milchkrautwanze).*” (-)-Matairesinol [(-)-23]
inhibiert die Entwicklung des Kartoffelzystennematoden Globodera rostochienis (siehe Abbil-
dung 4.6).148l

Die Rolle der Lignane erstreckt sich auch in das Feld der Phytohormone. Eine allelopathische
(inhibitorische) Wirkung wurde auch gegeniiber anderen Pflanzen nachgewiesen. Nordihydro-
gujaretsdure (28) inhibiert die Keimung/das Wachstum einer Reihe von Pflanzen.[*] Fargisin
(33) und Sesamin (25) inhibieren das Keimen von Arachis hypogaea (Erdniissen) iiber eine
Wechselwirkung mit dem Lipidstoffwechsel.®®) Dehydrodiconiferylalkohol-Glucoside [(+) und
(-)] stimulieren das Zellwachstum dhnlich wie das Zytokin Zeatinribosid.

4.1.3.2 Siugetiere

Saugetiere synthetisieren keine eigenen Lignane, da ihnen der Phenylpropanoidstoffwechsel
fehlt. Stattdessen werden mit der Nahrung aufgenommene Lignane modifiziert. Beispiele fiir
diese mammalen Lignane sind Enterolacton (34) und Enterodiol (35) (siehe Abbildung 4.7).
Die Bildung dieser beiden Lignane erfolgt im Darm aus Matairesinol (23) oder Secoisolarici-
resinoldiglukosid durch Deglykosylierungen, Demethylierungen und Dehydroxylierungen iiber
Bakterien.!] Ein hoher Gehalt dieser beiden Lignane ist mit einem geringeren Risiko gegen-
iiber bestimmten Krebsarten assoziiert (siehe Kapitel 4.1.4). Eine Schédigung der Darmflora
(z. B. durch Antibiotikaeinnahme) hat nachweislich einen negativen Effekt auf den Gehalt
an Enterolacton (34) und Enterodiol (35), welcher noch bis zu einem Jahr nach Einnahme
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Abbildung 4.7: Mammale Lignane Enterolacton (34) und Enterodiol (35). Die Bildung aus
Matairesinol (23) oder Secoisolariciresinol (21) findet im Darm durch Bakte-
rien, mit anschliefsender Aufnahme iiber die Darmschleimhaut, statt.

nachweisbar ist.[32]

4.1.4 Pharmazeutische Nutzung

Das pharmazeutische Potential von Lignanen ist enorm.®3l Eine Schwierigkeit ist die Quan-
tifikation des Effekts der einzelnen Lignane auf Sdugetiere, insbesondere den Menschen. Die
Aufnahme kann durch eine Reihe von Quellen erfolgen, die eine grofe Vielfalt an Lignanen ent-
halten, deren Qualitdt und Quantitdt wiederum unter anderem von der Verarbeitung abhéngt.
Héufige Quellen von Lignanen sind Cerealien, Brot, Flachs-, Sesamsamen, Rot-, Rosenkohl,
aber auch Tee, Kaffee und Wein. Hinzu kommt die Schwierigkeit, diese Lignane sowohl im
Lebensmittel, als auch im Patienten nachzuweisen.

Dennoch koénnen verschiedene Effekte in-vitro und in-vivo nachgewiesen werden. Als Extrakt
werden sie in verschiedenen traditionellen Medikamenten verwendet.[>*57] Mammale Lignane,
wie Enterolacton und Enterodiol, reduzieren das Krebsrisiko fiir sexualhormonell induzierte
Krebsarten (Brustkrebs, Prostatakrebs und Darmkrebs) in Menschen. Aufgrund der chemi-
schen Ahnlichkeit zu Ostrogenen und Androgenen kann eine kompetitive Hemmung oder eine
Konkurrenzsituation auftreten.[®® 611Als Begriindung dafiir wurden unter anderem auch die
antioxidativen Eigenschaften der Lignane postuliert.[? Neben priventiver Wirkung beson-
ders gegeniiber Brustkrebs konnten auch anti-cancerogene Effekte in in-vitro Studien belegt
werden.[%3 64 Studien aus verschiedenen Lindern zeigen eine positive Korrelation zwischen
der Konzentration an Enterolacton (34) in Teilnehmern und einem reduzierten Risiko fiir das
Auftreten eines akuten Koronarsyndroms (Verschluss/Verengung von HerzkranzgefiRen).[6%]

Anderen Lignanen konnten antinflammatorische |Isolariciresinol, Pinoresinol (6)] oder blut-
gerinnende (Neojusticin A, Justicidin A /B) Wirkungen nachgewiesen werden. (%71 Trotz viel-
versprechender Aktivitéten stellt der Transfer in pharmazeutische Tests aufgrund der geringen
Verfiigbarkeit der Reinstoffe ein grofses Problem dar. Eine Ausnahme von dieser Regel stellt
das bekannteste Beispiel der Lignane Podophyllotoxin (24) dar (siehe Abbildung 4.8). Es wird
zur Behandlung der von humanen Papillomaviren verursachten Feigwarzen sowie einiger spe-
zieller Tumore (Wilms Tumore, Genitaltumore und malignen Lymphomen) eingesetzt.[72774]
Podophyllotoxin (24) bindet an Tubulin und verhindert dadurch deren Polymerisation wéh-
rend der Zellteilung, was zur Nekrose der betroffenen Zellen fiihrt.[”®! Ausgehend von Podo-
phyllotoxin (24) konnten mehrere Derivate (Etopophos, Etoposid und Teniposid) hergestellt
werden. Aufgrund der geringeren Toxizitdt kdnnen sie gegeniiber einer groferen Anzahl an
Tumoren verwendet werden. Die gednderte Toxizitdt hdngt dabei mit einem Targetshift zur
Inhibition der DNA Topoisomerase II zusammen, deren Inhibition zu Strangbriichen, gefolgt
vom Zelltod, fiithrt.[76]
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Abbildung 4.8: Struktur von Podophyllotoxin (24)

4.2 Laccasen

Laccasen sind eine weit verbreitete Gruppe der Oxidoreduktasen (EC 1.10.3.2.). Erstmalig
wurden sie 1883 aus dem japanischen Lackbaum Rus vernicifera isoliert, dem sie auch ihren
Namen verdanken.["”l In der Natur sind Laccasen in allen Doménen verbreitet. Besonders
unter den Pflanzen und Pilzen findet sich eine Vielfalt verschiedener Laccasen, was mit ihrer
Funktion im Auf- und Abbau von Makromolekiilen wie zum Beispiel Lignin zusammenhéngt.
Lange Zeit wurde vermutet, dass sich ihre Verbreitung auf die Eukarya beschrénkt, jedoch
wurden mittlerweile auch prokaryotische Laccasen identifiziert. Ein bedeutender Unterschied
zwischen Laccasen aus verschiedenen Taxa ist das Oxidationspotential. Laccasen aus Pflanzen
und vielen Bakterien weisen mit bis zu 400 mV nur ein etwa halb so grofses Potential auf,
wie Laccasen aus Pilzen mit bis zu 780mV. Sie katalysieren die Ein-Elektronen-Oxidation
verschiedener organischer Substanzen oder metallischer Ionen bei gleichzeitiger Reduktion
von molekularem Sauerstoff zu Wasser. Ihr aktives Zentrum, der Trinuklearen Cluster (TNC),
enthélt vier Kupferionen, weshalb sie zu den Multikupferenzymen gezéhlt werden. Pilzliche
Laccasen sind Glykoproteine deren, Kohlenhydratanteil meist zwischen 10-45% liegt. Thre
Unabhéngigkeit von Cosubstraten und die geringe Substratspezifitdt macht sie interessant fiir
eine grofitechnische Anwendung. Thr pH-Optimum liegt hdufig im sauren bis schwach sauren
Bereich. Jedoch konnten auch eine Reihe von Laccasen mit Optima im basischen Bereich
charakterisiert werden.[7880l

4.2.1 Struktur

Laccasen sind Multidoméanenproteine, die vermutlich im Verlauf der Evolution aus der Dupli-
kation einer einzelnen Kupferbindenden-Domine entstanden sind.l®! Zunichst wird der am
weitesten verbreitete Fall der drei-Doménen Laccase beschrieben. Die Drei-Doménen Lacca-
sen waren lange Zeit der einzige bekannte Typus und sind dementsprechend besser erforscht.

Die einzelnen Doménen der Laccase bilden jeweils eine Cupredoxin-Falte. Die Cupredoxin-
Falte ist eine Greek-key barrel Struktur. In einer Greek-key barrel Struktur formen mehrere

-Sheets ein Fass. Im Falle der Laccasen wird das barrel aus zwei -Sheets mit jeweils vier
Stringen gebildet (siehe Abbildung 4.9).18? Ein einzelstehendes Kupferion ist dabei in Domiine
drei gebunden. Die anderen Kupferionen bilden einen TNC an der Schnittstelle der Domé&nen
1 und 3. Die Bindetasche fiir das zu oxidierende Substrat befindet sich in der Schnittstelle
der Doménen 1 und 2 nahe des einzelnen Kupfers. Die Wechselwirkung mit dem Substrat
findet dabei indirekt iiber einen Histidinrest statt. Die Reduktion des molekularen Sauerstoff
15uft im TNC ab.83: 84 Vor kurzem wurden in Bakterien zwei verschiedene Arten kleinerer
zwei-Doménen Laccasen gefunden. Diese liegen im Gegensatz zu ihren grofseren Verwandten
als funktionelle Homotrimere vor. In beiden Typen befindet sich der TNC an der Schnittstelle
von Doméine 1 und 2 verschiedener Monomere. Sie unterscheiden sich jedoch in der Position
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Abbildung 4.9: Dreidimensionale Darstellung der Sekundéarstruktur der Laccase aus Melano-
carpus albomyces einer drei-Doménen Laccase (1GW0), adaptiert nach Haku-
linen et al.citeupHakulinen2015
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der Substratbindetasche/-mulde und des einzelstehenden Kupfers. Im Typ A liegen diese in
Domine 1 und bei Typ B in Domine 2 (siche Abbildung 4.10).185-87]

Abbildung 4.10: Dreidimensionale Darstellung der Sekundérstruktur zweier Zwei-Doméanen
Laccasen aus Streptomyces coelicolor (3CG8) und aus einem nicht néher
identifizierten Organismus aus einer Metagenomstudie (4E9V).187]

4.2.1.1 Kupferzentrum

Die vier Kupferionen konnen in drei verschiedene Kategorien (T1, T2 und T3) eingeteilt wer-
den. Die intensive Absorptionsbande bei 600 nm (blauer Spektralbereich) ist charakteristisch
fiir das T1 Kupfer. Die blaue Farbe gibt den Laccasen auch den Beinamen blue enzymes
und kommt durch die starke Bindung zu einer Cysteinseitenkette zustande. Als Ort der Sub-
stratoxidation weist es das hochste Oxidationspotential auf. Zwei Histidine sind ebenfalls als
Liganden sehr stark konserviert. Ein wesentlicher Unterschied zwischen verschiedenen Orga-
nismen zeigt sich im letzten Liganden. In Pflanzen und vielen Bakterien nimmt Methionin
diese Position ein, wihrend sich in Pilzen meist ein Leucin oder Phenylalanin findet. Mutati-
onsexperimente zeigten einen wesentlichen Einfluss des Liganden, auf das Oxidationspotential
der Laccase. Der Einfluss verschiedener Liganden auf die Reaktivitdt von Metallkatalysato-
ren ist auch in der chemischen Katalyse entscheidend. Auf dem Gebiet der Kreuzkupplungen
kann beispielsweise ein Wechsel des Phosphinligandens die Ausbeute um ein Vielfaches erho-
hen oder senken. Ein Austausch des Liganden in pflanzlichen Laccasen fithrt zu einer starken
Erhohung des Oxidationspotentiales.[8%> 8 89 Die anderen Kupferionen bilden, wie erwihnt,
einen TNC im Abstand von 13 A zum T1 Cu. Das T2 Kupfer weist eine quadratisch plana-
re Koordination auf. Es konnte ebenso wie das T1 Kupfer {iber sein spezifisches Signal im
electron paramagnetic resonance (EPR) nachgewiesen werden. Eine Koordinationstelle zeigt
ins Innere des Clusters und ist im Ruhezustand unbesetzt. Die beiden direkt benachbarten
Positionen sind durch zwei Histidinreste besetzt. Die letzte Position wird durch ein Wasser-
molekiil bzw. Hydroxidion eingenommen. Die beiden letzten Kupferionen gehoren beide zum
Typ 3. Sie weisen eine Absorptionsbande bei 330 nm auf. Aufgrund des Diamagnetismus sind
beide Kupfer im EPR nicht sichtbar. Sie weisen eine trigonal bipyramidale Struktur auf (sie-
he Abbildung 4.11). Jeweils eine dquatoriale Position, die ins Innere des Clusters zeigt, ist
unbesetzt. Zwei dquatoriale und die nach aufen weisende axiale Position sind durch jeweils
drei Histidinreste besetzt. Die verbleibende axiale Position wird im Ruhezustand durch ein
von beiden gebundenes Hydroxidion gefiillt (p-Hydroxobriicke). Unabhéngig vom Organismus
sind die Aminosduren des aktiven Zentrums sehr stark konserviert. Dies erlaubt es unbekannte
Laccasen anhand der HXH-Sequenz der acht Histidine im TNC zu identifizieren.[? 90, 911
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Abbildung 4.11: Dreidimensionale Verteilung der vier Kupferionen im aktiven Zentrum der
Laccase aus M. albomyces (1GWO0). mit den konservierten Aminoséuresei-
tenketten

4.2.2 Mechanismus

Der Grundzustand der Laccase wird als resting ozidized state (RO) bezeichnet. Dabei sind
alle vier Kupferionen oxidiert (=zweifach positiv) und zwischen den beiden T3 Kupfern ist
ein Hydroxidion gebunden. Der Eintritt eines Substrates in die Bindetasche, gefolgt von des-
sen Oxidation, setzt den Katalysezyklus mit der Reduktion des T1 Kupfers in Bewegung.
Rontgenkristallanalysen zeigen, dass das T1 Kupfer dabei nicht direkt mit dem Substrat in-
teragiert. Der Kontakt wird durch ein Histidin vermittelt, welches das Kupfer koordiniert.[84]
Das dabei entstandene Substratradikal durchlduft weitere Reaktionen in Abh#ngigkeit der
Funktion der Laccase (siehe Kapitel 4.2.3). Das aufgenommene Elektron wird iiber eine Reihe
von Histidinen und Cysteinen an den TNC iibertragen. Der Prozess wiederholt sich, bis mit
der vollstindigen Reduktion aller Kupferionen das reaktive fully reduced intermediate (FR)
entsteht. Das Hydroxidion verldsst dabei nach der Aufnahme eines Protons als Wassermolekiil,
nach zwei Oxidationsschritten, den Cluster. Die genaue Reihenfolge der Elektronenaufnahme
im TNC konnte bisher nicht eindeutig gekldrt werden. Die Aufnahme von Sauerstoff durch
das FR, verbunden mit einer zwei-Elektronen Reduktion, fithrt zur Bildung des perozide in-
termediate (PI). Das dabei entstandene Peroxid wird im Inneren des TNC durch eine Wech-
selwirkung mit allen Kupfern stabilisiert. Uber Mutation der Histidine zu Glutaminen, welche
nicht in der Lage sind Kupfer(II) zu binden, konnte nachgewiesen werden, dass die Elektronen
des ersten Reduktionsschrittes vom T2 und T3z Kupfer stammen. Beide Kupfer sind dabei
iiber die Wechselwirkung mit einem negativ geladenen konservierten Aspartatrest (nicht dar-
gestellt) aktiviert. Die Mutation des Aspartat zu einem #hnlichen ungeladenen Substituenten
fithrt zu vollsténdigem Aktivitatsverlust, wihrend der Austausch gegen Glutamat nur zu einer
verminderten Aktivitdt fiihrt. Die Bildung des PI stellt den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der Reduktion dar. Die folgende reduktive Spaltung des Peroxids ist so schnell, dass der
gesamte Prozess lange filschlicherweise als vier-Elektronenreduktion angesehen wurde.[92: 93]
Die Spaltung der O-O Bindung im Peroxid wird durch den Elektronentransfer vom T1 Kupfer
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Abbildung 4.12: Darstellung des katalytischen Zyklus einer Laccase bestehend aus der ein-
Elektronen Oxidation von vier Substratmolekiilen verbunden mit der vier-
Elektronenoxidation von molekularen Sauerstoff zu Wasser.
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zum T2 Kupfer eingeleitet. Die Reduktion des T2 Kupfers fithrt zu einer Konformationsidnde-
rung des Peroxids, verbunden mit einem Brechen der Bindung zum T2 Kupfer. Das Peroxid
shiftet zwischen die beiden T3 Kupfer. Diese Konformation wird als PI+e bezeichnet. Das
Peroxid wird anschliefiend indirekt durch ein Glutamat protoniert. Die folgende Reduktion
fithrt zur Spaltung des Peroxids und zur Bildung des native intermediate (NI). Das NI bildet
eine stabile Spezies, in der Sauerstoff bis zur Oxidationsstufe des Wassers reduziert ist. Die
Sauerstoff-Atome sind dabei von allen Kupferionen im TNC gebunden. Eines ist bereits zum
Hydroxid protoniert. Dichtefunktionaltheorie (DFT)-Rechnungen und Experimente konnten
fiir diesen Reduktionsschritt noch einen alternativen moglichen Mechanismus nachweisen. In
diesem Fall tritt die Spaltung des Peroxids vor dem Transfer des Protons auf. Berechnungen
zeigten den Unterschied fiir die Aktivierungsenergien von nur 0.7 kcal/mol, was eine Festle-
gung auf einen Mechanismus ohne weitere Erkenntnisse verhindert. In Anwesenheit weiterer
Substrate kann die Laccase unter Umgehung des RO direkt zum FR iibergehen. Die gebunden
Sauerstoffe werden dabei nach Aufnahme von Protonen als Wasser abgegeben. In Abwesen-
heit geeigneter Substrate geht die Laccase langsam unter Freisetzung eines Sauerstoffes, nach
doppelter Protonierung, in den RO iiber (siche Abbildung 4.12).19% 95

4.2.3 Funktion und Anwendung

Die Oxidation phenolischer organischer Molekiile ist die Hauptfunktion von Laccasen in Euka-
rya. Die entstehenden Radikale bauen iiber Di-, Oligo- und Polymerisierung essentielle Sekun-
déarmetabolite wie Lignane und Lignin auf (siehe Kapitel 4.1). Der Kupplungspartner muss
sich dabei nicht auf andere Radikale beschréanken, sondern kann beispielsweise auch Proteine
umfassen, wie bei der Sklerotisierung von Insekten oder der Bildung von Melanin in Pilzen
und Tieren.[® 96-98] Fiir die oxidative Spaltung pflanzlicher Makromolekiile greifen Bakte-
rien und Pilze unter anderem auf die Laccasen zuriick. Aufgrund des sterischen Anspruchs
kommen dabei hiufig auch Mediatormolekiile zum Einsatz.[9% 109 Laccasen sind auch in der
Lage, aromatische Ringe zu spalten. Dies ermoglicht den Abbau der potentiell toxischen phe-
nolischen Monomere aus Lignin oder anderen Quellen zu verwertbaren Kohlenstoffquellen.[*01]
Die Oxidation von Metallen zur Entgiftung oder Bereitstellung als Ndhrstoff ist besonders bei
bakteriellen Laccasen verbreitet.[102l

Laccasen werden in verschiedensten industriellen Bereichen eingesetzt. In der Papierherstel-
lung werden sie in der Sauerstoff-Delignifizierung verwendet und konnen dabei herkémmliche
Oxidationsmittel ersetzen.[19% 1941 Thre Fihigkeit zur Umsetzung aromatischer Substanzen
wird zur Degradierung von Farbstoffen genutzt. Dies erzeugt zum Beispiel den sogenannten
used look von Jeans.[19519] Daneben kionnen sie auch genutzt werden, um gezielt einzel-
ne Farbstoffe aufzubauen.!'07> 198] Thre Eigenschaft aromatische Systeme aufzubrechen macht
Laccasen besonders interessant fiir die Reinigung von Abwasser. Der Abbau synthetischer Aro-
maten stellt {ibliche Reinigungsprozesse haufig vor grofse Probleme. Die relativ unspezifisch
arbeitenden Laccasen sind in solchen Fillen willkommene Alternativen.['0%> 109, 1101 Ayferund
ihrer Unabhéngigkeit von Cosubstraten finden sie auch als Biosensoren in der Analytik Ver-
wendung (Vermeidung eines hiiufig aufwendigen Cosubstratrecycling).!'9% 1111121 Aych im
akademischen Bereich finden die Laccasen in der Methodenentwicklung und Naturstoffsyn-
these Verwendung.[IB] Eines der ersten Beispiele ist die Synthese von Benzofuranen durch
Hajdok et al..[28] Wang et al. und Suljic et al. zeigten die Verwendung von Laccasen in C-C
Bindungskniipfungen. Dabei wurden erstmalig alkalophile Laccasen verwendet. Alkalophile
Laccasen erdffnen {iber die basische Reaktionsumgebung neue Moglichkeiten, wie in diesem
Fall die Kupplung arylischer Substrate.[114-116]
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Abbildung 4.13: Grundlegender Reaktionszyklus einer Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung mit
den vier wichtigsten Reaktionsschritten: I = Oxidative Addition, IT = Trans-
metallierung, I = cis/trans-Isomerisierung, IV = Reduktive Eliminierung.

4.3 Suzuki-Kupplung

Nach der Vorstellung der Stoffklasse der Zielverbindung und der fiir die Synthese benétigten
Enzyme der Laccasen folgt nun die Vorstellung der Suzuki-Kupplung als Methode der Wahl
fiir die Derivatisierung.

Trotz erster Versuche bereits zu Beginn der 1970er Jahre konnte sich die Verwendung von
Borverbindungen in Metall-katalysierten Kreuzkupplungen zunéchst nicht durchsetzten. Die
Elektrophilie des Bors, welche zu Nukleophilie umgepolt werden musste, verlangsamte die
Entwicklung geeigneter Protokolle trotz vieler Vorteile von Borreagenzien. Erst die Zugabe
von Basen und die Verwendung von Boronsduren bzw. Boronsdureestern durch Miyaura und
Suzuki ermoglichte die effiziente Kupplung mit Organohalogenen. Die nach ihnen benann-
te Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung (kurz: Suzuki-Kupplung) entwickelte sich schnell zur am
weitesten verbreiteten Palladium-Kreuzkupplung. Die geringe Toxizitdt von Borverbindungen
sowie der im Verlauf der Reaktion entstehenden Nebenprodukten und die einfache Herstellung
stellten dabei die groften Vorteile gegeniiber anderen Kupplungsreaktionen dar. Dies spiegelt
sich in zahllosen Publikationen und Patenten, sowie wie bereits erwdhnt in der Verleihung des
Nobelpreises fiir Chemie 2010 wider.[117-127]

4.3.1 Reaktionszyklus

Der Reaktionszyklus der meisten der palladiumkatalysierten Kreuzkupplungen gliedert sich in
drei Schritte (oxidative Addition, Transmetallierung und reduktive Eliminierung). Die akti-
ve Katalysatorspezies stellt tiblicherweise eine zweifach koordinierte Palladium(0)-spezies [14
Valenzelektronen (VE)-Komplex| dar. Als Liganden finden meist verschiedene dreifach substi-
tuierte Phosphine Verwendung. Der sterische und elektronische Anspruch der Reste hat dabei
einen bedeutenden Einfluss auf die Reaktivitit des Katalysators. Seit 2002 finden sich auch
zunehmend N-heterozyklische Carbene (NHC) als Liganden. NHC-Liganden sind weniger gif-
tig als Phosphine, stabiler gegeniiber Sauerstoff und zeigen eine hohere Aktivitdt. Aufgrund
der hoheren Kosten und schwierigeren Herstellung bzw. geringerer Verfiigbarkeit konnten sie
sich jedoch noch nicht allgemein durchsetzen. 128> 129]
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4.3.1.1 Katalysatoraktivierung

Palladium(0)katalysatoren stellen die aktive Spezies des Katalysators. Die géngigen Palladi-
um(0)verbindungen sind tetra- oder biskoordiniert. In beiden Fillen kann es zu Problemen
kommen. Im Falle der tetrakoordinierten Spezies muss ein Ligandenaustausch zur Bindung
der Halogenverbindung stattfinden. Die dafiir nétige Energiebarriere verlangsamt die Reakti-
on sehr stark. Biskoordinierte Palladium(0)katalysatoren sind &uferst oxidationsempfindlich.
Aus diesem Grund wird die aktive Katalysatorspezies meist in-situ aus geeigneten Vorldufer-
verbindungen generiert. Palladium (IT)verbindungen sind weit weniger oxidationsempfindlich.
Uber eine Reduktion des Palladiums wird die aktive Spezies generiert. Vier verschiedene Re-
duktionsmethoden haben sich in der Praxis durchgesetzt (siehe Abbildung 4.14).

1. Doppelte Transmetallierung des Palladium (II)katalysators gefolgt von einer reduk-
tiven Eliminierung zur Generierung der aktiven Spezies und eines homogekuppelten
Produktes.

2. Oxidation des Phosphinliganden in Gegenwart von Wasser und sauerstoffhaltiger
Base (z. B. Acetat). Als Nebenprodukt wird das jeweilige Phosphinoxid und eine proto-
nierte Form der Base gebildet. Meist wird ein leichter Uberschuss an Phosphinliganden
zugegeben, um einen Mangel an Liganden durch die Bildung des Oxides zu vermeiden.

3. Zugabe von Diboron (z. B. Byping), welches mit dem Palladium(IT)komplex reagiert.

4. -Hydrid Eliminierung von gebundenen Aminen (seltener Alkylgruppen oder Alk-
oxide) gefolgt von reduktiver Eliminierung.

5. elektrochemische Reduktion des Palladiumkatalysators mittels elektrochemischer
Reaktion (kaum Anwendung aufgrund des hohen experimentellen Aufwands)

Nicht alle Palladium(0)katalysatoren sind derartig oxidationsempfindlich. Tetrakoordinierte
Komplexe wie Pd(PPhs)4 sind aufgrund ihrer Verfiigbarkeit meist di erste Wahl, wenn auf eine
Reduktion verzichtet werden soll. Allerdings kann die Effizienz der Generierung der bisligier-
ten, aktiven Spezies aufgrund der starken Metall-Liganden Bindung variieren. Zudem tritt eine
signifikante Inaktivierung bei lingerer Lagerzeit auf.['33l Tris(dibenzylidenaceton)dipalladium/(0)
ist ebenfalls eine relativ stabile Lagerungsform fiir Palladium(0). Durch Zugabe von Phosphin-
liganden kann dieser den Liganden verdréngen und die aktive Spezies generieren. Die Aktivitét
ist dabei wieder stark von der Effizienz der Substitution abhingig.['3

4.3.1.2 Oxidative Addition

Bereits kurz nach der Entdeckung der Suzuki-Kupplung begann die Analyse des Reaktions-
mechanismus. Die oxidative Addition stand dabei besonders im Fokus, da sie hdufig den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Zyklus darstellt. Innerhalb weniger Jahre konnten
eine Reihe verschiedener Faktoren identifiziert werden, welche die Reaktionsgeschwindigkeit
positiv und negativ beeinflussen. Die Aktivierungsenergie sinkt mit steigendem Atomradius
des Halogens. Zudem addieren elektronenarme Arylhalogene schneller als elektronenreiche.
Der Hybridisierungsgrad des Kohlenstoffes sowie die Art eines moglichen -Systems stehen
ebenfalls in Korrelation zur Aktivierungsenergie (Alkyl ~Vinyl — Aryl).[!35, 136]

Erste Studien sagten anhand dieser Erkenntnisse einen pentakoordinierten Palladiumkom-

plex als Intermediat voraus (siehe Abbildung 4.15 A).'37] Derartige Palladiumkomplexe sind
jedoch aufgrund ihrer Instabilitdt dufserst selten. Folgestudien belegten eine direkte Addition
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Abbildung 4.14: Mechanismen der vier hiufigsten chemischen Reduktionsverfahren von Pal-
ladium (II) zu Palladium(0).['30-132]
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Abbildung 4.15: Mechanismen der oxidativen Addition. A Mechanismus mit pentakoordinier-
tem Palladium, B Additionsmechanismus an verschiedenzahlig koordinierte
Palladium(0)spezies, C Addition von Arylhalogenen an [Pd(L2)A| adaptiert
nach GooRen et al..[*?

des Organohalogens an das zweifach koordinierte Palladium (siehe Abbildung 4.15 B Bis-
phosphinweg). Es kommt dabei stets zur Bildung des kinetisch und thermodynamisch stabile-
ren trans-Produktes.['38] Mitchell et al. zeigten experimentell und mittels DFT-Rechnungen,
dass eine Addition an den reaktiveren, einfach koordinierten Palladiumkatalysator ebenfalls
moglich ist (Monophosphinweg). Der sterische Anspruch des Liganden verbunden mit der
Labilitdt bestimmt mafigeblich die Aktivierungsenergie beider Reaktionswege. Eine Addition
an ein dreifach koordiniertes Palladium wurde aufgrund der hohen Energiebarriere durch die
sterische Hinderung als irrelevant eingestuft. Die Anderung des Koordinationszustandes beno-
tigt nur wenig Energie, da die Palladium-Liganden Bindung fiir Palladium (0) vergleichsweise
schwach ist.[139, 140]

1995 konnten Amatore et al. einen weiteren Reaktionsmechanismus in polaren Lésungs-
mitteln nachweisen.'*!l Sie konnten die Bildung eines dreifach koordinierten anionischen
Palladium(0)-katalysators anstelle der iiblichen Pd(Ls)(0)-spezies zeigen. Der anionische Ka-
talysator weist dabei eine veranderte Reaktivitdt in der Suzuki-Miyaura Reaktion auf. Goofen
et al. konnten mithilfe von DFT-Rechnungen den Mechanismus aufkliren. Im Laufe der Re-
aktion addiert das Organohalogen zunichst an den anionischen Komplex. Uber verschiedene
Intermediate kommt es zu einer -Wechselwirkung des Palladiums mit dem Aromaten, bevor
die Spaltung der Kohlenstoff-Halogenbindung auftritt. Das Verlassen des Komplexes durch
das negativ geladene Halogen fiihrt zur Bildung des Zwischenproduktes und leitet die Trans-
metallierung ein (siche Abbildung 4.15 C).[*2
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Abbildung 4.16: Postulierte Mechanismen der Transmetallierung: A Boronatmechanismus B
Palladiumhydroxocomplex Mechanismus.

4.3.1.3 Transmetallierung

Die Transmetallierung blieb lange Zeit der am wenigsten verstandene der drei Reaktionsschrit-
te. Aufgrund der starken Abhingigkeit von Reaktionsbedingungen und Reagenzien wurde
die systematische Untersuchung erschwert. Zwei mogliche Reaktionswege wurden bereits 1979
postuliert (siehe Abbildung 4.16). Beiden liegt die Bildung einer vierbindigen Boronspezies fiir
die Durchfiihrung der Transmetallierung zugrunde. Der Unterschied in beiden liegt in der Rol-
le der Base bei der Bildung dieser Boronspezies. Der Boronatweg (Mechanismus A) geht von
der direkten Bildung eines Boronates aus, welches dann die Transmetallierung eingeht. Dieser
Mechanismus wurde zunéichst auch durch Miyaura und Suzuki in ihrer Arbeit postuliert.!*43]
Der Oxo-Palladiumweg (Mechanismus B) geht vom Austausch des am Palladium gebunde-
nen Halogens gegen die Base aus. Das Metall reagiert anschliefsend als Lewis-Séure, was zu
einem viergliedrigen Ubergangszustand fithrt. Dieser Mechanismus gelangte erstmals 1985 in
den Fokus, nachdem der Einsatz von Boronaten zu nicht erkldrlichen geringeren Umsétzen
fithrte.['*4] Beide Mechanismen konnten durch Experimente und theoretische Studien gestiitzt
werden. Lange Zeit blieb die Frage des korrekten Mechanismus ungeklart, auch, da ein direkter
Vergleich beider Mechanismen selten blieb und eine starke Abhéngigkeit von den verwende-
ten Reagenzien besteht.[1*5 146 Erste DFT Berechnungen konnten keinen Ubergangszustand
fiir den Austausch des Halogens gegen eine Base finden.['!8: 1471 2011 erschien eine Reihe von
Publikationen, welche den Ablauf der Reaktion nach dem Oxo-Palladiummechanismus un-
ter Standardbedingungen in theoretischen Studien und praktischen Versuchen bestétigten.
Carrow et al. gelang es erstmals in einer systematischen Studie Geschwindigkeitskonstan-
ten fiir beide Reaktionswege fiir dasselbe Substrat nachzuweisen. Dabei zeigten sie, dass die
Reaktion iiber den Oxo-Palladiummechanismus etwa viermal so schnell ablief wie iiber den
Boronatmechanismus.'#8 9 Aufgrund des experimentellen Designs, bleiben allerdings fol-
gende Einschriankungen:

1. Verwendung schwacher Basen (z. B. Carbonate, Phosphate)
2. Standardphosphinliganden (PPhs oder PCys)
3. Boronsauren oder Boronsdureester als Substrate

Trotz dieser Einschrinkung ermoglicht diese Arbeiten erstmals eine verlissliche, belastbare
Voraussage des Reaktionsmechanismus der Transmetallierung.

4.3.1.4 cis-trans-lsomerisierung

Im Verlauf der oxidativen Addition wird stets der thermodynamisch und kinetisch stabi-
lere trans-Komplex gebildet. Fiir die reduktive Eliminierung ist jedoch eine Isomerisierung
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Abbildung 4.17: Mogliche Reaktionsmechanismen der cis-trans-Isomerisierung, adaptiert

nach Xue et al..[150]

zum cis-Komplex erforderlich. Der Energieunterschied zwischen beiden Komplexen betragt
normalerweise 5-10 kcal/mol. Fiir die Umwandlung der Komplexe sind drei verschiedene Me-
chanismen méglich (siehe Abbildung 4.17).

1. Ligandengesteuerter Prozess
Ein freier Ligand bzw. ein Solventmolekiil koordiniert an das Palladium. Der entstan-
dene pentakoordinierte Palladiumkomplex bildet dabei eine pyramidale Struktur aus.
Durch die Dissoziation eines Liganden kommt es anschliefend zur Bildung des tetrako-
ordinierten cis-Komplexes.

2. Ligandenrearrangement
Zunéchst bildet sich ein tetraedrisches Intermediat, welches in den planaren cis-Komplex
regiert

3. Dissoziativer Mechanismus
Ein Ligand dissoziiert unter Bildung eines trigonalen Intermediates. Die Bildung des
cis-Komplexes erfolgt mit der Rekoordination des Liganden oder eines Solventmolekiils.

Die verschiedenen Mechanismen wurden im Hinblick auf ihre Aktivierungsenergie untersucht.
Fiir den ligandengesteuerten Prozess 1 wurde eine Aktivierungsenergie von ca. 15kcal/mol
ermittelt. Die beiden anderen lagen mit 20 kcal/mol deutlich dariiber. Dies liegt daran, dass
ein tetraedrischer Ubergangszustand fiir Palladium (IT)komplexe energetisch extrem ungiinstig
ist und die Dissoziationsenergie fiir Palladium (IT)komplexe deutlich {iber denen von Palladi-
um (0)komplexen liegt.['517193] Diese Berechnungen konnten experimentell von Casado et al.
bestétigt werden, wobei allerdings die genauen Werte abhéngig vom Solvens, den Liganden
und der Temperatur noch schwanken kénnen.*>4

4.3.1.5 Reduktive Eliminierung

Die reduktive Eliminierung ist der letzte Reaktionsschritt im Katalysezyklus. Im Gegensatz
zu oxidativer Addition und Transmetallierung wurde die reduktive Eliminierung nur wenig

31



Kenntnisstand

©/B(OH)2 OH- ©/B(OH)3' H,0 ©4H_§(HOH)S. H
RN
—~ J
B(OH)3
+OH™

Abbildung 4.18: Die Substitution der Borgruppe in einer basisch katalysierten Protodeboro-
nierung, als Nebenreaktion in einer Suzuki-Kreuzkupplung.

untersucht. Die geringe Aktivierungsenergie machte eine Optimierung meist unnétig und fiihr-
te zu einem geringen Interesse an einer genaueren Untersuchung. Dennoch wurden einzelne
Trends in gezielten Experimenten nachgewiesen. Ahnlich zur cis-trans-Isomerisierung hat der
Hybridisierungsgrad einen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit. Arylreste werden am
schnellsten eliminiert, gefolgt von Vinylresten und Alkylresten. Bei Untersuchungen mit ver-
schiedenen Arylgruppen eliminierten solche mit elektronenschiebenden Gruppen langsamer
als Aryle mit elektronenziehenden Substituenten.%9]

Komplexe mit sterisch anspruchsvollen Liganden eliminieren signifikant schneller. Die Re-
duktion in der Koordinationszahl fithrt zu einem stérkeren Einfluss des sterischen Effektes bei
den Edukten im Vergleich zum Ubergangszustand oder den Produkten. Zweizihnige Liganden
reduzieren zusitzlich noch die Konkurrenzreaktion der -Hydrideliminierung. Ahnlich wie bei
den Reduktionspartnern sorgen elektronenschiebende Liganden fiir eine Verlangsamung der
Eliminierung.'6-158] Aus diesen Trends wurden zwei allgemeine vereinfachte Regeln fiir die
reduktive Eliminierung abgeleitet.

1. Die reduktive Eliminierung von elektronenarmen Komplexen, aufgrund stark elektro-
nenschiebender Liganden, ist schneller als bei elektronenreichen.

2. Elektronenziehende Reste stirken die Pd-C Bindung durch eine Erhéhung des ionischen
Charakters und verlangsamen die Eliminierung.

4.3.1.6 Nebenreaktionen

Im Laufe der Suzuki-Kupplung kann es zu einer Reihe von Nebenreaktionen kommen, die zur
Reduktion der Ausbeute beitragen. Die Optimierungen der Palladium-Kreuzkupplungen ha-
ben dazu beigetragen diese zu minimieren und die durchschnittliche Ausbeute der Kupplung
von ca. 60 % auf iiber 90 % zu erhohen. Eine mogliche Quelle fiir Nebenreaktionen stellt die
Borverbindung selbst statt. Die urspriinglich verwendeten Organoborverbindungen sind an-
fallig fiir Oxidationen. Der Wechsel zu Boronsduren als Substrate 16ste dieses Problem, wobei
allerdings ein neues entstand. Bei der Umsetzung unter wasserfreien Bedingungen, muss die
Bildung von Boroxinen vermieden werden. Unabhéngig vom Startmaterial stellt die Proto-
deboration ein signifikantes Problem dar. Der Verlust der Borfunktion kann dabei iiber drei
verschiedene Mechanismen katalysiert werden. Die basenkatalysierte Hydrolyse stellt fiir die
Suzuki-Kupplung meist das grofite Problem dar. Dabei kommt es zunéchst zu einer Boro-
natbildung mit Hydroxidionen, welche dann in wéssrigen Losungen gegen ein Proton unter
Regeneration des Hydroxids substituiert wird (siehe Abbildung 4.18).['%91 Andere Moglich-
keiten sind eine sdurenkatalysierte Spaltung oder mittels Katalyse durch Metallionen. Die
Verwendung von Boronsdureestern bzw. Fluorboronatsalzen, welche die aktive Boronsédure
langsam vor der Reaktion freisetzen umgeht diese Probleme weitestgehend.

Auch wihrend des katalytischen Zyklus kénnen Nebenreaktionen auftreten. Die beiden
bedeutendsten sind die Homokupplung und die -Hydrideliminierung. Die oxidative Homo-
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Abbildung 4.19: Der Reaktionszyklus der oxidativen Homokupplung zweier Boronsduren un-
ter Anwesenheit von Sauerstoff.

kupplung tritt bei unzureichender Entgasung auf. Sauerstoff addiert oxidativ an den Pal-
ladium(0)komplex. Dieser Palladiumperoxokomplex wird durch ein Aquivalent Boronsiure
koordiniert. Ein weiteres Aquivalent reagiert in einer Transmetallierung mit dem aktivierten
Komplex unter Bildung einer Peroxidboronsdure. Die Hydrolyse dieses Substituenten bildet
einen Hydroxypalladiumkomplex, der eine weitere Transmetallierung mit einem zweiten Aqui-
valent Boronsdure eingeht. Nach Isomerisierung zum cis-Komplex findet die reduktive Elimi-
nierung unter Bildung des homogekuppelten Produktes statt (siehe Abbildung 4.19).[160’ 161]

Die -Hydrideliminierung kann vor und nach der Transmetallierung im Reaktionszyklus
auftreten. Anstelle des folgenden Schrittes im katalytischen Zyklus findet eine Ubertragung
eines Hydrides in -Position zur Palladium-Kohlenstoffbindung statt. Das neugebildete Alken
bleibt zundchst iber Metall- -Wechselwirkungen mit dem Komplex assoziiert. Das Auftre-
ten der -Hydrideliminierung kann durch eine Optimierung des Katalysezyklus vermieden
werden. Die Gefahr ist dabei fiir das Organohalogen aufgrund der langeren Verweildauer am
Palladium hoher als fiir die Borverbindung. Die Verwendung von Organohalogenen und Bo-
ronverbindungen ohne geeignetes -Hydrid ist, wenn moglich, die Methode der Wahl (siehe
Abbildung 4.20).1162

4.3.2 Borverbindung

Eine Reihe von Borverbindungen sind fiir die Umsetzung in der Suzuki-Kupplung geeignet
(siehe Abbildung 4.21 fiir Beispiele). Organoborane gehoren zu den urspriinglichen Substra-
ten, die von Suzuki und Mitarbeitern verwendet wurden. Aufgrund ihrer geringeren Stabilitét
und des hoheren Aufwands in der Darstellung wurden sie sehr schnell durch andere Bor-
verbindungen abgelost.[19: 1631 Boronsduren sind die am weitesten verbreiteten Substrate fiir
die Suzuki-Kupplung. Sie sind stabiler gegeniiber Oxidation als die Organoborane, kénnen
iiber eine Vielzahl an Methoden hergestellt werden und besitzen eine hohere Aktivitit in der
Transmetallierung. Viele Boronsduren sind zudem im Kilogrammmafistab kommerziell erhalt-
lich.Eine noch héhere Stabilitdt besitzen die Boronsdureester. Im Gegensatz zu Boronsduren
konnen die jeweiligen Ester meist bei Raumtemperatur (= bench stable) gelagert werden. Die-
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Abbildung 4.20: Die Nebenreaktion der S-Hydrideliminierung, welche vor oder nach der
Transmetallierung im Reaktionszyklus auftreten kann.
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Abbildung 4.21: Wichtige Borverbindungen fiir die Suzuki-Kreuzkupplung.

se hohere Stabilitdt geht allerdings auch mit einer geringeren Aktivitdt einher. Die Zugabe
von Wasser ist bei der Verwendung vielfach notwendig, was eine Hydrolyse und Reaktion
iiber die Boronsdure nahelegt.['64"67 Trifluorboratsalze gehéren zu den neuesten Substraten
flir die Suzuki-Kreuzkupplung. Die hohe Stabilitdt verbunden mit einer den Boronsduren
iiberlegenen Aktivitét trégt zu ihrer raschen Verbreitung in der wissenschaftlichen Forschung
bei. Thre Verwendung erfordert ein protisches Losungsmittel, iiblicherweise Wasser, zur Auf-
16sung des tetraedrischen Komplexes. Thre héhere Aktivitdt wird auf die dabei entstehende
Hydroxy /Fluoro-Verbindung zuriickgefiihrt. Die langsame Freisetzung der Boronsdure unter
Reaktionsbedingungen trigt wie bei den Boronsdureestern hauptséichlich zur erhéhten Stabili-
tét bei.[168: 1691 Die letzte bedeutende Gruppe der Borverbindungen sind die N-koordinierten
Boronate. Durch die intramolekulare Komplexierung des freien p-Orbitales durch das freie
Elektronenpaar des Stickstoffes wird eine duferst stabile Spezies gebildet. Derartige Verbin-
dungen sind aufgrund ihrer hohen Hydrolysestabilitdt praktisch unbegrenzt lagerbar. Unter
den basischen Bedingungen der Suzuki-Kreuzkupplung tritt eine langsame Freisetzung der
Borsédure ein. Innerhalb der Gruppe sind die N-Methyliminodiessigsdure (MIDA)-Komplexe
aufgrund ihrer iiberlegenen Stabilitéit und Verfiigharkeit am bedeutendsten.!'7!
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Synthese von Monolignolreferenzen

Als Startpunkt jeder Lignansynthese steht die Darstellung des zu dimerisierenden Monoli-
gnols. In fritheren Féllen wurde sich meist auf Coniferylalkohol (4) als Vorgianger des Pinore-
sinols (6) konzentriert.[> 1™ Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Etablierung einer flexiblen
Synthese, die die Darstellung verschiedener Monolignole ermdéglicht. Dafiir sollte sie moglichst
einfach und robust gehalten werden. Idealerweise sollten alle Lignane mit nur geringfiigigen
Modifikationen der einzelnen Schritte herstellbar sein. Dazu wurden zwei Methoden entwickelt
und getestet.

5.1.1 Synthesemethode A

Die Synthese A sollte dabei vom Sdurederivat ausgehen und dieses zum Alkohol reduzieren.
Als Modellsubstrat fiir diese Methode wurde die Ferulasaure (36) gewéhlt, da sie relativ giins-
tig zu erwerben ist und alle chemischen Gruppen aufweist, welche die natiirlichen Monolignole
kennzeichnen. Die Sdure 36 wurde zunéichst mit Ethanol verestert. Die Zugabe einer katalyti-
schen Menge an Schwefelsdure ermdglichte die Umsetzung mittels Mikrowelle unter leichtem
Uberdruck. Das Produkt 37 kristallisierte in sauberer Form nach einer Reduktion des Volu-
mens auf ca. 60 % aus. Die Ausbeute dabei war quantitativ. Dies stellte einen Vorteil gegeniiber
anderen Synthesen dar, die entweder zusétzliche Schritte mit dementsprechend schlechterer
Atomdékonomie oder eine deutlich lingere Reaktionszeit aufweisen.['"? Die Reduktion erfolgte
direkt nach der Isolation des Esters 37 ohne weiteren Reinigungsschritt. Fiir die Reduktion
wurde Diisobutylaluminiumhydrid (DiBAl-H) dem billigeren LiAlH4 vorgezogen, da es eine
Reihe von Vorteilen bot:

1 genaue Dosierung der Reduktionsidquivalente
2 weniger Nebenreaktionen

Der Alkohol 4 konnte nach der Aufarbeitung aus der organischen Phase als weifslich-
gelblicher Feststoff in 72-96 % Ausbeute erhalten werden. Eine unvollstdndige Reduktion zum
Aldehyd 17 trat nicht auf. Dies war aufgrund des Reaktionsmechanismus zu erwarten (siehe

0 o)

R2 . EtOH, R2 - 2.5-5.5 Aq. DIBAI-H g2 A
Q/\)LOH kat. HoSO, OEt (1 M in THF) Q/\/\OH
—_— —_—

R! 95°C,30-90min R’ THF, -30 °C R

RS R3 23h R3

R" R? RS R" R2 RS R'" RZ  R® [%]
26 OH OMe H 37 OH OMe H 4 OH OMe H 72-96
12 OH H H 67 OH H H 7 OH H H 95
57 OH OH H OH OH H 16 OH OH H 12-35
41 OMe OMe OMe 68 OMe OMe OMe 40 OMe OMe OMe 47
42 OH OMe Br 69 OH OMe Br 3 OH OMe Br 6395

Abbildung 5.1: Synthesestrategie zur Herstellung von Monolignolreferenzen aus kommerziell
erhéltlichen Sdurederivaten
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Abbildung 5.2: Mechanismus der Reduktion von Estern mit DiBAI-H. Adaptiert nach ['73]

O EoH, 2.5 Aq. TBS-CI 0
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THF 22°C,  TBSO "
95 % 37-62 %

Abbildung 5.3: Synthese von Kaffeealkohol (16) in einer modifizierten Synthesemethode A.
DIPEA = N-Ethyldiisopropylamin, TBAF = tetra-Butylammoniumfluorid

Abbildung 5.2). Die Phenolgruppe zersetzt den Aluminiumkomplex nach dem ersten Redukti-
onsschritt, was zur Freisetzung des Aldehyds fithrt. Die weitere Reduktion zum Alkohol wird
dadurch ermdglicht. Eine Reduktion der DiBAl-H-Aquivalente hatte neben der Verringerung
des Umsatzes keine Auswirkungen. Ein Wechsel zu unpolareren Losungsmitteln kann die Spal-
tung des Aluminiumkomplexes verlangsamen und so eine Isolation des Aldehyds ermdglichen.
Ein Wechsel des Losungsmittels von Tetrahydrofuran (THF) auf Toluol brachte jedoch keine
Anderung im Produktverhiltnis hervor.

Nachdem die Synthese von Coniferylalkohol erfolgreich abgeschlossen werden konnte, wurde
die Methode auch bei anderen Sduren angewandt (siehe Abbildung 5.1). p-Cumaralkohol (7)
konnte erfolgreich in 95 % Ausbeute, ausgehend von kommerziell erhiltlicher p-Cumarsiure
(12), hergestellt werden. Bei der Umsetzung der Kaffeeséure (38) traten Probleme bei der Re-
duktion auf. Trotz vollstdndiger Umsetzung des Eduktes 39 konnte kein Alkohol 16 isoliert
werden. Eine Erklarung dafiir kénnte die hohe Oxydationsempfindlichkeit des Alkohols 16
sein. Um eine mogliche Zersetzung zu verhindern, wurden die beiden Hydroxylguppen mit ei-
ner tert-Butyldimethylsilylschutz-gruppe (TBS-Schutzgruppe) geschiitzt. Nach der Reduktion
wurden die beiden Schutzgruppen mit tetra-Butylammoniumfluorid (TBAF) entfernt und das
Produkt unter Schutzgas bei C gelagert. Mit dieser Modifikation der Synthesestrategie
war es moglich den Alkohol 16 in 12-35 % Gesamtausbeute zu isolieren (siehe Abbildung 5.3).

Um das Spektrum an Monolignolen zu erweitern, sollten auch zwei unnatiirliche Derivate
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Abbildung 5.4: Auflistung aller Alkohole die mittels Synthesestrategie A aus ihren Sdurederi-
vaten synthetisiert wurden.

hergestellt werden. Der dreifach methylierte Alkohol 40 wurde erfolgreich aus seinem S&ure-
derivat 41 in 47 % Ausbeute hergestellt. Halogenierte Naturstoffderivate sind aus semisynthe-
tischer Perspektive aufgrund der Moglichkeiten des spéteren Austausches interessant. Bisher
gibt es jedoch keine halogenierten Monolignolderivate. Die bromierte Siure 42 schliefst die-
se Liicke. Der korrespondierende 5-Bromconiferylalkohol (3) konnte in guten Ausbeuten von
63-95 % synthetisiert werden. Der Austausch des Bromsubstituenten gegen verschiedene Aryl-
reste wird in Kapitel 5.4.1 ndher beschrieben.

Folgende Alkohole konnten mittels Methode A synthetisiert werden: Coniferylalkohol (4),
Cumaralkohol (7), Kaffeealkohol (16), 3,4,5-Trimethoxyzimtalkohol (40) und 5-Bromconife-
rylalkohol (3) (siehe Abbildung 5.4).

5.1.2 Synthesemethode B

Ein Grofteil der Monolignole sind entweder nicht als S&ure zu erhalten oder sind &uflerst
teuer. Daher sollte eine weitere Synthesestrategie getestet werden, welche die giinstigeren
Benzaldehyde als Startpunkt nutzt. Die Aldehyde sollten zum Ethylester umgesetzt werden.
Ausgehend vom Ester kann nicht nur der Alkohol iiber die Reduktion erhalten werden, son-
dern auch die S&ure iiber die Hydrolyse. Dies ermdglicht die Produktion nicht kommerziell
erhéltlicher Sduren. Die Synthese von 2-Nitroconiferylalkohol (43) wurde zum Test der Syn-
thesemethode ausgewihlt. Nitrierte Monolignole sind zudem in der Natur nicht vorhanden.
Nach erfolgreicher Synthese wére es moglich, Zugang zu einem weiteren elektronenarmen
Aromaten und iiber Reduktion zur Gruppe der Amine mit den darin liegenden Optionen zur
weiteren Umsetzung zu erhalten.Dazu wurde zunéichst Acetylvanillin (44) nach einer Vor-
schrift von Grenier et al. in 2-Position nitrosyliert.!'™ Die Ausbeute schwankte dabei sehr
stark von 38-95 %. Die Reinheit der Salpetersiaure ist dabei entscheidend fiir die Ausbeute. Bei
der Verwendung einer neuen Charge Salpetersdure (>95 % Reinheit) wurden die besten Aus-
beuten erzielt. Altere Chargen derselben nominell Reinheit lieferten schlechtere Ausbeuten,
wahrend geringere Konzentrationen zu keinem Umsatz fithrten. Zur Einfiihrung der Propenyl-
seitenkette wurde bei Grenier ef al. eine Knoevenagel-Kondensation mit Doebner-Modifikation
durchgefiihrt. Die Knoevenagel-Kondensation litt allerdings unter einer Reihe von Nachteilen,
wie der langen Reaktionszeit von sechs Tagen und der Notwendigkeit harscher Reaktionsbe-
dingungen von C. Es wurde entschieden, stattdessen eine Horner-Wadsworth-Emmons-
Reaktion (HWE-Reaktion) zu versuchen. Li et al. zeigten 2001 den Erfolg in der Synthese
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eines dhnlichen Substrates.['™! Der in der HWE-Reaktion erhaltene Ester kann zudem direkt
zum Alkohol reduziert werden. Ausgehend vom nitrosylierten Aldehyd 45 konnte der Ester
46 in 51-65 % Ausbeute synthetisiert werden. Wie erwartet konnte die Reaktionszeit massiv
von 6d auf 2-3h reduziert werden. Der Ester 46 wurde anschlieffend mithilfe von DiBAI-H
direkt zum Alkohol 43 in 8-25 % Gesamtausbeute reduziert.

Nach der erfolgreichen Synthese von 2-Nitroconiferylalkohol (43) wurde die Synthese auf
eine Reihe weiterer natiirlicher und unnatiirlicher Monolignole iibertragen. Ein bizyklischer
unnatiirlicher Alkohol (Naphthylenalkohol) (47) konnte aus 4-Hydroxy-1-naphthylenaldehyde
(48) hergestellt werden (52-90 % Ausbeute). Die Herstellung von Sinapylalkohol (8) und 5-
Hydroxyconiferylalkohol (18) gelang zunéchst nicht. Trotz erfolgreicher HWE-Reaktion konn-
te nach der Reduktion kein Produkt isoliert werden. Eine Oxidation mit anschliefendem
Zerfall konnte fiir den Verlust an Produkt verantwortlich sein. Daher wurde entschieden die
Benzaldehyde 49 und 50 mit Acetylschutzgruppen zu versehen. Sinapylalkohol (8) konnte
auf diese Weise in 25-59 % Ausbeute hergestellt werden. Im Verlauf der HWE-Reaktion trat
teilweise ein Verlust der Schutzgruppe auf, sodass neben dem acetylierten Produkt 51 auch
der freie Ester 52 isoliert werden konnte. Beide Produkte wurden vor der Reduktion vereinigt
und zusammen reduziert. Die Schutzgruppe erwies sich dabei unter den Bedingungen der Re-
duktion als labil und musste nicht durch einen zusédtzlichen Schritt entfernt werden. Im Falle
von 5-Hydroxyconiferylalkohol (18) konnte auch in diesem Fall kein Produkt isoliert werden.
Es ist moglich, dass der entstandene Alkohol sich zu schnelle zersetzt.

MeO N OH
HO
OMe

3,4-Dihydroxy-5- methoxyzmtalkohol (19)  4-Hydroxy-3,5-dimethoxyzimtalkohol (8)

14-28 % 25-59 %
O X ~o :©/\/\
HO
Naphthylenalkohol (47) 2- N|trocon|ferylalkohol (43)
52-90 % 8-25 %

Abbildung 5.6: Auflistung aller Alkohole die mittels Synthesestrategie B aus ihren Benzalde-
hydderivaten synthetisiert wurden.

5.1.2.1 Synthese von 5-Hydroxyconiferylalkohol (18)

Wie im vorherigen Paragraphen beschrieben, fithrte die Einfithrung einer Acetylschutzgruppe
nicht zur erfolgreichen Synthese des 5-Hydroxyconiferylalkohols. Um die geringe Stabilitét der
Schutzgruppe als Faktor auszuschliefen, wurde eine stabilere Schutzgruppe gewéhlt. Die Piva-
loylschutzgruppe besitzt aufgrund ihres grofen sterischen Anspruchs eine sehr hohe Stabilitét.
Die Einfiihrung gelang ohne Probleme mit nahezu quantitativer Ausbeute. Das Esterderivat
53 wurde mittels Roh-NMR aus der HWE-Reaktion nachgewiesen und ohne Aufreinigung
nach der Isolation reduziert. Zunichst wurde mit DiBAI-H reduziert und das Produkt mit
NaH entschiitzt, um den freien Alkohol 19 zu erhalten. Trotz Nachweis des Produktes mit GC-
MS konnte kein sauberes Produkt isoliert werden. Eine Trennung von ge- und entschiitztem
Alkohol war nicht moglich. Um eine Trennung zu ermdoglichen, wurde das Reduktionsmittel
LiAlH4 gewdhlt, welches sowohl fiir die Reduktion, als auch fiir die Entschiitzung verwendet
werden kann. Mit dieser Anderung war es moglich den Alkohol 19 in 14-28 % Gesamtausbeute
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50 OH OH OMe H
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CHClp, 0 -22 °C,
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R4 R1 R2 RS R4

R Yo 45 OH H OMe NO,
73 OAc OMe OMe H
R 74 OAc H N
Re o
.
1.7 Ag. Triethylphosphon- OAc OAc OMe H

acetat, 1.7 Ag. NaH
(60 % in Mineraldl)

THF, 0 °C, 60-90 min

R* 0 R" R?2 RS R*
R X 46 OH H OMe NO;
51 OAc OMe OMe H

Rl 5 OAc H X

P
3.5 Ag. DiBAI-H OAc OAc OMe H
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THF, -30 °C
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RWOH 43 OH H OMe NO, 825
8 OH OMe OMe H 25-29
R 47 OH H RN 52-90
ke Cl
P

18 OH OH OMe H

Abbildung 5.5: Synthesestrategie zur Herstellung von Monolignolreferenzen aus Benzalde-
hydderivaten. Acetylvanillin (44) wurde zuvor nitriert (Verzweigung A).
4-Hydroxy-1-naphthylenaldehyd (48), 4-Hydroxyl-3,5-dimethoxybenzaldehyd
(49) und 3,4-Dihydroxy-5-methoxybenzaldehyd (50) wurden acetyliert (Ver-
zweigung B). Die Synthesestrategie musste fiir die Herstellung von 5-
Hydroxyconiferylalkohol (18) modifiziert werden (siehe Abbildung 5.7). TEA
= Triethylamin; DMAP = Dimethylaminopyridin.

39



Ergebnisse und Diskussion

zu isolieren. Der Alkohol 19 wurde dabei stets unter Schutzgas bei C gelagert, um die
Oxidation zu verlangsamen (siehe Abbildung 5.7).

MeO 2.5 Aq. Pivaloylsaure- MeO

]@AO chlorid, 5 Ag. Pyridin j@/§0
HO PivO 92%
HoClp 0 °C,
50 OH CHaClz, 07, 3d OPiv
o 1.7 Aq Triethylphosphon-
. acetat, 1.7 Ag. NaH
Piv=" " (60 % in Mineraldl)
THF, 0-22 °C,
2h
o)
MeO N~y BAa LA, Meoji;/\)( okt
18 < 53
Et,0,20°C,2h  p;
HO 15-30 % 2 PVOT Y
OH OPiv

Abbildung 5.7: Synthesestrategie zur Herstellung von 5-Hydroxyconiferylalkohol. Anstelle der
Acetylschutzgruppe wurde eine Pivaloylschutzgruppe verwendet. Zur Abspal-
tung dieser Gruppe wurde fiir die Reduktion LiAlHy anstelle von DiBAI-H
verwendet. Das Produkt 54 wurde nach Bestitigung der Identitit {iber 'H-
NMR direkt weiter umgesetzt.

Folgende Alkohole wurden nach der Methode B synthetisiert: 3,4-Dihydroxy-5-methoxy-
zimtalkohol (18), 4-Hydroxy-3,5-dimethoxyzimtalkohol (8), Naphthylenalkohol (47) und 2-
Nitroconiferylalkohol (43) (siehe Abbildung 5.6).

5.1.3 Synthese der Zimtsaurederivate

Im Rahmen des Kooperationsprojektes zum Transfer der Lignansynthese in einen FE. coli
Stamm wurden zwei unnatiirliche Zimtsdurederivate hergestellt. Beide Derivate sind literatur-
bekannt, wurden jedoch bisher nicht als potentielle unnatiirliche Monolignole verwendet [Burtner1951, 174]

Synthese von 2-Nitroferulasiure (2)

Die Synthese der Séure 2 erfolgte mithilfe der Synthesemethode B (siehe Abbildung 5.6). An-
stelle der Reduktion mit DiBAIl-H wurde der Ester 46 basisch hydrolysiert. Die Ausbeute der
Hydrolyse betrug entgegen den Erwartungen lediglich 45-48 %. Trotz dieser vermutlich stark
verbesserungsfihigen letzten Reaktion konnten mit 30 % Gesamtausbeute dhnliche Werte wie
in der Literatur (35%) erreicht werden (Grenier et al). Eine Verbesserung der Hydrolyse
konnte dabei die Ausbeute noch wesentlich erh6hen (siehe Abbildung 5.8).

NO» 0 5 Ag. 2.5 M NaOH NO; 0
M ——
eO XN OEt eO NS OH
46 EtOH, 22.5 °C, 2
HO 3h HO
60 %

Abbildung 5.8: Synthesestrategie zur Herstellung von 2-Nitroferulasdure (2) aus 2-
Nitroferulasaureethylester (46).

Synthese von Naphthylensiure (1)
Die Naphthylenséure 1 kann analog zur 2-Nitroferulasiure (2) aus ihrem Benzaldehyd 54
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hergestellt werden. Aufgrund der Verfiigbarkeit der Startmaterialien erfolgte die Synthese je-
doch zunéchst aus einer O-methylierten Vorgéngerverbindung 55. Dabei wird diese mit BBrg
in Dichlormethan entschiitzt und anschlieffend mit S&ulenchromatographie gereinigt (siehe
Abbildung 5.9). Die Reaktion lief auch bei lingeren Reaktionszeiten und Erhéhung der Aqui-
valente (Aq.) an BBrs nicht bis zur vollstiindigen Umsetzung des Eduktes ab. Dies fiihrte
direkt zum Problem der Trennung von Edukt und Produkt. Es gelang nicht ein Losungsmit-
telgemisch zu identifizieren, in dem eine vollstdndige Trennung beider Substanzen moglich
war. Stattdessen mussten mehrere Sdulenchromatographien durchgefithrt werden, was die
Ausbeute stark verringerte. Aus diesen Griinden wurde die Naphthylensdure (1) nach den
ersten Tests ausschliefslich iiber die oben genannte Syntheseroute B hergestellt. Dabei konnte
die Saure 1 in 84 % Gesamtausbeute iiber den geschiitzten Ester 56 synthetisiert werden. Die
Naphthylensédure (1) wurde in der Biotechnologischen Monolignolsynthese verwendet (siehe
Kapitel 5.2.1).

HO.__O
A
3.5Aqg. 1 M BBr;
in CHxClo HO. _.O
55 OMe X

CH.Cly, 22 °C;
16 h, 263 %

15 % NaOH-
Lésung

EtOH, 22 °C,
19 h, 84 %

Abbildung 5.9: Synthesestrategie zur Herstellung von Naphthylensidure (1) aus 4-O-
Methoxynaphthylensiure (55) bzw. 4-0-Acetoxynaphthylenséureethylester
(56).

5.2 Biotechnologische Monolignolsynthese

5.2.1 Reduktion mit E. coli

Die Reduktionsexperimente mit E. coli wurden von Frau Dr. Jennifer Aschenbrenner im In-
stitut fiir Bio-und Geowissenschaften 1, Abteilung Systemische Mikrobiologie, Arbeitsgruppe

Synthetische Zellfabriken, im Rahmen ihres Dissertationsprojekts durchgefiihrt und teilweise
verdffentlicht.[!l Frau Aschenbrenner verwendete in ihrem Dissertationsprojekt einen modifi-
zierten F. coli Stamm zur Produktion verschiedener Monolignole aus den jeweiligen Sduren
(siehe Abbildung 5.10).[%!

Der Stamm wurde mit einem Plasmid transformiert, in welches eine 4-coumaroyl-CoA liga-
se (4CLp., GenBank: X13324.1) aus Petroselinum crispum, eine Cinnamoyl-CoA-reduktase
(CCR) (CCRyzm, GenBank: Y15069.1) aus Zea mays und eine Zimtalkoholdehydrogenase
(CAD) aus Zea mays kloniert wurden. In fritheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass
der Stamm zur Produktion von Cumaralkohol (7) aus der Siure 12 in der Lage ist.['76] Auf-
grund der geringen Produktspezifitiat der verwendeten Enzyme ist anzunehmen, dass sie eine
Reihe der getesteten Sauren umsetzen werden (siehe Kapitel 4.1.2). Die Ndhrmedien wurden
zu Beginn der Kultivierung mit 125 mmol (2.5mM) der jeweiligen Séure versetzt. Die Kultur
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Abbildung 5.10: Reduktion von Monolignolsduren /-derivaten mithilfe des mutierten E. coli

Stammes.[176]

Tabelle 5.1: Titer der natiirlichen Zimtsaurederivate im Kulturiiberstand identifiziert iiber
HPLC mit internem Standard. Der interne Standard fiir Kaffeealkohol 16 wurde
dabei geméf Synthesemethode A synthetisiert (siehe Kapitel 5.1.1).

Zimtsdurederivat Ausbeute Alkohol Zimtsdurederivat Ausbeute Alkohol
0o o
| B x OH X OH
7 1 195.4 mg/L (1.46 mm) | w2 121.8 mg/L (0.81 mMm)
HO. X i OH MeO N i OH
HO % 5.6 mg/L (0.03mm) Ho N 36 327.8 mg/L (1.82mm)
MeO N i on MeO x I OH
HO 57 HO 58
OH 102.4 mg/L (0.52mM) OMe 102.4 mg/L (0.52mM)
wurde unter Schiitteln bei C angezogen. Nach 17h wurde die Kultivierung abgebrochen

und die Konzentration an gebildetem Alkohol, sowie nicht umgesetzter Sdure mit high pres-
sure liquid chromatography (HPLC) untersucht.

Zunichst wurden verschiedene natiirliche Zimtséurederivate umgesetzt (siehe Tabelle 5.1).
Zur Bestimmung der Produktmenge wurde eine Kalibrierung fiir jeden Standard durchgefiihrt.
Anhand dieser Geraden konnte die gebildete Menge an Produkt bestimmt werden. Im Falle
der Zimtsdure (13) konnten dabei 195.4mg/L (1.46 mM) Zimtalkohol (9) nachgewiesen wer-
den. Die Einfithrung der Hydroxylgruppe (p-Cumarsiaure) (12) senkte die Reduktionseffizienz
leicht ab auf 121.8 mg/L (0.81mM). Der Tiefpunkt bei den natiirlichen Monolignolen wurde
mit der doppelt hydroxylierten Kaffeesdure (38) mit 5.6 mg/L (0.03mMm) erreicht. Die Reduk-
tion der Ferulasdure (36) gelang dagegen am effizientesten mit 327.8 mg/L (1.82mM). Die Re-
duktion von 4,5-Dihydroxy-3-methoxyzimtsaure (57) und 4-Hydroxy-3,5-dimethoxyzimtsaure
(58) zum Alkohol konnte dabei mit jeweils 102.4 mg/L (0.52mM) erstmalig erfolgreich durch-
gefiihrt werden (siehe Tabelle 5.1).

Nach der erfolgreichen Umsetzung der natiirlichen Zimtsdurederivate wurde eine Reihe von
unnatiirlichen getestet. Zuerst wurde die den natiirlichen Monolignolen relativ &hnliche, 3,4,5-
Trimethoxyzimtsdure (41) verwendet. Dabei konnten lediglich 4.5mg/L (0.02mM) des Alko-
hols 40 nachgewiesen werden. Der bromierte Alkohol 3 konnte in hervorragenden Ausbeuten
von 462.2mg/L (1.78 mMm) erhalten werden. Dieses Ergebnis ist dabei besonders aufgrund
der Moglichkeiten zur weiteren semisynthetischen Umsetzung interessant.['””] Die Reduktion
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Tabelle 5.2: Titer der natiirlichen Zimtsdurederivate im Kulturiiberstand identifiziert iiber
HPLC mit internem Standard. Der interne Standard fiir 5-Bromconiferylalkohol
(3) wurde dabei iiber Synthesemethode A synthetisiert (siehe Kapitel 5.1.1). Die
internen Standards fiir 2-Nitroconiferylalkohol (43) und Naphthylenalokhol (47)
wurden nach Synthesemethode B hergestellt (siche Kapitel 5.1.2).

Zimtsaurederivat Ausbeute Alkohol Zimtsaurederivat Ausbeute Alkohol
MeO. Y cj)\OH MeO. [ OOH
MeO /1 HO 42
OMe 4.5mg/L (0.02mMm) Br 462.2mg/L (1.78 mm)
NO, o O o
MeO x> OH O [ OH
Ho 2 74.6 mg/L (0.33mM) | o ! 25.4mg/L (0.13mM)

des elektronenérmeren Derivates 2 gelang trotz der in der Natur nicht vorkommenden Nitro-
Gruppe mit 74.6 mg/L (0.33 mM). Als letztes wurde die Naphthylensidure (1) umgesetzt. Dabei
konnten immer noch 25.4mg/L (0.13mM) des Alkohols 47 nachgewiesen werden. Die beiden
letzten Ergebnisse demonstrieren dabei eindrucksvoll die Promiskuitét des Systems. Die pro-
minenten Strukturelemente in beiden Sduren dhneln keinen natiirlichen Zimtsidurederivaten
und werden dennoch umgesetzt. Neben der erstmaligen biotechnologischen Produktion dieser
unnatiirlichen Zimtalkoholderivate gelang es auch erstmalig verschiedene Alkohole mit einem
einzelnen E. coli Stamm herzustellen (siehe Tabellen 5.2, 5.1).[178: 179]

Folgende Experimente sind wieder Eigenleistung, sofern nicht anders gekennzeichnet. Die
erhaltenen Werte spiegeln die Effizienz der Reduktion wieder, geben jedoch keine Hinweise
auf potentielle Probleme bei einer Isolation des Produktes. Um auch iiber diesen Bereich eine
Aussage treffen zu kénnen, wurde eine Extraktion, gefolgt von einer Bestimmung der Pro-
duktmenge mittels gNMR, fiir alle Sduren durchgefiihrt (siehe Kapitel 5.2.2). Zudem soll die
Isolation von von Coniferylalkohol (4) aus einer 1L Kultur durchgefiihrt werden, um eine
Aussage iiber die Mafstabsvergroferung treffen zu kénnen. Nach der Isolation wurde eine
Saulenchromatographie zur Reinigung durchgefiihrt. Dabei konnten 280 mg des reinen Alko-
hols 4 isoliert werden. Dies entspricht einer Ausbeute von 62 % (bezogen auf die eingesetzte
Séure).

5.2.2 Nachweis mit g-NMR

Die Kultivierungen wurden von Frau Dr. Aschenbrenner durchgefiihrt. Die darauffolgenden
Schritte sind Eigenleistung. Das Produkt wurde aus dem Kulturiiberstand extrahiert. Nach
der Zugabe des internen Standards Dimethylsulfon (DMS) wurde die Probe in deuteriertem
Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert. DMSO wurde aufgrund von Loslichkeitstests im
Verlauf der Herstellung der Monolignolreferenzen gewéhlt. Nachdem sich alle Substanzen voll-
standig gelost hatten, wurde die Probe in ein nuclear magnetic resonance (NMR)-Rohrchen
iiberfithrt und vermessen. Fiir die Quantifizierung wurde das Cg Proton ausgewihlt. Dieses
Proton besitzt in allen Oxidationszustéinden deutlich unterschiedliche chemische Verschie-
bungen, ein eindeutiges Kupplungsmuster und iiberlappt nicht mit anderen Signalen (siehe
Abbildung 5.11). Zur Bestimmung der Reduktionseffizienz wurde folgende Formel verwen-
det(siehe Formel 5.1).

DMS
DMS

Alkohol Ana Séure (5.1)
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Zimtsaure (13) Zimtaldehyd Zimtalkohol (9

ppm: d, 7.82 dd, 6.73 dt, 6.29

Abbildung 5.11: Vergleich der chemischen Verschiebungen von Zimtsdure, -aldehyd und -
alkohol mit Markierung des zur Identifikation verwendeten C8-H. Chemische
Verschiebung von Zimtaldehyd entnommen aus Konning et al..['80]
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Abbildung 5.12: Ausschnitt eines NMR-Spektrums von Coniferylalkohol (4) mit DMS.

Die Isolation wurde zundchst mit dem einfachsten Substrat, der Zimtsdure (13), durchge-
fithrt. Der Umsatz zum Alkohol von 90 % war auferst vielversprechend. Als nichstes wurden
die natiirlichen Monolignole p-Cumarséure (12), Ferulasiure (36) und Sinapinsdure (58) ge-
testet. Die Ferulasdure (36) zeigte den besten Umsatz mit 52 %, gefolgt von der p-Cumarséure
(12) mit 32 %. Die Sinapinsidure (58) wurde nur zu knapp 6 % zum Alkohol reduziert. Die
hohen Umsitze bei Ferulasdure (36) und p-Cumarsiure (12) entsprechen den Erwartungen.
Beide Sduren sind natiirliche Zwischenprodukte im Lignanstoffwechsel und erzielten bereits
in der HPLC-Experimenten hohe Umséatze. Der geringe Umsatz der Sinapinsiure (58) ist
iiberraschend, da auch diese Saure ein natiirliches Zwischenprodukt im Stoffwechsel ist (sie-
he Abbildung 4.4). Anschliefend wurden die doppelt hydroxylierten Sauren Kaffeesiure (38)
und 5-Hydroxyferulasiure (57) umgesetzt. In beiden Féllen blieb die Ausbeute mit 9% und
7% stark hinter den Erwartungen zuriick. Beide Sauren bzw. ihre Alkohole sind aufgrund der
zwei Hydroxylygruppen dufserst oxidationsempfindlich. Ein Zerfall wihrend der Aufarbeitung
kann demnach nicht ausgeschlossen werden. Ein weiteres Problem kénnte die hohe Wasserlos-
lichkeit darstellen. Mit der 5-Hydroxyferulasdure (57) scheint sich ein Trend zu bilden, dass
Substituenten in 5-Position nur schwer umgesetzt werden.

Zuletzt wurden die vier unnatiirlichen Sduren umgesetzt. Einzig im Falle der Trimethoxy-
zimtsdure (41) konnte keinerlei Umsatz nachgewiesen werden. Im Falle der Bicyclosdure (1)
konnte zwar kein Umsatz zum Alkohol detektiert werden, aber ein Umsatz von 13 % zum
Aldehyd wurde detektiert (siehe Abbildung 5.3). Die 2-Nitroferulasidure (2) wurde mit 15 %
umgesetzt. Als letztes wurde die 5-Bromferulasiure (42) getestet. Der Umsatz war mit 59 %
der zweitbeste und iibertraf sogar den des natiirlichen Monolignols Ferulaséure (36). Die nicht
vorhandene Umsetzung der Trimethoxyzimtsaure (41) war nach den Umsetzungen der Sduren
(58) und (57) erwartet worden. Sie unterstiitzt die Theorie der geringen Toleranz der Enzyme
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Tabelle 5.3: Effizienz der Reduktion verschiedener natiirlicher und unnatiirlicher Monolignole
zum Alkohol ausgehend vom Siurederivat durch E. coli BL21-Gold(DE3) lacl?
pALXtreme-tal-4cl-ccr-cad. Frgebnisse sind die Summe dreier biologischer Tri-
plikate. Nachweis erfolgte durch gNMR. R! = -H, -NOy, -C4Hy-; R? = -H, -OH,
-OMe, -C4Hy-; R? = -H, -OH, -OMe; R* = -H, -OH, -OMe, -Br.

Alkohol Umsatz |%)] Alkohol Umsatz |%]
Zimtalkohol 89.8 2.6 p-Cumaralkohol 32.2 5.0
Kaffeealkohol 8.9 25 Coniferylalkohol 51.9 1.2
5-Hydroxyconiferylalkohol 7.2 0.7 Sinapylalkohol 6.1 2.9
Trimethoxyzimtalkohol 0 5-Bromconiferylalkohol | 59.2 8.3
Naphthylenalkohol 0 (13.3 1.4 fiir Aldehyd) | 2-Nitroconiferylalkohol | 15.2 4.1

fiir Substituenten in 5-Position. Demgegeniiber steht allerdings die ausgezeichnete Umsetzung
der 5-Bromferulaséure (42). Der sterische Bedarf des Broms ist zwar geringer als bei einer
Methoxygruppe, aber gréfer als bei einer Hydroxylgruppe. Der umgekehrte elektronische Ef-
fekt des Bromsubstituenten konnte eine Rolle bei der Umsetzung spielen. Der Umsatz der
2-Nitroferulasiure (2) liegt im Rahmen der Umsetzung der dreifach substituierten Sduren.
Da kein Versuch mit +M-Substituenten in 2-Position durchgefithrt wurde, kann keine Aus-
sage dariiber getroffen werden, ob sich der Effekt der 5-Position wiederholt. Das vollstdndige
Fehlen des Naphthylenalkohol (47) war aufgrund der grofen Unterschiede zu den natiirlichen
Monolignolen nicht unerwartet. Die Tatsache, dass dennoch der Aldehyd detektiert werden
konnte, deutet darauf hin, dass die CAD der limitierende Schritt in der Reduktion zu sein
scheint. Ein Austausch oder eine gezielte Mutation dieses Enzyms konnte auch die Umsetzung
verbessern.

5.2.2.1 Vergleich der HPLC und qNMR Ergebnisse

Die Ergebnisse aus der HPLC und qNMR Analyse liegen in vielen Fallen erwartungsgeméis
nahe beieinander. Im Falle der p-Cumarsdure (12), Kaffeesdure (38), Trimethoxyzimtsaure
(41), 5-Bromferulasidure (42), 2-Nitroferulaséure (2) und der Naphthylenséure (1) stimmen
die Ergebnisse weitestgehend iiberein. Aufgrund der unterschiedlichen Probenaufbereitung vor
beiden Messmethoden sind geringfiigige Unterschiede zu erwarten. Bei der Zimtséure (13) liegt
die mit gNMR bestimmte Menge deutlich tiber der mit HPLC bestimmten Menge (89.2 zu
58.4). Eine mogliche Erklarung konnte die geringere Loslichkeit des vergleichsweise unpolaren
Zimtalkohols in der polaren Phase der HPLC sein. In der Probenaufbereitung fiir das gNMR
wurde mit dem deutlich unpolarenen Losungsmittel Essigsdureethylester (EE) extrahiert, was
bei der HPLC-Messung nicht vonnéten war. Die Ausbeute fiir 5-Hydroxyferulasdure (57) und
Sinapinsdure (58) sind bei der Analyse mit qNMR deutlich geringer als bei der HPLC. Eine
mogliche Erkldrung dafiir konnte in der Oxidationsempfindlichkeit beider Substanzen liegen.
Die léngere Zeit in der Probenaufbereitung fiir gNMR konnte zu einer stirkeren Oxidation
gefithrt haben. Beide Methoden weisen insgesamt sehr &hnliche Werte auf und sind daher
gleichermafen zur Analyse geeignet (siehe Tabelle 5.4). Ein Vorteil von gNMR ist jedoch die
Moglichkeit zum Nachweis von Alkoholen ohne Referenz, da NMR im Gegensatz zu HPLC
eine direkte Auskunft iiber die Struktur enthélt.
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Tabelle 5.4: Vergleich der Reduktionseffizienz der dargestellten Zimtsdure (13) bzw. des
Zimtsdurederivates zum jeweiligen Alkohol bestimmt durch HPLC und qNMR.
= % des korrespondierenden Aldehyds

Ausbeute [%] Ausbeute [%]
Zimtsdurederivat | HPLC gNMR Zimtsadurederivat | HPLC gNMR
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Abbildung 5.13: Vergleich eines HPLC-Chromatogramms des Kulturiiberstandes mit einem
Ausschnitt eines NMR-Chromatogrammes. In beiden Fillen wurde die Reduk-
tion von 2-Nitroferulasidure (2) zu 2-Nitroconiferylalkohol (43) untersucht.

Das HPLC-Chromatogramm wurde von Jennifer Aschenbrenner zur Verfii-
gung gestellt.
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Tabelle 5.5: Kostenvergleich der chemischen und biotechnologischen Produktion von Conife-
rylalkohol (4). Die Kosten sind umgerechnet auf die Produktion von 1g Coni-
ferylalkohol (4). Die benotigte Arbeitszeit wurde nicht beriicksichtigt. Fiir die
chemische Synthese wurde mit einer Ausbeute von 84 % gerechnet und fiir die
biotechnologische Produktion mit 62 %. Ferulasiure (36) und die Losungsmit-
tel/Fiillmaterial fiir Sdulenchromatographie sind nicht beriicksichtigt, da diese in
beiden Féllen im selben Umfang bendtigt werden. Die Preise der Chemikalien
wurden am 08.09.2019 von Carl Roth GmbH & Co KG und Merck KGaA abge-
rufen und enthalten keinerlei Vergiinstigungen. '= 25 g LB-Medium Feststoff auf
1L entmineralisiertes Wasser

Chemikalie ‘ Menge ‘ Kosten ‘ Verbrauch Kosten
chemische Synthese

Ethanol (99.8 %) 1L 129€ | 171.3mmol 12.6mL | 0.16€

Schwefelsdure (>95 %) 1L 72.2€ | 0.lmmol 0.01mL | <0.01€

DiBAI-H (1M/L in THF) | 100mL | 84.4€ | 13.5mmol 13.5mL | 11.38€
NaK-Tartrat Tetrahydrat | 500g 69.6€ | 25.9mmol 7.3g 1.02€

THF 1L 32.9€ | 2182mmol 17.6mL | 0.58€
EE 25L 37.9€ | 706.2mmol 69.6mL | 1.05€
Gesamtkosten/g 14.19€

biotechnologische Synthese
LB-Medium' 500g | 49.9€ 89.25¢ | 8.91€
entmineralisiertes Wasser 10L 17.9€ 3.57L 6.39€
Salzséure (5 %) 1L 11.5€ 35.7mL | 041€
EE 25L 37.9€ 3.21L | 48.66€
Gesamtkosten/g 64.37 €

5.2.3 Vergleich enzymatische und chemische Synthese

Die biotechnologische Produktion von Feinchemikalien ist mittlerweile eine realistische Alter-
native zur klassischen chemischen Synthese. Dabei ist besonders die Umweltfreundlichkeit mit
wenigen toxischen Nebenprodukten und die Verwendung milder Bedingungen gefragt. Im Fol-
genden soll eine Analyse der Kosten beider Prozesse fiir die Produktion von Coniferylalkohol
durchgefiihrt werden (siehe Tabelle 5.5).

Die Herstellungskosten von 1g Coniferylalkohol (4) mittels chemischer Synthese betragen
14.19€. Im Vergleich dazu belaufen sich die Kosten fiir eine biotechnologische Produktion
auf 64.37 €. Die chemische Produktion ist also um ein Vielfaches giinstiger. Die grofse Men-
ge an Extraktionsmittel ist dabei hauptséchlich fiir die Kosten verantwortlich (48.66 € von
den Gesamtkosten). Eine Riickgewinnung des Extraktionsmittels oder ein Wechsel zu einer
kontinuierlichen Extraktion mit einer geringeren Menge an Extraktionsmittel kénnte dieses
Problem wahrscheinlich umgehen. Ein Vorteil der biotechnologischen Produktion stellt jedoch
die Verringerung der Arbeitszeit und des Arbeitsaufwandes dar. Die Kultivierung kann {iber
Nacht (17h) ohne Beaufsichtigung ablaufen und benétigt lediglich 2h Vor- sowie Aufarbei-
tungszeit. Die chemische Synthese erfordert dagegen doppelt so viel Arbeitszeit (ca. 8 h). Eine
Erhéhung der Komplexitit der produzierten Chemikalien steigert der Wert erheblich und
lasst die Kosten einer chemischen Synthese iiberproportional zur biotechnologischen steigen.
Die Einfiihrung eines nachfolgenden Dimerisierungsschrittes zum Pinoresinol (6) konnte die
biotechnologische Produktion wettbewerbsfiahiger machen, da Pinoresinol (6) zurzeit dufserst
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kostenintensiv aus Pflanzenmaterial gewonnen wird. Erste Versuche in diese Richtung wurden
von Aschenbrenner et al. unternommen.?!

5.3 Enzymatische Lignansynthese

5.3.1 Synthese von Pinoresinol

Nach der Synthese der Monolignole/ -derivate erfolgte die Dimerisierung zu Lignanen. Pi-
ckel et al. zeigten bereits die erfolgreiche Synthese von ( )-Pinoresinol [( )-6] sowie der
zwei Nebenprodukte ()-Dehydrodiconiferylalkohol [( )-59] und ( )-Guaiacylglycerin-8-O-
4’-coniferylether [( ) 60| mittels Laccase initiierter Dimerisierung aus Coniferylalkohol (4)
(siehe Abbildung 5.14). Die Laccase oxidiert die Phenolgruppe des Monolignols. Das entste-
hende Radikal ist durch das konjugierte Doppelbindungssystem stabilisiert und delokalisiert.
Infolge der inhdrent hohen Reaktivitdt der Radikale und der Delokalisation treten eine Reihe
moglicher Kopplungsprodukte auf. ( )-Pinoresinol [( )-6] stellt aufgrund seiner Eigenschaf-
ten und Moglichkeiten zur weiteren Umsetzung das wertvollste Produkt dar. Aus dem Pro-
duktgemisch kann jedoch nur bis zu 8 % an racemischen Pinoresinol (6) isoliert werden. Che-
mische Synthesewege zur Umgehung der radikalischen Dimerisierung existieren, leiden jedoch
unter einer hohen Anzahl an Schritten mit nur méfigen Ausbeuten. Eine elegante Synthese
von Albertson et al. ausgehend von Ferulasiure (36) erreicht immerhin vergleichbare Ergeb-
nisse zur enzymatischen Synthese mit 7% Ausbeute iiber 11 Schritte.l'™] In Pflanzen wird
das Selektivitdtsproblem durch die sogenannten dirigierenden Proteine gelost. Die Schwierig-
keit, diese Proteine in groferen Mengen zu produzieren, verhindert noch ihren Einzug in die
Synthese.3¢] Die Verwendung von Monolignolderivaten kénnte eine Losung fiir das Selektivi-
tatsproblem darstellen. Zum Beispiel kann die gezielte Blockierung einzelner Produkte iiber
Substituenten kann zu einer Steigerung an gewiinschtem Produkt fiihren.

MeO \ OH

1/4 Oy
Laccase
1/2 H,0O
ORI ¢ il

\ Dimerisierung

i

MeO
W\OH «—>
(@) Y

. HO N
O HO 0
HI.H.lH OMe
"No OMe
HO OH
59 MeO 6 60

Abbildung 5.14: Die Bildung der Hauptdimerisierungsprodukte der enzymatisch katalysierten
Dimerisierung von Coniferylalkohol (4). ( )-Dehydrodiconiferylalkohol
[( )-59], ( )-Pinoresinol [( )-6] und ( )-Guaiacylglycerin-8-0-4’-
coniferylether [( )-60].
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Abbildung 5.15: Chromatogramm der MPLC Aufreinigung der Dimerisierung von Coniferyl-
alkohol (4). Losungsmittel A = Dichlormethan, Losungsmittel B = MeOH

Zuerst wurde versucht, die von Pickel et al. publizierten Ergebnisse zu reproduzieren und,
wenn mdglich, zu optimieren.?l Dabei ist zu erwihnen, dass die Reaktion unter den ange-
gebenen Bedingungen stets als Suspension vorlag. Auch bei dufserst vorsichtiger Zugabe des
gelosten Eduktes 4 bildet sich innerhalb weniger Minuten die Suspension. Dies schien die
Reaktion nicht zu beeintrichtigen, da eine Vergleichsreaktion mit 30 % Acetonitril ohne Sus-
pensionsbildung schlechteren Umsatz zeigte. Acetonitril wurde als Cosolvens gewéhlt, da es in
unserer Arbeitsgruppe bereits fiir Laccase-initiierte Arylierungen verwendet wurde.['81] Um
die zahlreichen Sdulenchromatographieschritte von Pickel et al. zu vermeiden, wurde versucht
die Reaktionsprodukte mittels medium pressure liquid chromatography (MPLC) zu trennen.
MPLCs sind automatisierte Sdulenchromatographiesysteme. Im Gegensatz zu weiter verbrei-
teten HPLC arbeiten sie nur mit geringen Uberdriicken. Zudem sind sie in der Lage, auch
grofsere Substanzmengen zu trennen. Die Trennleistung ist dabei deutlich geringer als die einer
HPLC. Basierend auf Diinnschichtchromatographie (DC) Untersuchungen des Produktspek-
trums wurde eine Trennmethode fiir die MPLC entwickelt. Initiale Trennversuche waren dabei
nicht erfolgreich. Erst nach der Einfilhrung eines Gradienten konnte eine Trennung erreicht
werden. Pinoresinol (6) wurde erfolgreich isoliert (siehe Abbildung 5.15). Die MPLC verkiirzte
zwar die Aufreinigung, allerdings traten andere Probleme wihrend der Trennung auf:

1. Hoher Verlust an Produkt im Verlauf der Chromatographie
2. Hoher Verbrauch an Losungsmittel
3. Schlechte Reproduzierbarkeit

Aufgrund dieser Probleme wurden verschiedene alternative Trennverfahren erkundet (pra-
parative DC, priparative HPLC und wiederholte Séulenchromatographie). Bei der préparati-
ven DC wird die stationdre Phase wie bei einer normalen DC auf einer Oberfliche immobili-
siert. Die praparative DC unterscheidet sich jedoch in Bezug auf die Grofe (20x20 cm) sowie
das Material der Oberflache (Glas) und die Dicke der aufgetragenen Schicht (0.5-2mm) von
einer normalen DC. Die zu trennende Substanz wird als mdéglichst feine Linie in gelostem
Zustand aufgetragen. Der Ablauf ist identisch zu einer normalen DC. Nach der Trennung
muss das Produkt von der Platte extrahiert werden. Dazu wird nach Identifikation der Pro-
duktbande die stationdre Phase vorsichtig von der Glasoberfliche abgetrennt. Die Extraktion
kann dann mit einem geeigneten Losungsmittel erfolgen. Die praparative DC ist eine sehr alte
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Trennmethode und wird bereits seit dem spéten 19. Jahrhundert mit grofsen Erfolg verwen-
det. Uber die Wahl der geeigneten stationiren und mobilen Phase kénnen eine Vielzahl von
Gemischen getrennt werden. Nachteile der préparativen DC sind jedoch ihre Beschrinkung
auf eine geringe Substanzmenge und der héhere apparative Aufwand im Vergleich zu anderen
Techniken wie der Siulenchromatographie.['8?l

Die préaparative HPLC unterscheidet sich nur in ihren Dimensionen von einer analytischen
HPLC. Die priparative HPLC arbeitet mit groferen Substanzkonzentrationen, um die Aus-
beute pro Zeiteinheit zu erhéhen. Die Vorteile einer préaparativen HPLC liegen in ihrer hohen
Trenneffizienz und der Féhigkeit, auch geringste Mengen trennen zu kénnen. Die schlechte
Skalierbarkeit limitiert allerdings ihre Anwendung erheblich.

Trotz zahlreicher Versuche gelang es nicht, eine erfolgreiche Trennung iiber priparative DC
durchzufiihren. Die Effizienz der Trennung war zu gering. Statt sauberer Produkte konnten
nur Gemische erhalten werden. Auch nach wiederholten Trennungen mit verschiedenen mobi-
len Phasen konnte keine Verbesserung erreicht werden. Die préparative HPLC lieferte dagegen
ein sehr sauberes Produkt. Aufgrund der Limitation der zu trennenden Substanzmenge ist sie
jedoch ungeeignet. Demnach blieb nur die Sdulenchromatographie als mogliche Trennmetho-
de. Es gelang durch Optimierung der Trennung, beide Produkte innerhalb eines einzelnen
Aufreinigungsschrittes in leicht erhdhten Ausbeuten (10% fiir 6 und 12 % fiir 59) im Ver-
gleich zur Literatur zu isolieren. Anschliefend wurden weitere Optimierungen durchgefiihrt.

5.3.1.1 Vergleich verschiedener Laccasen

Zunichst wurden verschiedene Laccasen im Hinblick auf ihre Bildung von Pinoresinol unter-
sucht. Obwohl Laccasen normalerweise keinen Einfluss auf die Dimerisierung ausiiben, sollte
untersucht werden ob aufgrund des Oxidationspotenziales bzw. der Reaktionsbedingungen
Anderungen im Produktspektrum auftreten. Untersucht wurden die Laccasen aus A. bispo-
rus, T. wversicolor, P. ostreatus und S. sviceus. Die ersten drei sind kommerziell erhéltlich,
wihrend die letzte von Gunne et al. isoliert wurde und bereits in unserer Arbeitsgruppe ver-
wendet wurde.[80: 116, 181, 183]

Die Tests wurden unter Optimalbedingungen fiir jede Laccase mit einer Enzymaktivitit von
2U durchgefiihrt. Nach 2h wurden die Reaktionen gestoppt und die Bildung der Produkte
()-Dehydrodiconiferylalkohol |( )-59] und ( )-Pinoresinol [( )-6] sowie des Eduktes Co-
niferylalkohol (4) mittels HPLC untersucht. Die Quantifizierung erfolgt dabei anhand des
internen Standards Benzophenon (siehe Tabelle 5.6).

Alle getesteten Laccasen wiesen iiberraschenderweise grofe Unterschiede im Produktspek-
trum auf. Keine Laccase setzte das Edukt 4 im Laufe der Reaktion vollstdndig um, allerdings
variiert die Menge an verbleibendem Coniferylalkohol (4) sehr stark. Die Reaktion mit Lacca-
se aus T. versicolor wies mit 26 % die grofte Menge an Coniferylalkohol auf, gefolgt von der
Reaktion mit Laccase aus S. sviceus mit 24 %. Die beiden anderen Reaktionsansétze wiesen
ahnliche Mengen an Coniferylalkohol (4) (9.8 % und 9.7 %) auf, die damit knapp zwei Drittel
geringer waren. Auch in der Bildung des Produktes 59 unterschieden sich alle Ansétze. Die
Laccase aus T. versicolor bildete mit 27.4 % die grokte Menge, gefolgt von A. bisporus des-
sen Bildungsrate jedoch um ein Drittel niedriger lag (18.2%). P. ostreatus bildete mit 9.7 %
noch weniger Produkt 59. Die Laccase aus S. sviceus bildete mit 1.4 % eine Menge die nur
knapp iiber dem Detektionslimit lag. Die groften Unterschiede waren bei der Bildung von
()-Pinoresinol [( )-6] zu beobachten. Wihrend die Laccase aus 1. versicolor mit 12.3 % die
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Tabelle 5.6: Vergleich der Bildung der beiden Produkte ( )-Dehydrodiconiferylalkohol
[( )-59] und ( )-Pinoresinol [( )-6], sowie des noch vorhandenen Eduktes Coni-
ferylalkohol (4), durch verschiedene Laccasen. ! = Natriumacetatpuffer (100 mm,
pH5.0), 2 = Kaliumphosphatpuffer (100 mMm, pH6.0), * = Natriumcitratpuffer
(100 mm, pH5.8), 4 = Glycin-Natriumhydroxidpuffer (100 mm, pH9.0).

OMe
HO, OH
O.
MeO. 2 U Laccase
XNTOH ———————— o NF iy
4 Puffer, 22 °C, OH
HO 2h o
OMe 59 OMe HO 6

MeO

‘ A. bisporus’ ‘ T. versicolor? ‘ P. ostreatus® ‘ S. sviceus*
Coniferylalkohol (4) 9.8 26.0 9.7 24.0
()-Dehydrodiconi-
ferylalkohol (59)

()-Pinoresinol (6) 3.7 12.3 0.4 1.9

18.2 274 9.7 14

grokte Produktmenge bildete, lag die Rate von A. bisporus mit 3.7 % bereits deutlich niedri-
ger. Die Bildungsrate von P. ostreatus lag mit 1.9 % nahe dem Bereich der Messungenauigkeit
und die von S. sviceus war mit 0.4 % zu vernachléssigen.

Zusammenfassend lasst sich die Laccase aus 1. versicolor klar als am besten geeignet identifi-
zieren. Sie bildet die grofste Menge an gewiinschten Produkt 6 und auch die mit Abstand die
grofite Menge Nebenprodukt in der gegebenen Zeit. Zudem kann die Bildung vermutlich noch
weiter gesteigert werden, da noch eine grofere Menge an Edukt 4 identifiziert wurde. Alle
anderen Laccasen sind aufgrund ihrer geringen Bildungsrate fiir das Produkt 6 nicht fiir die
Produktion geeignet. Diese Ergebnisse sind durchaus iiberraschend, da die Laccasen lediglich
das Substrat oxidieren und ansonsten keinen Einfluss auf das Produktspektrum ausiiben.[3l

5.3.1.2 Verwendung von Hexafluorisopropanol

Cross-dehydrogenative couplings ermdglichen die direkte Kniipfung von C-C Bindungen aus
nicht aktivierten C-H Bindungen. Aufgrund der hohen Atomdkonomie der Kupplung nimmt
ihre Beliebtheit in der organischen Chemie stetig zu. Ein Problem ist jedoch die mangeln-
de Selektivitdt in den radikalischen Bindungskniipfungen. Fluorierte Losungsmittel (z. B.
1,1,1,2,2,2-Hexafluorisopropanol (HFIP) oder 2,2,2-Trifluorethanol (TFE)) werden in solchen
Féllen hiufig als Losungsmittel verwendet. Fluorierte Alkohole sind in der Lage, die Aktivie-
rungsenergie der Oxidation zu senken (sieche Abbildung 5.16). Dies erlaubt die Reaktion unter
milderen Bedingungen, was die Selektivitit erhéhen kann.[18% 185]

Es wurden drei verschiedene Konzentrationen (10, 50 und 100 %) an HFIP (61) als Cosol-
vens getestet. Die Reaktionen wurden unter den zuvor etablierten Bedingungen durchgefiihrt
und alle 30 min wurde eine Probe entnommen. Nach der Aufarbeitung wurde die Bildung von
()-Pinoresinol [( )-6] mittels HPLC untersucht. Dabei wurde wieder Benzophenon als in-
terner Standard verwendet. Bei keiner Probe konnte eine Bildung von ( )-Pinoresinol [( )-6]
nachgewiesen werden. Gleichzeitig wurde ein Verbrauch von Coniferylalkohol gemessen, ohne
dass eine korrespondierende Steigerung eines Produktes zu erkennen war. Denkbar ist daher,
dass eine Polymerisierung auftrat, welche nicht detektiert werden konnte. Die Versuche mit
HFIP (61) wurden daher nicht weitergefiihrt.
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Abbildung 5.16: A) Fluorierte Alkohole HFIP und TFE B) Maogliche Wechselwirkung von
HFIP mit Coniferylalkohol (4) adaptiert nach Libman et al.

5.3.2 Synthese von Dibrompinoresinol

Zur Dimerisierung von 5-Bromconiferylalkohol (3) gibt es soweit bekannt keinerlei Untersu-
chungen, jedoch ist aufgrund der Ahnlichkeit zu Coniferylalkohol ein #hnliches Produktspek-
trum zu erwarten. Allerdings ist die Bildung des Produktes 59 durch das Brom in 5-Position
nicht méglich, was zu einem Anstieg des Pinoresinolanteiles am Produktgemisch fithren konn-
te. Zudem sollte durch die Blockierung der Position die Polymerisierung, welche bei der Syn-
these von Pinoresinol (6) ein grokes Problem darstellt, vermieden werden.!'6]

Die ersten Versuche der Dimerisierung zum 5.5’-Dibrompinoresinol (5) waren nicht erfolg-
reich. Daher mussten einige Anpassungen durchgefiihrt werden. Aufgrund der Loslichkeit des
Eduktes 3 musste das Cosolvens von Ethanol auf DMSO gedndert werden. Unerwarteter Weise
trat bei vollstdndiger Umsetzung eine Farbdnderung in der Suspension auf. Dies ermoglich-
te es den Umsatz visuell zu verfolgen (sieche Abbildung 5.17). Die Menge an Laccase wurde
leicht erhoht, da die Reaktion sehr viel langsamer verlief. Die folgenden Ausbeuten waren
mit 5% 5 zunéchst sehr viel niedriger als erwartet (siehe Tabelle 5.7, 1). Eine Erhohung des
Cosolvensanteiles steigerte die Ausbeute nur minimal auf 7%, wihrend einer Erh6hung der
Verdiinnung einen massiven Anstieg der Ausbeute auf bis zu 35 % zur Folge hatte (siehe Ta-
belle 5.7, 2 & 3). Eine weitere Verdiinnung wiirde zu einer erheblichen Volumenvergroferung
fithren. Tests mit groffen Volumen zeigten allerdings Ausbeuteverluste, weshalb keine wei-
teren Versuche in diese Richtung unternommen wurden. Der Bromsubstituent in 5-Position
fithrt also zum erwarteten Anstieg in der Pinoresinolderivatmenge im Produktgemisch. Ein
qNMR (siehe Kapitel 5.4.1) zeigte eine Reinheit des Produktes von ca. 60%. Uber einen
einfachen Waschschritt mit Chloroform nach der Siulenchromatographie konnte die Reinheit
auf gesteigert werden. Die Ausbeute sank dadurch auf (siehe Tabelle 5.7, 4).
Zusammenfassend gelang es, ein bisher noch nicht beschriebenes Pinoresinolderivat 5 ausge-
hend von kommerziell erhéltlichem Edukt 3 in 24 % Ausbeute zu synthetisieren. Die Ausbeute
ibertrifft dabei wie von uns erwartet die Literaturangaben zu vergleichbaren Synthesen von
()-Pinoresinol [( )-6] deutlich (siehe Tabelle 5.7, 1-4). Trotz der erfolgreichen Umsetzung
wurde versucht die Ausbeute noch weiter zu steigern.

Eine enzymatische Zwei-Phasenreaktion kann zur Steigerung der Ausbeute fithren.['83] Aus
diesem Grund wurde die Verwendung von Dichlormethan als organisches Losungsmittel ge-
testet. Ein erster Versuch zeigte jedoch keinerlei Umsatz auch nach sehr viel langerer Reakti-
onszeit. Es ist anzunehmen, dass das Edukt 3 nicht in ausreichender Menge in der wéssrigen
Phase vorliegt (siehe Tabelle 5.7, 5).
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Tabelle 5.7: Optimierung der Produktion von ( )-5,5-Brompinoresinol [( )-5] aus 3; ! =
Natriumacetat-Puffer (100 mM, pH 6.0); 2 = Zugabe von 1.8 Aq. -Cyclodextrin

OMe

OH
Laccase aus 0.

T. versicolor

Puffer:DMSO/CH,Cl,
22°C, o

o [ )HHHUH i}

HO 5
MeO
Nummer | Substrat Laccase Cosolvens [\I/Tcl)amen Ausbeute
0.77 mmol
Bromconi- 14 U /mmol
L ferylalkohol T. versicolor! 2% DMSO | 102 5% 5
(3)
1.16 mmol
Bromconi- 14 U/mmol
2 ferylalkohol T. versicolor! 10% DMSO | 165 %5
(3)
0.77 mmol
Bromconi- 14 U/mmol 35% 5 (21%
k ferylalkohol T. versicolor! 10% DMSO | 165 nach Waschen)
(3)
1.93 mmol
Bromconi- 25 U/mmol
4 ferylalkohol T. versicolor! 10% DMSO | 165 24% 5
(3)
0.77 mmol
5 Bromconiferyl- 1;1U/anoll 1 | 33% CHyCly | 150 kein Umsatz
alkohol . versicolor
0.77 mmol
Bromconi- 14 U/mmol
6 ferylalkohol T. versicolor! 10% DMSO | 165 7% 5,16% 3
(3)1
0.77 mmol
Bromconi- 14 U/mmol
2
! ferylalkohol T. versicolor! 10% DMSO | 165 12%5,19% 3

(3)
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Abbildung 5.17: Vergleich der Dimerisierung von 5-Bromconiferylalkohol (3) zu Beginn (links)
und nach vollstdndigem Umsatz (rechts)

5.3.2.1 Zugabe von Cyclodextrin

Ein grofes Problem in der Synthese von ( )-Pinoresinol [( )-6] mittels Laccase ist die aus
der Uberoxidation resultierende Polymerisierung. Da bei der Nutzung von Laccasen keine
Kontrolle der Oxidationsidquivalente moglich ist, muss dieses Problem anderweitig gelost wer-
den. Einen méglichen Ansatz zeigten Tarrago et al..!'®6! Sie verwendeten Cyclodextrine, um
()-Pinoresinol [( )-6] nach der Bildung vor weiterer Oxidation zu schiitzen. Cyclodextrine
sind eine Klasse cyclischer Oligosaccharide, die aufgrund ihrer Struktur als Einschlussverbin-
dungen Verwendung finden.

Es sollte untersucht werden, ob ein dhnlicher Effekt bei der Synthese von ( )-5,5’-Brompino-
resinol [( )-5] zu beobachten ist. Zunéchst wurde der von Tarrago et al. entwickelten Assay
mit 5-Bromconiferylalkohol (3) wiederholt. Nach jeder Stunde wurde eine Probe der Reakti-
on genommen und mittels HPLC untersucht. In allen Tests trat ein Maximum an Produkt
nach 6h auf. Die Proben nach 7 und 8h wiesen ein stark reduziertes Level an ( )-5,5-
Dibrompinoresinol [( )-5] auf, vermutlich aufgrund von Uberoxidation und damit verbun-
denen Nebenreaktionen. Alle Testreaktionen mit Cyclodextrin ( , oder ) zeigten eine
verstérkte Bildung von ( )-5,5’-Dibrompinoresinol [( )-5] im Vergleich zur Kontrollreaktion.
Die Reaktionen mit Cyclodextrin wiesen erwartungsgeméf die grofite Menge an Produkt 5
auf, im Maximum fast doppelt so viel wie die Kontrollreaktion. und Cyclodextrin zeigten
im Maximum eine nahezu identische, um ca. ein Drittel erhéhte Konzentration.

Nachdem eine vermehrte Bildung von ( )-5,5’-Dibrompinoresinol [( )-5] im Assay nachge-
wiesen werden konnte, sollte eine praparative Umsetzung stattfinden. Aufgrund von Loslich-
keitsproblemen beim Upscaling mussten die  Cyclodextrindquivalente von 5 auf 1.85 reduziert
werden. Die Testreaktion und Kontrollreaktion wurden nach 3h gestoppt, nachdem kein Um-
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Abbildung 5.18: Uber RP-HPLC bestimmte Konzentrationen an 5,5-Dibrompinoresinol(5)
mit und ohne Zugabe der verschiedenen Cyclodextrine
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Abbildung 5.19: Ausschnitt des aromatischen Bereichs eines NMR-Spektrums des einfach ge-
sdulten Gemisches.

satz mehr nachzuweisen war. Nach der Isolation und Aufreinigung der Produkte konnte eine
Steigerung der Ausbeute um 9 % nachgewiesen werden (siehe Tabelle 5.7, Reaktionsnummer
6 & 7). Die Steigerung der Ausbeute ist zwar signifikant, ist allerdings ohne eine Moglichkeit
der Riickgewinnung des eingesetzten Cyclodextrins aufgrund der verbundenen Kosten nicht
empfehlenswert.

5.4 Dibrompinoresinolderivatisierung

5.4.1 Suzuki-Kupplung
5.4.1.1 Reaktionsoptimierung

Nach Erhalt des 5,5’-Dibrompinoresinols (5) sollte dieses semisynthetisch weiter umgesetzt
werden. Die Suzuki-Kreuzkupplung wurde aufgrund der Toleranz funktioneller Gruppen und
der Bandbreite an kommerziell verfiigbaren Borverbindungen ausgewéhlt. Fiir die ersten Tests
zur Umsetzung von 5,5’-Dibrompinoresinol (5) wurde Tetrakistriphenylphosphinpalladium(0)
als Katalysator und Dinatriumcarbonat als Base ausgewahlt. Tetrakistriphenylphosphinpal-
ladium(0) ist ein héufig verwendeter, relativ stabiler Palladium(0)-Katalysator. Um Proble-
me bei der Bildung der aktiven Katalysatorspezies zu vermeiden, wurde auf die Verwen-
dung der tiblicheren Palladium(II)salze verzichtet und es wurden stattdessen direkt Palladi-
um(0)katalysatoren verwendet. Phenylboronsaure wurde als Reaktionspartner gewahlt. Ary-
lische Boronséuren zeigen eine hohe Aktivitét in der Suzuki-Kreuzkupplung und verhindern
das Auftreten von Nebenreaktionen wie der -Hydrideliminierung. Drei verschiedene Tempe-
raturen ( und  C) wurden getestet (siehe Tabelle 5.8, 1-3). In allen Reaktionen wurde
ein Umsatz mittels DC beobachtet. Die chemischen Verschiebungen im aromatischen System
sowie die Intensitatsverteilung der Signale deutet auf die Anwesenheit mehrerer Produkte hin
(siehe Abbildung 5.19). Die wahrscheinlichste Ursache dafiir ist die unvollstindige Umsetzung
des Eduktes 5, wodurch neben dem gewiinschten doppelt gekuppelten Produkt 62 auch das
einfach gekuppelte Nebenprodukt 63 auftritt. Eine Trennung der Substanzen gelang aufgrund
der der geringen Unterschiede in den Rg-Werten zunéchst nicht. Es war nicht moglich, die ver-
schiedenen Verbindungen in einer Sdulenchromatographie zu trennen. Aufgrund der geringen
Ansatzgrofse konnten auch nicht mehrere Aufreinigungsschritte nacheinander durchgefiihrt
werden.

Um eine ausreichende Menge an Produkt fiir wiederholte Séulenchromatographien zu er-

halten, wurden mehrere vorgereinigte Gemische vereinigt. Nach einer Reihe von Sdulenchro-
matographieschritten und einer praparativen DC war es moglich geringe Mengen an doppelt
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Abbildung 5.20: Ausschnitt des aromatischen Bereichs eines NMR-Spektrums (600 mHz) von
5,5’-Dibrompinoresinol (5), 5,5-Diphenylpinoresinol (62) und 5-Brom-5-
phenylpinoresinol (63) (oben nach unten). Der nicht markierte Peak bei 7.26
in 1 und 3 stellt das Losungsmittel CDCl3 dar.

gekuppeltem Produkt und einfach gekuppeltem Nebenprodukt zu erhalten. Dehalogeniertes
Nebenprodukt konnte nicht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5.20). In der Vergroferung
des aromatischen Bereichs ist die Verschiebung der 2- und 6-H Signale deutlich zu erkennen.
Die Signalintensitéiten zeigen eindeutig die einfache bzw. doppelte Kupplung.

Mithilfe der chemischen Verschiebungen beider Produkte war es nun moglich, die Verhélt-
nisse flir die verschiedenen Temperaturen zu bestimmen. Anhand der Produkt-Nebenprodukt-
Edukt Verhéltnisse wurde C als Temperatur fiir zukiinftige Reaktionen gewahlt (siehe Ta-
belle 5.8, 1-3). Als nichstes wurden alternative organische Losungsmittel getestet. MeOH und
1,4-Dioxan wurden anstelle von THF verwendet. Bei der Verwendung von MeOH als Losungs-
mittel erhohte sich die Rate an Produkt geringfiigig, weswegen es fiir zukiinftige Reaktionen
verwendet wurde (siehe Tabelle 5.8, 4 & 5). Fluoridbasen werden haufig in Suzuki-Kupplungen
verwendet und zeigen meist hohere Ausbeuten im Vergleich zu Carbonatbasen. Eine mdgliche
Erklarung fiir diesen Effekt konnte die hohere Aktivitdt von gemischten Hydroxy-Fluorid-
Borverbindungen in der Transmetallierung sein, welche bei Trifluorboratsalzen beobachtet
wird (siehe 4.3.2).1187] In diesem Fall sank zwar der Umsatz des Eduktes im Vergleich zur
vorherigen Reaktion, allerdings konnte eine doppelt so grofe Menge an gebildetem Produkt
nachgewiesen werden. Daher wurden Cisiumfluorid und Methanol in nachfolgenden Versu-
chen verwendet (siehe Tabelle 5.8, 6 & 7). Aufgrund des immer noch unvollstdndigen Umsat-
zes wurde eine Erhohung der Menge an Katalysator zu Beginn sowie nach mehreren Stunden
getestet. Aus dem gleichen Grund wurden die Aquivalente an Base und Boronsiure leicht er-
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1

Tabelle 5.8: Vorscreening fiir die Suzuki-Reaktion von ( )-5,5-Dibrompinoresinol [( )-5]; * =
bestimmt durch NMR

@(OH
H

OMe

g Pd(PPhg)s

Ph-B(OH),, Base,

e " .Hl "
/\Q o
HO!
62

MeO

Aq. Base Aq. Lésungsmittel T Umsatz
PhB(OH), Pd(PPhj3), [ C] | [Verhiltnis]
1 |3 6 Aq. 0.1 Aq. THEF:Wasser 3:1 63:62!
Na2003 9:1
2 |3 6 Aq. 0.1 Aq. THF:Wasser 1:4 63:62*
Na2003 9:1
3 |3 6 Aq. 0.1 Aq. THF:Wasser 1:1 63:62
Na2003 9:1
4 |3 6 Aq. 0.1 Aq. 1,4-Dioxan: 1:25  63:
NasCOj3 Wasser 9:1 62!
5 |3 6 Aq. 0.1 Aq. MeOH:Wasser 1:3 5:62!
Na2003 9:1
6 |3 6 Aq. 0.1 Aq. 1,4-Dioxan: 1:2 5:62!
CsF Wasser 9:1
7 13 6 Aq. 0.1 Aq. MeOH:Wasser 1:1 5:62!
CsF 9:1
Ausbeute
8 |5 8 Aq. 2x 0.1 Aq. MeOH:Wasser 6% 5, 23%
CsF 9:1 63, 10 % 62
9 5 8 Aq. 0.2 Aq. MeOH:Wasser Spuren 63,
CsF 9:1 5% 62
10 | 5 8 Aq. 2x 0.1 Aq. MeOH:Wasser 13% 63,
CsF 9:1 20 % 62

hoht, um Verluste durch Nebenreaktionen auszugleichen. Die Erhéhung des Katalysators zu
Beginn der Reaktion brachte keine Verbesserung. Die erneute Zugabe nach mehreren Stunden
Reaktionszeit steigerte den Umsatz jedoch mafsgeblich auf 23 % 63 und 10 % 62 (siehe Tabel-
le 5.8, 8 & 9). Da eine Korrelation zwischen Temperatur und Produktbildung erkennbar war,
C (siehe Tabelle 5.8, 10) und C untersucht. Die Reaktion bei C
war aufgrund der Evaporation des Losungsmittels nicht erfolgreich (Ergebnisse nicht gezeigt),
wahrend bei C eine deutliche Steigerung der Produktbildung auf 20 % zu beobachten war
(siehe Tabelle 5.8, 10). Allerdings war eine Abtrennung des monosubstituierten Nebenpro-
duktes 63 (13 %) erneut nicht mdoglich.

Die Versuche im Screening verliefen duflerst positiv. Es gelang das gewiinschte Produkt in
wenigen Versuchen herzustellen. Allerdings zeigte es auch die Problematik der Trennung von
Edukt 5, Neben- 63 und Hauptprodukt 62. Sdulenchromatographie ist keine geeignete Trenn-
methode fiir die Produkte. Die Umsétze waren dufierst gering, konnten aber im Verlauf der
nachfolgenden Optimierung noch angehoben werden.

wurden auch

Fiir die Optimierung wurde auf eine bereits zuvor verwendete Trennmethode zuriickge-

o8



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 5.9: Optimierung der Suzuki-Reaktion von ( )-5,5-Brompinoresinol [( )-5]; ! = Auf-
reinigung mit priparativer DC; 2 = 4,4’-DiO-acetyl-5,5-dibrompinoresinol (64)
als Substrat.

OMe OMe
O . oH Ph-B(OH),, Base, O . o
N H'H"H SO O
e
5 62
MeO MeO
Aq. , :
PhB(OH), Base Pd-Kat. Losungsmittel Ausbeute
. 8 Aqg. 0.1 Aq. MeOH:Wasser 1
L |54 CsF | Pd(PPhg)s | 9:1 22% 62
“ 20 Aq. 0.1 Aq. MeOH:Wasser 1
2| 174 CsF | Pd(PPhg)s | 9:1 19% 62
. 8 Aqg. 0.1 Aq. MeOH:Wasser 1
3|54 CsF Pd(PPhy)s | 1:1 12% 62
“ 20 Aq. 0.1 Aq. MeOH:Wasser 1
4174 CsF Pd(PPhs), 1:1 21% 62
. 6 Aqg. 0.15 Aq. MeOH:Wasser 1
5 | 34a. CsF Pd(dppf)Cl, | 9:1 Spuren 62
6 | 3i 6 Aqg. 0.15 Aq. MeOH:Wasser | 5.6% 63,
4 K3PO4 | Pd(dppf)Cly | 9:1 1.8% 62!

griffen. Die préparative DC ist eine sehr alte Trennmethode, die besonders fiir geringe Sub-
stanzmengen geeignet ist. Boronsduren konnen verschiedene Nebenreaktionen eingehen, was
die Ausbeute der Reaktion senken kann. Um auszuschlieffen, dass die Boronsdure in unserer
Reaktion limitierend ist, wurde die Reaktion mit 17 Aq. Boronsdure und 20 Aq. Base durchge-
fithrt. Dabei konnte allerdings keine erhohte Ausbeute gemessen werden (siehe Abbildung 5.9,
Reaktionsnummer 1 & 2). Erstmalig gelang dabei allerdings die Isolation von sauberem Pro-
dukt 62. Gleichzeitig wurde auch eine Erhohung des Wassergehaltes auf 1:1 getestet. Dabei
ergab sich allerdings keine Steigerung im Produktgehalt (siehe Tabelle 5.9, Reaktionsnummer
3 & 4).

Zweizéhnige Liganden konnen aufgrund ihres sterischen Bedarfs zu erhdhten Ausbeuten
fithren (siehe Kapitel 4.3.1). Daher wurde der Pd(dppf)Cls-Katalysator getestet. Beim Pd-
(dppf)Cle-Katalysator handelt es sich um einen Pd(II)-Katalysator. Die Reduktion findet in-
situ jedoch mit duferst hoher Effizienz statt, weswegen er in einer Vielzahl von Publikationen
verwendet wird.®®8191 In zwei aufeinanderfolgenden Versuchen mit CsF und K3POy als Ba-
sen konnten nur geringe Mengen an unsauberen Produkt 62 isoliert werden (siehe Tabelle 5.9,
Reaktionsnummer 5 & 6). Mit der praparativen DC konnte eine zufriedenstellende Trennme-
thode entwickelt werden. Damit gelang erstmalig die Isolation sauberen Produktes in einem
einzelnen Aufreinigungsschritt. Trotz vollstdndigem Umsatz kénnen jedoch nur Ausbeuten um
20 % erhalten werden. Veranderungen der Temperatur, Katalysator- bzw. Boronsauredquiva-
lente oder des Losungsmittels haben nur geringfiigige Auswirkungen auf die Produktbildung.

Die Optimierung der Reaktionsparameter hatte nicht den gewiinschten Erfolg. Zur Stei-
gerung der Ausbeuten sollten daher die Reaktanten systematisch variiert werden. Hydroxyl-
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Abbildung 5.21: Synthese von 4,4’-Di0-acetyl-5,5'-dibrompinoresinol (64) durch Acetylierung
der beiden Hydroxylgruppen aus 5,5-Dibrompinoresinol (5). DMAP = Di-
methylaminopyridin, TEA = Triethylamin.

gruppen konnen Komplexe mit Palladiumkatalysatoren eingehen. Abhéngig von der Stabilitét
des gebildeten Komplexes kann dies das Palladium komplett aus dem Katalysezyklus entfer-
nen. Wir entschieden uns daher, die beiden Phenole zu schiitzen, um die Bildung derartiger
Komplexe auszuschliefien. Aufgrund des vergleichsweise geringen sterischen Anspruchs, so-
wie der einfachen synthetischen Handhabung wurde die Einfiihrung einer Acetylschutzgruppe
beschlossen (siehe Abbildung 5.21). Die Acetylschutzgruppe wurde ohne Probleme mit
Ausbeute eingefiihrt. In einer Umsetzung mit Phenylboronsiure als Substrat konnte allerdings
weder di- noch monosubstituiertes Produkt identifiziert werden. Zudem konnten nur des
4.4’-Di0-acetyl-5,5’-dibrompinoresinol (64) reisoliert werden (siehe Tabelle 5.10, Reaktions-
nummer 1).

Bei der Riickgewinnung des 4,4’-DiO-acetyl-5,5’-dibrompinoresinol (64) konnten nur
des Startmaterials zuriickgewonnen werden. Aufgrund dieser unerwartet geringen Menge wur-
de eine Untersuchung der Reinheit des Eduktes 64 sowie des noch vorritigen 5,5’-Dibrom-
pinoresinols (5) mittels gNMR durchgefiihrt. Das gNMR zeigte eine Reinheit des 4,4’-DiO-
acetyl-5,5’-dibrompinoresinol (64) sowie des 5,5’-Dibrompinoresinols (5), von nur 60-70 %.
Séulenchromatographie von 4,4’-DiO-acetyl-5,5’-dibrompinoresinol (64) blieb aufgrund der
Unloslichkeit des Produktes in gidngigen Laufmitteln erfolglos. Stattdessen wurde das Pro-
dukt in Chloroform gelost und iiber Filtration gereinigt. Nachfolgende gqNMRs zeigten ei-
ne Reinheit von . Eine Séulenchromatographie von 5,5-Dibrompinoresinol (5) fithrte
ebenfalls zu keiner Steigerung der Reinheit. Die Entfernung dieser Verunreinigung gelang
mit der Einfiihrung eines Waschschrittes mit Chloroform, was die Reinheit auf erhoh-
te. Die gereinigten Verbindungen wurden anschlieffend in allen weiteren Versuchen verwendet.

Die langsame Freisetzung der Boronsdure durch Hydrolyse bei der Verwendung von Bo-
ronsdureestern kann sich positiv auf die Umsetzung auswirken (siehe Kapitel 4.3.2). Da-
her wurden die Verwendung von Phenylboronséurepinakolester und Phenylboronsiure-1,3-
propandiolester anstelle der Phenylboronséaure getestet. Dabei konnte im Falle von Phenylbo-
ronsdurepinakolester keinerlei Produktbildung, bzw. nur Spuren eines Produktes iiber NMR
im Falle von Phenylboronsédure-1,3-propandiolester, nachgewiesen werden (siehe Tabelle 5.10,
2 & 3). Die Umsetzung von 4,4’-DiO-acetyl-5,5-dibrompinoresinol (64) wurde ab diesem
Punkt aufgegeben, da kein wesentlicher Umsatz detektiert werden konnte.

Eine relativ weit verbreitete Klasse an Borverbindungen stellen die N-koordinierten Bo-
ronate dar. Aufgrund ihrer hohen Aktivitdt werden sie meist in komplexeren Reaktionen
eingesetzt. Die Verwendung des Phenylboronsédure-MIDA-ester fiihrte zu Produkt und
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Tabelle 5.10: Optimierung der Suzuki-Reaktion von ( )-5,5-Dibrompinoresinol [( )-5]; ! =
bestimmt durch NMR; 2 — Aufreinigung mit priparativer DC; 3 — 4,4°-DiO-

acetyl-5,5’-dibrompinoresinol (64) als Substrat; * = Reinheit bestimmt
iiber gNMR.
OMe OMe
O oR Ph-B(OH),, Base, O oR
N H..H..H oo PO H'H"H -
90 °C
ot ot
MeO MeO
Aq. RBR? Base Pd-Kat. Losungsmittel Ausbeute
1?2 | 3Aq. 6 Aq. 0.1 Aq. MeOH:Wasser | 10 % 62
Phenyl- CsF Pd(PPhg)4 9:1
boronsdure
234 3 Aq. 6 Aqg. 0.1 Aq. MeOH:Wasser | -
Phenyl- CsF Pd(PPhs), 9:1
boronséaure-
pinakolester
334 3 Aq. 6 Aqg. 0.1 Aq. THF:Wasser 4% 62
Phenyl- CsF Pd(PPhs)y 9:1
boronséaure-
1,3-
propandiol-
ester
4* | 3Aq. 6 Aq. 0.1 Aq. 1,4-Dioxan: 30 % 5,
Phenyl- K3PO4 | Pd(PPhs)y Wasser 9:1 60 % 62
boronsaure-
MIDA-ester
5% | 5Aq. 8 Aq. 0.1 Aq. 1,4-Dioxan: 69 % 62
Phenyl- K3PO4 | Bis(tert- Wasser 9:1
boronsaure BusP)Pd(0)
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Edukt (siehe Tabelle 5.10, 4). Die Trennung beider Substanzen gelang dabei nur auf-
grund der Verwendung von praparativer DC, welche jedoch bei groferen Ansétzen ungeeignet
ist. Daher wurde versucht den Umsatz noch weiter zu steigern. Der Bis(tri-tert-butyl)phos-
phinpalladium(0)-Katalysator ist noch aktiver als der Tetrakistriphenylphosphinpalladium(0)-
Katalysator. Durch die Verwendung dieses Katalysators konnte die Ausbeute, bei vollsténdi-
gem Umsatz, auf gesteigert werden (siehe Tabelle 5.10, 5).

5.4.1.2 5,5’-Dibrompinoresinol (5) Derivatisierung

Mit den optimierten Bedingungen wurde eine Reihe von praparativen Reaktionen mit ver-
schiedenen Boronsduren durchgefiihrt (siehe Tabelle 5.22). Die Substrate wurden ausgewahlt,
um eine moglichst grofe Abdeckung verschiedenster Funktionalitdten zu erhalten. Arylbo-
ronsduren mit unterschiedlichen Substituenten (elektronenziehend, elektronenschiebend oder
Heteroaromaten) wurden getestet. Zusétzlich wurden einige vinylische und alkylische Bo-
ronsduren verwendet, um die Limitationen des Systems herauszufinden. Die F&higkeit des
Systems, zwischen verschiedenen Halogenen zu unterscheiden, soll mit der Verwendung einer
halogenierten Boronsdure getestet werden.

Die Reaktion wurde zuerst im grofseren Mafsstab (100 mg anstelle von 20 mg) mit Phenyl-

boronsdure getestet. Nach vollstindiger Umsetzung des Eduktes war es moglich das Pro-
dukt 62 in nahezu quantitativer Ausbeute (95%) zu isolieren. Die deutlich héhere Aus-
beute hingt vermutlich mit der einfacheren Handhabung im grofseren Mafsstab zusammen.
Als néchstes wurde Methoxyphenylboronsdure als Arylboronsdure mit elektronenschieben-
dem Substituenten umgesetzt. Die Ausbeute des Produktes 64 war mit 88 % im sehr guten
Bereich. Minimal darunter mit 84 % lag die Ausbeute an 65 bei der Verwendung der 4-
Nitrophenylboronséure. Eine hohere Ausbeute von 91 % fiir 66 konnte bei der Verwendung von
4-Carboxymethylphenylboronséure erreicht werden. Die Ausbeute sank leicht bei der Verwen-
dung des elektronenreichen Heteroaromaten 3-Thienylboronsdure auf 80 % von 67. Tests mit
4-Pyridinylboronséure, als elektronenarmen Heteroaromaten, waren nicht erfolgreich. Die Ver-
wendung von alkylischen Boronsduren (Butylboronséure und Cyclopropylboronsiure) fithrten
ebenfalls zu keiner Produkt- bzw. Nebenproduktbildung. Als Letztes wurden zwei vinylische
Boronsduren umgesetzt. Weder bei cis-1-Propenboronsiure noch bei 3-Chlorvinylboronsiure
war eine Bildung des Produktes zu beobachten.
Die Erkldrung fiir die fehlende Umsetzung nicht arylischer Boronséuren kénnte im Mechanis-
mus liegen. Im Schritt der Transmetallierung werden zwei verschiedene Mechanismen disku-
tiert. Carrow et al. konnten nachweisen, dass arylische Boronsduren iiber den Oxo-Palladium-
mechanismus etwa viermal so schnell reagieren kénnen wie iiber den Boronatmechanismus.
Bislang konnten diese Ergebnisse noch nicht fiir vinylische oder alkylische Boronséduren re-
produziert werden. Es wére daher denkbar, dass die Aktivierungsenergie fiir den Boronatweg
zu hoch liegt um iiberwunden zu werden. In anderen Studien wurde auch ein Zusammenhang
zwischen dem Umsatz und der Basenstédrke gefunden. Vinylische und alkylische Boronsduren
benotigen hiufig stdrkere Basen als die arylischen Boronsaduren.

5.4.2 Toxizitdtsassays

5.4.2.1 Toxizitdt gegeniiber Mikroorganismen

Die Toxizitét von Pinoresinol (6) enthaltenden Extrakten ist weitgehend bekannt und viel-
fach studiert worden.['92: 193] Aufgrund der Schwierigkeiten in der Synthese wurden jedoch
nur wenige Studien mit reinem Pinoresinol (6) durchgefithrt. Eine Studie zur Toxizitét von
Pinoresinol (6) gegeniiber verschiedenen in Lebensmitteln vorkommenden Bakterien wurde
von Zhou et al. publiziert. Dabei wurde eine MIC von 31ng gegeniiber E. coli und 4ng
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Abbildung 5.22: Ausbeuten der Suzuki-Kreuzkupplung von ( )-5,5’-Brompinoresinol [(
unter optimierten Bedingungen mit verschiedenen Boronsduren.
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Abbildung 5.23: Toxizitdt von 5,5-Dibrompinoresinols (5) gegeniiber den Mikroorganismen
E. coli, P. putida, C. glutamicum, B. subtilis und S. cerevisae.

gegeniiber Bacillus subtilis nachgewiesen. Anhand von Gram-Férbungen und Elektronenmi-
kroskopie wurde eine Zerstorung der Zellwand der behandelten grampositiven Bakterien als
Wirkmechanismus postuliert.[194]

Es wurde daher entschieden, die Toxizitdt der neuen Derivate zu bestimmen. Unter Nut-
zung von bereits publizierten Verfahren wurden die Derivate gegeniiber fiinf verschiedenen
Mikroorganismen (E. coli, Pseudomonas putida, C. glutamicum, B. subtilis und S. cerevisae)
getestet.[19%] Fiir die Tests wurde ein Mikrotiterplatten-basierter Assay gewiihlt. Dieser erlaubt
die Aufnahme von Dosis-Wirkungs-Kurven zur Bestimmung des ICsy Wertes als inhibitori-
sche Kenngrofe sowie des MICs. Die biologische Aktivitdt kann im Mikrotiterplatten-basierten
Assay indirekt iiber die optische Dichte des Wachstumsmediums bestimmt werden. Dies stellt
eine schnellere und genauere Auswertung der Daten im Vergleich zu den gingigen Agardiffu-
sionstests sicher. Im Agardiffusionstest wird zu testende Substanz punktuell auf mit Mikroor-
ganismen bewachsenes Nihrmedium gegeben. Uber die Gréfe des entstehenden Hemmbhofes
kann die Stirke der biologischen Aktivitdt bestimmt werden. E. coli und P. putida decken
den Bereich der gramnegativen Bakterien ab, Corynebacterium glutamicum und B. subtilis
den der grampositiven und S. cerevisae die Hefen. E. coli stellt den gingigsten gramnegati-
ven Modellorganismus dar. C. glutamicum und B. subtilis sind ebenfalls Modellorganismen
und griindlich untersucht.'961981 ¢ glutamicum wird vielfach als Modellorganismus fiir ver-
schiedene pathogene Organismen verwendet (Corynebacterineae, Mycobacterium tuberculosis
u. a.). Fiir das Experiment wurden Kulturen der jeweiligen Bakterien in LB-Fliissigmedium
mit verschiedenen Konzentrationen eines Derivates, in DMSO gelost, versetzt. Als Wachs-
tumskontrolle diente eine Kultur ohne Zugabe des Derivats.
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Zuniachst wurde die Toxizitét von 5,5-Dibrompinoresinols (5) bestimmt. Nach Auswertung
der Toxizitdtsergebnisse war es nur im Fall von B. subtilis moglich eine mittlere inhibitori-
sche Konzentration (ICsg) von pm zu bestimmen. Eine Inhibition des bakteriellen
Wachstums war ab einer Konzentration von 440 pM sichtbar. Eine Aussage zum Wirkmecha-
nismus lésst sich aus diesen Ergebnissen ohne weitergehende Untersuchung nicht schliefsen.
Fir P. putida, E. coli und C. glutamicum ist eine Inhibition nur bei den héchsten Konzen-
trationen sichtbar. Eine Kalkulation eines ICsg ist aufgrund der teilweise stark schwankenden
Werte nicht moglich. Losungen mit hoheren Konzentrationen zeigten das Erreichen des Los-
lichkeitslimits, weswegen keine weiteren Versuche in dieser Richtung durchgefiihrt wurden.
Bei S. cerevisiae konnte keine signifikante Inhibition des Wachstums auch bei den hochs-
ten Konzentrationen festgestellt werden (siehe Abbildung 5.23). Im Vergleich zur Literatur
zeigt sich, dass 5,5’-Dibrompinoresinol (5) eine geringerer Toxizitét als Pinoresinol (6) besitzt.

Abschliefend wurde die Toxizitat der fiinf Produkte 5,5-Diphenylpinoresinol (62), 5,5-
Di(4,4’-methoxyphenyl)-pinoresinol (64), 5,5’-Di(4,4’-(methoxycarbonyl)-phenyl)-pinoresinol
(66), 5,5’-Di(4-nitrophenyl)-pinoresinol (65) und 5,5-Di-(3-thienyl)-pinoresinol (67) nach der
selben Methodik untersucht. Aufgrund von Problemen mit der Léslichkeit der Substanzen
musste die hochste Konzentration von 900 pM auf 300 pM abgesenkt werden. Bedauerlicher-
weise konnte bei keinem der Produkte eine Toxizitdt im Rahmen der Loslichkeit festgestellt
werden.

5.4.2.2 Einfluss auf Autophagieinduktion und den Hedgehog Signalweg

Die Studien zum Einfluss auf die Autophagieinduktion und den Hedgehog Signalweg durch
Pinoresinolderivate wurden am Mazx-Planck-Institut fir Molekulare Physiologie in Dortmund
in der Abteilung fiir Chemische Biologie und am Compound Management And Screening Cen-
ter (COMAS) von Dr.Luca Laraia und Dr.Sonja Sievers durchgefiihrt.

Autophagie ist der kontrollierte Abbau von Zellbestandteilen in Eukarya. Dabei werden

nicht mehr bendtigte, fehlerhafte oder schédliche Bestandteile zunéchst von einer Doppel-
membran umschlossen. Das so entstandene Organell wird als Autophagosom bezeichnet. Die
Fusion mit einem Lysosom liefert dann die notwendigen Abbauenzyme. Nach der Fusion
spricht man vom Autolysosom. Die beim Abbau entstehenden Néahrstoffe werden von der
Zelle zuriickgewonnen und wiederverwendet. In der Krebstherapie kann die Inhibition der
Autophagie zur Erhéhung der Sensitivitédt gegeniiber Chemotherapeutika fithren. Einen be-
kannten Autophagieinhibitor stellt das Antimalariamittel Chloroquin dar.[199-202]
Die Auswirkungen der Pinoresinolderivate auf die Autophagie wurde mithilfe von transfi-
zierten eGFP-LC3 MCEF-T7-(Brustkrebs)-Zellen untersucht, bei denen kiinstlich Autophagie
induziert wurde. Die Autophagie wird dabei iiber die Fluoreszenz des enhanced green fluo-
rescent protein (eGFP), welches {iber einen Linker mit dem Autophagie assozierten Protein
microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B (LC3) verbunden ist, nachgewiesen.
LC3 ist ein Markerprotein der Autophagie und findet sich bei der Bildung der Autophago-
somen auf der Aufienseite des Organells assoziiert mit der Membran. Die Fusion mit eGFP
ermoglicht die direkte Beobachtung der Bildung der Autophagosomen iiber die Zunahme der
Fluoreszenz. Uber eine Anderung der Fluoreszenz kann dabei die Auswirkung auf die Auto-
phagie gemessen werden. Bei der Analyse der Daten erfolgt zunéchst eine Einzelanalyse, bevor
der Mittelwert iiber ein well gebildet wird. Dazu werden vier Bilder pro well aufgenommen,
wobei in jedem ca. 100 Zellen sichtbar sind (siehe Abbildung 5.24).
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Abbildung 5.24: Mikroskopieaufnahmen von eGFP-LC3 MCF-7-(Brustkrebs)-Zellen im nor-
malen Zustand (A) und unter Nahrstoffmangel (B). Die initiierte Autophagie

im Néhrstoffmangelzustand ist sichtbar durch Bildung von LC3-Punkta in
B.

Tabelle 5.11: Primérscreen zu den Auswirkungen auf die Rapamycin und durch N&hrstoff-
mangel induzierte Autophagie von eGFP-LC3 MCF-7-(Brustkrebs)-Zellen durch
verschiedene Pinoresinolderivate (¢ = 10 uM). Es handelt sich um eine 1-Punkt
Bestimmmung, allerdings wurde beim N&hrstoffmangel ein technisches Replikat
mitlaufen gelassen.

No. | Pinoresinol-derivat

Autophagie Rapamycin [%)]

Autophagie Nahrstoffmangel [%]

5
62
64
66
65
67

SO s W N =

66

67 77
52 53
47 74
o1 56
65 72
23 24

93
97
54
63
83
47
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Tabelle 5.12: Assay zu den Auswirkungen von 5,5-Di-(3-thienyl)-pinoresinol (67) auf die
durch Né&hrstoffmangel oder durch Rapamycin-Zugabe induzierte Autophagie
in eGFP-LC3 MCF-7-(Brustkrebs)-Zellen.

Messung | Autophagie Nahrstoffmangel IC5q [pM| | Autophagie Rapamycin 1Csq [pM]
1 8.85 >10
2 3.13 >10
3 5.33 >10

Mittelwert 5.77 2.88 -

Alle getesteten Pinoresinolderivate inhibieren die Autophagie in den getesteten MCF-7-(Brust-
krebs)-Zellen. Die Inhibition fiir beide untersuchten Quellen (N&hrstoffmangel und Rapamycin-
Induktion) fillt jedoch stark unterschiedlich aus. Generell féllt die Inhibition bei Néhrstoff-
mangel sehr viel stérker aus als bei Rapamycin-Induktion. Die besten Werte zeigt 5,5’-Di-
(3-thienyl)-pinoresinol (67) mit 47 % im Rapamycin induzierten Versuch und 23/24 % im
Néhrstoffmangel induzierten Versuch. 5,5’-Dibrompinoresinol (5) zeigt mit 93 % im Rapamy-
cin induzierten Versuch und 67/77 % im Nahrstoffmangel induzierten Versuch die geringste
Inhibition. Interessant sind die Ergebnisse von 5,5’-Diphenylpinoresinol (62), welches nahezu
keine Inhibition bei der Rapamycin Zugabe zeigte (97 %), jedoch eine starke Inhibition bei
Néhrstoffmangel (52/53 %). Im Gegenzug dazu zeigte 5,5-Di(4,4’-(methoxycarbonyl)-phenyl)-
pinoresinol (66) mit 51/56 % fiir den Néhrstoffmangel und 63 % fiir die Rapamycin-Induktion
nur eine geringe Selektivitdt, aber immer noch eine starke Inhibition der Autophagie. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen fiir 5,5’-Di(4,4’-(methoxycarbonyl)-phenyl)-pinoresinol (66)
mit 47/74 % und 54 %. 5,5’-Di(4-nitrophenyl)-pinoresinol (65) inhibierte in beiden Féllen die
Autophagie nur minimal mit 65/72 % und 83 % (Nahrstoffmangel und Rapamycin-Induktion).
Erfolgversprechende Substanzen sind alle deren Inhibition im Primérscreen fiir beide Versuche
bei iiber 50 % lag. Bei den Pinoresinolderivaten erfiillt nur 5,5-Di-(3-thienyl)-pinoresinol (67)
diese Voraussetzung. Es wurde daher als einzige Verbindung fiir weiter Tests verwendet.

Die Autophagieinhibitionsmessung wurde in Triplikaten durchgefiihrt. Bei jeder Messung wur-
den vier Bilder pro well aufgenommen. In jeder Aufnahme wurden ca. 100 Zellen untersucht.
Mithilfe einer acht-stufigen Verdiinnungsreihe wurde der IC5o-Wert von 5,5-Di-(3-thienyl)-
pinoresinol (67) bestimmt. Auffillig ist die unterschiedliche Inhibition in Abhéngigkeit der
Autophagieinduktion. Wahrend bei der Induktion durch Nahrstoffmangel ein ICsg von 5.77 pm
ermittelt werden konnte, zeigte sich keine Inhibition im Rahmen des Messbereichs (<10 pM)
bei der Induktion mittels Rapamycin (siehe Tabelle 5.12). Das gingige Modellsubstrat Chlo-
roquin zeigt in vergleichbaren Tests eine Reduktion um 46 6.79 % bei einer Konzentration
von 20 pM.1203] Das Derivat 67 zeigt also signifikant bessere Ergebnisse. Die nicht messba-
re Inhibition der Rapamycin induzierten Autophagie steht im Widerspruch zum FErgebnis
des Priméirscreens, kénnte jedoch an den teilweise bedeutenden Streuungen im Einzelpunkt-
nachweis liegen. Die scheinbar selektive Inhibierung der Autophagie kénnte Moglichkeiten zur
Steuerung des Prozesses 6ffnen.

Die Gene des Hedgehog Signalwegs regulieren das Zellwachstum im embryonalen Stadium
von Tieren. Mutationen sind fiir Entwicklungsstorungen wie die Holoprosencephalie verant-
wortlich. Holoprosencephalie ist eine Stérung in der Entwicklung des Vorderhirns, welches in
den meisten Fillen zum Tod des Embryos fithrt. Weniger schwerwiegende Mutationen kénnen
zum Auftritt von Zyklopie fiihren.
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Tabelle 5.13: Auswirkungen der Pinoresinolderivate auf die osteogene Differenzierung von
embryonalen, mesodermen Fibroblasten (C3H10T1/2) aus Maiusen. Die Dif-
ferenzierung wird durch die Zugabe von Purmorphamin induziert. Gemessen
wird die Aktivitdt der ALK, welche als Markerprotein fiir das Osteogenese-
Differenzierungsprogramm dienen. Gleichzeitig wird die Toxizitét der Verbin-
dungen iiber einen Zelllebensfahigkeitstest nachgewiesen.

No. | Pinoresinol-derivat | Osteogenese-Differenzierungsrate [%] | Uberlebensrate [%]
1 5 64 95
2 62 53 86
3 64 15 87
4 66 44 86
) 65 15 82
6 67 74 84

Mutationen in einem der drei in Menschen vorhandenen Gene des Signalweges konnten in ver-
schiedenen Krebsarten nachgewiesen werden. In nahezu allen Basaliomen, bdsartige Krebser-
krankungen der Haut, kann eine starke Aktivitit des Signalwegs nachgewiesen werden, was
zum unkontrollierten Wachstums des Tumors fiihrt.2°4 Auch in einem Drittel der Medullo-
blastome, bosartige Tumore des Kleinhirns welche meist im Kindesalter auftreten, kann eine
verstirkte Expression nachgewiesen werden.[20% 2061 Aych in vielen Krebsarten in denen keine
Mutation im Hedgehog Signalweg nachgewiesen werden konnte, zeigt sich eine Verringerung
des Wachstums bis zum vollstdndigen Stillstand nach der Inhibition des Signalwegs. Dies erdff-
net Moglichkeiten zur Kombinationstherapie mit anderen Chemotherapeutika.[207299] Neben-
wirkungen der Inhibition sind erstaunlich gering in Erwachsenen, jedoch zeigen Studien mit
M4&usen massive Schiadigungen bei heranwachsenden Tieren. Verschiedene Inhibitoren befin-
den sich bereits in den klinischen Testphasen I und II. Aufgrund der zu erwartenden auftreten
Resistenzen sowie verschiedensten Anwendungen in Kombinationstherapien ist die Entwick-
lung weiterer Substanzklassen jedoch unbedingt notwendig.[210: 2111

Fiir die Untersuchung der Auswirkungen der hergestellten Pinoresinolderivate auf den Hedge-
hog Signalweg wurde die Inhibition der Differenzierung von embryonalen, mesodermen Fibro-
blasten (C3H10T1/2) aus Mausen untersucht. Nach Zugabe von Purmorphamin, ein Aktiva-
tor des Hedgehog Signalweges, entwickeln sich diese zu Osteoblasten. Wahrend der Entwick-
lung werden grofe Mengen an Alkalischen Phosphatasen (ALK) produziert. Die Aktivitét
dieser Proteine wird iiber die Intensitdt der Lumineszenz spezifischer Produkte nachgewie-
sen. Die Inhibition des Hedgehog Signalweges korreliert damit direkt mit der Inhibition der

Lumineszenz.[212]

Richtwerte fiir erfolgversprechende Verbindungen sind eine Reduktion der Differenzierung
um mehr als 50 % bei einer Uberlebensrate der Zellen von mehr als 80 %. Die beiden Verbin-
dungen 64 und 65 zeigen eine sehr starke Inhibition. In beiden Féllen findet nur in 15 % eine
Differenzierung statt. Zudem zeigen beide eine geringe Toxizitdt mit 87 % bzw. 82 % iiber-
lebenden Zellen. 5,5'-Di(4,4’-(methoxycarbonyl)-phenyl)-pinoresinol (66) erreicht mit 44 %
Differenzierungsrate bei 86 % iiberlebenden Zellen ebenfalls den pharmazeutisch interessan-
ten Bereich. Die restlichen drei Verbindungen liegen knapp (62) bis deutlich (5 und 65) iiber
dem Richtwert von 50 %, zeigen jedoch ebenfalls eine signifikante Inhibition. Die Osteogenese-
Differenzierung wird demnach durch alle Derivate inhibiert, was Moglichkeiten zur weiteren
Optimierung eroffnet. Das Pinoresinolstrukturmotiv kénnte als lead-Verbindung zur Herstel-
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lung einer Klasse von hedgehog-Inhibitoren dienen. Auch wenn die Ergebnisse bisher nur
vorldufig sind und noch eine genaue Untersuchung im Assay erforderlich ist, sind sie &dufierst
vielversprechend.
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6 Material

6.1 Gerdte

Die in sieche Tabelle 6.1 aufgefiihrten Gerdte wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet.

Tabelle 6.1: Liste der im Verlaufe der Arbeit verwendeten Gerate mit Herstellern

Geriét

Hersteller

BioCote Stuart rotator SB2, Rotor-
schiittler in C Konstantraum fiir
Kulturréhrchen

Bandelin Sonorex RK 100 H, Ultra-
schallbad

Biichi Rotavapor R-205, Rotations-
verdampfer

Canon EOS 1000D, Digitale Spie-
gelreflexkamera,

Carmag UV Cabinet, UV Kammer
fiir Chromatographie

CEM Discover Labmate, Synthese-
mikrowelle

CEM Intelligent explorer, Explorer

Dionex UltiMate™3000 HPLC Anla-
ge

Edmund Biihler TiMiz, Schiittler
mit Inkubationshaube fiir Reakti-
onsplattem

Eppendorf Centrifuge 5424R, ge-
kiithlte Zentrifuge mit Festwinkelro-
tor fiir Reaktionsgeféfe (1.5 + 2mL)
Eppendorf Centrifuge 5810R, ge-
kiihlte Zentrifuge mit Festwinkel-
rotor fiir Reaktionsgefife (15 +
50mL)

Eppendorf Research, Pipette 0.1-
10 pLL

Eppendorf Research, Pipette 10-
100 pL.

Eppendorf Research, Pipette 100-
1000 pL

Gilson Pipetman, Pipette 0.5-5 mL
Hettich Beleux MKR23, beheiz-
ter/gekiihlter Schiittelblock fiir 1.5-
50 mL Reaktionsgeféfse

BioCote Ltd, Wolverhampton, UK

Bandelin electronic GmbH & Co.
KG, Berlin, Deutschland

Biichi Labortechnik GmbH, Essen,
Deutschland

Canon Deutschland GmbH, Krefeld,
Deutschland

Camag, Muttenz, Schweiz

CEM GmbH,  Kamp-Lintfort,
Deutschland
CEM GmbH,  Kamp-Lintfort,
Deutschland

Dionex/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Edmund Biihler GmbH, Hechingen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

Gilson, Middleton, WI, USA

Hettich Benelur B.V., Geldermal-
sen, Niederlande
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Tabelle 6.1: Liste der im Verlaufe der Arbeit verwendeten Gerate mit Herstellern

Gerét Hersteller
Infors HT Multitron Standard,
beheizbarer /kiithlbarer ~ Schiittelin- | Infors HT, Bottmingen, Schweiz

kubator fiir Fliissigkulturen
Invitrogen Novexr MiniCell, vertika-
les Gelelktrophoresesystem fiir Invi-
trogen precast sodium dodecyl sul-
fate polyacrylamide gel electrophore-
sis (SDS-PAGE) gels

JASCO LC-2000Plus HPLC Anlage

Jouan Innovens 234 EU1l, Heiz-
schrank fiir Laborglas

kd Scientific Legato™ 100, Sprit-
zenpumpe

Labor-pH-Meter 766 Calimatic, pH-
Meter

NanoDrop 2000¢, Kleinvolumenpho-
tometer

Sartorius LA1200S, Feinwaage
Sartorius MC1, Laborwaage

Sartorius 2004 MP, Ultrafeinwaage
Sarvall RC6+, gekiihlte Standzen-

trifuge

Shimadzu UV-1800, kiihlba-
res/beheizbares Spektrophotometer
(CPS-240A)

Sonoplus, Ultraschall Zelldis-
ruptor mit diversen Horngrofsen
(1.5-50 mL)

Steinel HG3002LCD  Typ 3458,
Heifsluftgeblése fiir C
Vacuubrand MD 4C, Vakuum Mem-
branpumpe

Vacuubrand RZ 6, Vakuum Dreh-
schieberpumpe

VKS-75 control, Plattenformschiitt-
ler in C Konstantraum fiir Fliis-
sigkulturen

Zirbus VaCo2, Lyophilisator

Invitrogen ~ GmbH,  Darmstadt,

Deutschland

JASCO Germany GmbH, Grof-
Umstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

kd Scientific Inc, Holliston, MA,
USA

Knick  elektronische  Messgerdte
GmbH & Co. KG, Berlin, Deutsch-
land

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Sartorius AG, Gottingen, Deutsch-
land

Sartorius AG, Gottingen, Deutsch-
land

Sartorius AG, Gottingen, Deutsch-
land

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Shimadzu, Duisburg, Deutschland

Bandelin electronic GmbH & Co.
KG, Berlin, Deutschland

Steinel Vertrieb GmbH, Herzebrock-
Clarholz, Deutschland

Vacuubrand GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland
Vacuubrand GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland

Edmund Biihler GmbH, Hechingen,
Deutschland

Zirbus  Technology GmbH, Bad
Grund, Deutschland
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6.2 Software

Tabelle 6.2: Liste der im Verlaufe der Arbeit verwendeten Programme mit Herstellern

Name Hersteller

ChemBioDraw Ultra 12.0 & 16.0 PerkinElmer Informatics

Clone Manager 9.4 Professional Scientific & Educational Software
ensochemLab 7.0.5 enso Software GmbH
MestReNova 8.01-10878 Mestrelab Research S.L.

Microsoft Excel 2010, 2013 & 365 Microsoft Corp.
Microsoft Power Point 2010, 2013 & .
Microsoft Corp.

365

Microsoft Word 2010, 2013 & 365 Microsoft Corp.
OriginPro 9.0G OriginLab Corp.
TeXstudio

6.3 Verbrauchsmaterialien

Pipettenspitzen (0.1-1000 uL), Semimikrokiivetten und Reaktionsgeféfe (1.5, 2, 15 und 50 mL)
wurden von neoLab Migge GmbH (Heidelberg, Deutschland) erworben. Fertigfolien mit Fluo-
reszenzindikator (Polygram® SIL G/UV245 von Macherey Nagel, Diiren, Deutschland) wur-
den fiir die DC verwendet. Sie wurden von Macherey Nagel (Diiren, Deutschland) bezogen.
Fiir praparative DC wurden PLC Kieselgel 60 Platten (20 x 20 cm, 2 mm Dicke) mit und ohne
Fo54 Fluoreszenzindikator von Merck (Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die Saulenchro-
matographie wurde mit Silicagel 60, Partikelgrofe 40-63 pm (230-240 mesh) durchgefiihrt,
welches von Macherey Nagel (Diiren, Deutschland) bezogen wurde. Die verwendeten Ein-
wegspritzen (Injekt®) wurden bei der B. Braun Melsungen AG (Meldungen, Deutschland)
erworben. Mikrotiterplatten von Typ Nunclon® wurden bei Nunc™Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA) gekauft.

6.4 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien und Enzyme mit Ausnahme der Laccase aus S. sviceus wurden aus kommer-
ziellen Quellen bezogen und soweit nicht anders angegeben, ohne weitere Reinigung verwen-
det. Die in dieser Arbeit verwendete Laccase aus S. sviceus stammt aus einer Schenkung von
Ceyda Kumru. Die Chemikalien stammen von folgenden Herstellern abcr GmbH (Karlsruhe,
Deutschland), Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe
Deutschland), Deutero GmbH (Kastellaun, Deutschland), fluorochem Ltd. (Hadfield, UK),
JEK Scientific Ltd. (Beijing, V.R. China), Merck (Darmstadt, Deutschland) und Sigma-
Aldrich (Steinheim, Deutschland, iibernommen von Merck, Darmstadt, Deutschland). Als
Schutzgas wurde entweder Na (5.2, 99.9992 %) oder Ar (5.0, 99.999 %) verwendet.

6.5 Nahrmedien
LB-Medium: 1% (w/v) Trypton, 0.5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl
TB-Medium: 1.2% (w/v) Trypton, 2.4 % (w/v) Hefeextrakt, 0.4 % (v/v) Glycerin, 0.231 %

(w/v) KHaPOy, 1.254% (w/v) KoHPOy; KP;-Puffer wurde als 10x Losung separat autokla-
viert.
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Alle Fliissigmedium wurden vor der Zugabe der Antibiotika autoklaviert (20 min bei C).
Das Antibiotikum wurde nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur (RT) zugegeben. Fiir die
Herstellung von Nidhrbodenplatten wurde das jeweiligen Kulturmedium vor dem Autoklavie-
ren mit 1.5% Agarose versetzt. Um eine gleichméfige Verteilung zu Erreichen, erfolgte die
Antibiotikazugabe im handwarmen, fliisssigen Zustand. Als Antibiotikum wurde Ampilicin mit
einer Konzentration von 100 pg/mL verwendet.
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7.1 Allgemeine Methoden

7.1.1 Losungsmittel

Trockener/s Dichlormethan, Diethylether, THF und Toluol wurden einer Losungsmitteltrock-
nungsanlage (MB-SPS 800, MBraun, Garching, Deutschland) entnommen. Entmineralisiertes
Wasser wurde durch Filtrierung durch einen Wasservollentsalzer (Milli-Q, Merck, Darmstadt,
Deutschland) erhalten. Dichlormethan, EE, MeOH, n-Pentan und Petrolether (PE) wurden
vor ihrer Benutzung als Losungsmittel fiir die Sdulenchromatographie destilliert. Die fiir die
DC verwendeten Lésungsmittel wurden aus den Behéltnissen fiir Sdulenchromatographie ent-
nommen.

7.1.2 Durchfiihrung von Reaktionen

Alle Reaktionen wurden soweit nicht anders angegeben unter inerten Bedingungen in ausge-
heizten Glasgeriten unter Schutzgas durchgefiihrt. Die Trocknung der verwendeten Glasgera-
te, sowie der Magnetriihrstidbe, erfolgte in einem auf C geheizten Trockenschrank. Zusétz-
lich wurden sie dreimal nach dem Schlenk-Prinzip mithilfe eines Heifsluftgebléses erhitzt und
mit Schutzgas befiillt. Fiir inerte Reaktionen wurden Schlenk-Kolben verwendet. Der verlauf
der Reaktionen wurde mit DC verfolgt. Das destillative Entfernen von Losungsmitteln mittels
Rotationsverdampfern wurde bei variierenden Unterdriicken und einer Wasserbadtemperatur
von C durchgefiihrt.

7.1.3 Chromatographie

Zur Entwicklung der Spots einer DC wurden die Folien nach der Trennung in eine Cer-
Molybdat- [10g Ce(SOy4)2, 25 g H3(PMo1204p), 60 mL konz. HySO4, 940 mL HO] oder Ka-
liumpermanganat-Losung [3g KMnOy, 20g KoCO3, 5mL 5% (v/v) NaOH, 300 mL HO|
getaucht. Die iiberschiissige Fliissigkeit wurde abgestreift und die Platten bis zur geeigneten
Sichtbarkeit der Spots mit dem Heifluftgebldse behandelt. Fiir die Reinigung mittels Séau-
lenchromatograpie wurden Glassdulen unterschiedlicher Gréfsen, befiillt mit Kieselgel 60M,
verwendet. Zur Beschleunigung der Trennung wurde ein Uberdruck angelegt. Der Uberdruck
wurde dabei entweder mit einer Handpumpe oder mit Druckluft (max. 0.5bar) erzeugt.

7.14 IR

Messungen am IR-Spektrometer wurden grundsétzlich mit Fliissigkeiten durchgefiihrt. Sofern
die Substanz als Feststoff vorlag, wurde sie in einem geeigneten Losungsmittel geldst, aufge-
tragen und das Losungsmittel vorsichtig verdampft. Charakteristische Schwingungen wurden
anhand der IR Spektrogramme zugeordnet.

7.1.5 NMR

NMR Messungen wurden bei Raumtemperatur und 600 MHz (*H) oder 151 MHz (13C) ge-
messen. Dazu wurden die Proben in 0.5-0.7mL eines geeigneten deuteriertem Losungsmittel
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gelost. Die Messungen wurden in einem Advance/DRX 600 oder 300 Ultra Shield™(Bruker
Corporation, Billerica, MA, USA) durchgefiihrt. Die chemischen Verschiebungen sind relativ
zur Verschiebung des Losungsmittelsignales in ppm angegeben ['H: (CHCIl3) = 7.26 ppml],
[3C:  (CDCl3) = 77.16 ppm], ['H: (DMSO-d®) = 2.50 ppm], ['*C: (DMSO-dg) = 39.52
ppm|. NMR Signale wurden mittels H-COSY-, HSQC- und HMBC-Messungen untersucht und
zugeordnet. Das verwendete Losungsmittel ist bei jeder Auswertung angegeben. Kupplungs-
konstanten (J) sind in Hz angegeben. Die Multiplizitdten der Signale werden als Singulett (s),
Dublett (d), Triplett (t), Quartett (q) und Multiplett (m) sowie als Kombination mehrerer
Multiplizitdten bezeichnet.

7.1.5.1 ¢-NMR

Die Bestimmung der Reinheit mittels gNMR wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt.
Alle Messungen wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Als erstes wurden 4-5mg Analyt in ein
NMR-Ro6hrchen eingewogen. Anschliefend wurden 3-4 mg Naphthalin bzw. DMS als interner
Standard hinzugegeben. Als Lésungmittel wurde entweder deuteriertes DMSO oder deuterier-
tes THF verwendet. Die Substanzen wurden in einem Advance/DRX 600 NMR Spektrometer
(Bruker Corporation, Billerica, MA, USA) bei 600 MHz (1H) vermessen. Die Scanzahl wurde
dabei im Vergleich zu einer normalen Messung auf 8 reduziert und die Relaxationszeit auf 90 s
erh6ht, um die Messgenauigkeit zu erhéhen. Das Messprogramm wurde von Marvin Mantel
entwickelt.

Ana Stand Ana Stand 1
Stand (7 )
Stand Ana Stand Ana

Ana

7.1 = Formel zur Bestimmung der Reinheit einer chemischen Verbindung. Ana. = Analyt,
Stand. = Standard, Gleichung iibernommen von Sigma Aldrich (jetzt Merck)

7.1.6 HPLC-Messungen

Alle in der HPLC verwendeten Lésungsmittel wurden vor ihrer Benutzung fiir 3h im Ultra-
schallbad entgast. Die Substanzen wurden im jeweiligen Laufmittel in einer Konzentration
von 1 mg/mL gelost und vor der Auftragung mit einem 0.45 pm Microsart-Filter filtriert und
anschlieffend nach einer der folgenden Methoden A, B oder C gemessen.

Methode A

Die Messung wurde auf einer Dionez UltiMate™3000 HPLC Anlage (Dionex/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) durchgefiihrt. Die Substanzen wurden mit einer Chiralpeak®
IA Sdule (250 mm x 4.6 mm, 5pm) getrennt. Als Losungsmittel wurde eine 60:40 Mischung
von 50:50 2-Propanol:n-Hexan und n-Hexan verwendet. Die Detektionswellenldnge betrug
228 nm. Die Flussrate betrug 0.5 mL/min fiir 120 min.

Methode B
Die Messung wurde auf einer JASCO LC-2000Plus HPLC Anlage (JASCO Germany GmbH,

Grof-Umstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Die Substanzen wurden mit einer HyperClone®)ODS
Séule (125 mm x 4 mm) getrennt. Als Losungsmittel wurde ein Gradient von Wasser mit 0.1 %
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Ameisensidure (A) und Acetonitril mit 0.1 % Ameisensidure (B) verwendet. Die Detektionswel-
lenldnge betrug 205 nm. Der Gradient &nderte sich dabei im Verlauf der Messung folgender-
mafen:

1. 0-5min
90% A und 10 %B

2. 5-25min
GleichméRige Erhohung auf 0% A und 100 % B

3. 25-27 min
0% A und 100% B

4. 27-28 min
GleichméRige Senkung auf 90 % A und 10% B

5. 28-30min
50% A und 50 % B

Methode C

Die Messung wurde auf einer Dionez UltiMate™ 3000 HPLC Anlage (Dionex/Thermo Fis-
her Scientific, Waltham, MA, USA) durchgefiihrt. Die Substanzen wurden mit einer Chi-
ralpeak@®) TA Sdule (250 mm x 4.6 mm, 5pm) getrennt. Als Losungsmittel wurde eine 60:40
Mischung von 50:50 2-Propanol:n-Hexan 1:1 und n-Hexan verwendet. Die Detektionswellen-
lange betrug 228 nm. Die Flussrate betrug 5mL/min fiir 80 min.

7.1.7 Assays
7.1.7.1 HPLC-Assays

Vergleich verschiedener Laccasen

Fiir den Vergleich von verschiedenen Laccasen wurden zunéchst 0.06 mmol Coniferylalko-
hol (4) in 0.5mL DMSO gelost. Die Losung wurde zu 5mL Puffer (100mMm, pH variabel)
gegeben. Unter Riihren bei C wurden 2U Laccase (EC 1.10.3.2) hinzugeben, um aus-
reichend Luftzufuhr zu gewéhrleisten wurde eine Kaniile durch das Septum gestochen. Die
Reaktion wurde mit DC kontrolliert und nach 2h durch Zugabe von 1 M Salzsidure gestoppt.
Die Produkte wurden dreimal mit EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit MgSOygetrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Die
Riickstande wurden in 80:20 n-Heptan:2-Propanol aufgenommen und mit HPLC nach Me-
thode C vermessen (siehe Kapitel 7.1.6).

Test des Einflusses von Cyclodextrin

2.5 pmol Coniferylalkohol (4) oder 5-Bromconiferylalkohol (3) wurden in 1mL Natriuma-
cetatpuffer (100 mm, pH5.0) geldst. 5 Aq. Cyclodextrin und 15 U/L Laccase aus T. versicolor
wurden hinzugegeben. Die Reaktion wurde fiir 8 h bei C geschiittelt, um ausreichend Luft-
zufuhr zu gewéhrleisten wurde eine Kaniile durch das Septum gestochen. Jede Stunde wurde
eine Probe von 100 uL. entnommen. Die Proben wurden mit 100 pL. Acetonitril mit 2.85 mM
Benzophenon verdiinnt und mit HPLC nach Methode B untersucht (siehe Kapitel 7.1.6).
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Test des Einflusses von HFIP

0.06 mmol Coniferylalkohol (4) wurden in 5.5 mL einem Gemisch aus Natriumacetatpuffer
(100 mM™m, pH 6.0) und HFIP bzw. reinem HFIP gelost. Es wurden HFIP-Konzentrationen von
10, 50 und 100 % getestet. 0.5 U an Laccase aus T. versicolor wurden zugegeben. Die Reaktion
wurde fiir 2h geriihrt, um ausreichend Luftzufuhr zu gewdhrleisten wurde eine Kaniile durch
das Septum gestochen. Alle 30 min wurde eine 1 mL Probe entnommen. Die Proben wurden
mit 0.5mL EE extrahiert. Die organische Phase wurde getrocknet und filtriert. Nach der
Entfernung des Losungsmittels unter reduziertem Druck wurde der Feststoff in einer 80:20
Mischung aus n-Heptan und 2-Propanol mit 3mM Acetophenon als internem Standard re-
suspendiert. Die Losung wurde anschliefend mit HPLC nach Methode C untersucht (siehe
Kapitel 7.1.6).

7.1.7.2 Aktivitatsassays

Alle Aktivitdtmessungen erfolgten am Photometer Shimadzu UV-1800 der Firma Shimadzu,
Duisburg, Deutschland. Die Aktivitdten wurden aus einer Dreifachbestimmung berechnet.
Fiir die Berechnung wurde folgende aus dem Lambert Beerschen Gesetz abgeleitete Formel
verwendet:

voluminetrische Aktlvtat E— m (72)

7.2 = Berechnung der volumetrischen Aktivitit abgeleitet aus dem Lambert-Beerschen
Gesetz. A = Anderung der Absorption, d = Schichtdicke der Kiivette, = molarer
Extinktionskoeffizient, Verdg,,ym = Verdiinnung Enzymlosung

1 trische Aktivitat
spezifische Aktivitdt — VOIETSeRe e (7.3)

CEnzym

7.3 = Berechnung der spezifischen Aktivitét aus der volumetrischen Aktivitét. cgnzym =
Konzentration der Enzymlosung in [mg/mL]

Laccaseaktivititsmessung
In einer Kiivette wurden 950 pL. Puffer (100 mM, pH variabel) vorgelegt. 10 pL einer 50 mM
2,2’-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsgure) ( Mt 1) in HyO werden da-
zugegeben. Nach der Zugabe von 40 uL Enzymlosung wurde die Messung gestartet. Die Oxi-
dation wurde iiber die Absorptionsdnderung bei 420 nm und C verfolgt.

Aktivitdtsmessung fiir die Laccase aus S. sviceus
In einer Kiivette wurden 950 pL. Glycinnatriumhydroxid-Puffer (50 mm, pH 9.0) vorgelegt.
10 pL einer 50 mM 2,6-Dimethoxyphenollésung ( Mt 1) in HyO mit 3 % DMSO
wurden dazugegeben. Nach der Zugabe von 40 pL. Enzymlosung wurde die Messung gestartet.
Die Oxidation wurde iiber die Absorptionsénderung bei 468 nm und C verfolgt.
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(X [ (A +A)2))

Wirkung

Dosis (log,,) X

Abbildung 7.1: Schema einer Dosis-Wirkungskurve nach Klein et al..['!

7.1.7.3 Biologische Aktivitdts-Assay

Toxitdtsscreening gegeniiber Mikroorganismen

Das Toxitatsscreening wurde in 96 x 300 pL Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Dazu wur-
den 145.5pL LB-Fliissigmedium mit einer Ubernachtkultur von P. putidaK'T2440, E. co-
liBL21(DE3), B. subtilis168, C. glutamicum oder S. cerevisae auf eine optische Dichte (OD)g00 nm
von 0.02 inokuliert. Anschliefend wurden 4.5 pL Testsubtanz geldst in DMSO (— 3 % Endkon-
zentration) hinzugeben. Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Zur Kontrolle der
Absorption durch das Testsubstrat wurde eine Konzentrationsreihe ohne Mikroorganismus
verwendet. Die Platten wurden mit luftdurchlissigen AeraSeal™ Film verschlossen und fiir
16 h bei C und 800 rotations per minute (rpm) inkubiert. Nach der Inkubation wurde der
Film entfernt und die OD75¢ nyn mit einem Tecan Inﬁnite® M1000 PRO Mikrotiterplatten
Lesegerit gemessen. Fiir die Datenauswertung wurde jeweils die OD750 nm der Absorptions-
kontrolle von den Werten der jeweiligen Konzentrationen subtrahiert und anschliefend die
OD750 nm gegeniiber der Substratkonzentration halblogarithmisch abgetragen. Zur Auswer-
tung wurde ein nichtlinearer Fit unter Verwendung einer Dosis-Wirkungs-Kurve (siehe Formel
7.4 ) durchgefiihrt (siehe Abbildung 7.1).

Ay - Ay

(x0 - X)p

Yar Al (7.4)

7.4 = Funktion zur Auswertung einer Dosis-Wirkungs-Kurve nach Klein et al.. yq, =

Wirkungs-Wert; x = Dosis; A; = untere Asymptote; Ao = obere Asymptote; xg =
x-Koordinate des Mittelpunkts der sigmoidalen Kurve; p — Hill-Steigung in xq.*%°!

Modulation der Autophagie

Das Autophagiemodulationsscreening wurde in 384er Mikrotiterplatten von Greiner (Krems-
miinster, Osterreich) mit transfizierten eGFP-LC3-MCF-7-(Brustkrebs)-Zellen durchgefiihrt.
4000 Zellen wurden pro Well ausgesdt. Die Platten wurden anschlieffend iiber Nacht bei

C inkubiert. Am néchsten Tag wurden alle Zellen dreimal mit 1 x phosphate buffered sa-
line (PBS) mithilfe des ELX405 Plattenwascher von Biotek Instruments (Bad Friedrichshall,
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Deutschland) gewaschen. Mithilfe eines acoustic nanoliter dispenser (ECHO 520) wurden die
in DMSO gelésten Substanzen zugegeben. die Endkonzentration betrug dabei 10pum. Fir
die Nidhrstoffmangeltests wurde zusétzlich earles balanced salt solution (EBSS) minimal Me-
dium und Chloroquinin (50 pM Endkonzentration) zugefiigt. Fiir die Rapamycintests wurde
zusétzlich EBSS Minimalmedium mit Rapamycin (100 nM Endkonzentration) und Chloroqui-
nin (50 pM Endkonzentration) verwendet. Nach 3h Inkubation bei C wurden die Zellen
durch Zugabe von 25pL Formaldehyd in 1 x PBS fixiert. Gleichzeitig wurden die Zellkerne
durch Zugabe von 1:500 Hoechst (Stammldsung 1 mg/mL) angefarbt. Nach 20 min wurden die
fixierten Zellen dreimal mit 1 x PBS mithilfe des ELX405 Plattenwascher von Biotek Instru-
ments (Bad Friedrichshall, Deutschland) gewaschen. Fiir die Datenauswertung wurden vier
Bilder pro Well mithilfe des ImageXpress Micro XL von Molecular Devices (San Jose, CA,
USA) bei 20facher Vergroferung aufgenommen. Die Datenanalyse erfolgte mittels granularity
algorithm der MetaXpress Software. Der Versuch zur Modulation der Autophagie wurde am
Mas-Planck-Institut fiir Molekulare Physiologie in Dortmund in der Abteilung fiir Chemische
Biologie und am Compound Management And Screening Center (COMAS) von Dr.Luca La-
rata und Dr.Sonja Sievers durchgefiihrt.

Inhibition des Hedgehog Signalwegs

Das Inhibtionsscreening wurde in 384er Mikrotiterplatten von Greiner (Kremsmiinster,
Osterreich) durchgefithrt. In jedes well wurden 800 embryonale, mesoderme Fibroblasten
(C3H10T1/2) aus Mausen ausgesit. Die Platten wurden iiber Nacht bei ~ C inkubiert. Mit-
hilfe eines acoustic nanoliter dispenser (ECHO 520) wurden die in DMSO geldsten Substanzen
zugegeben. die Endkonzentration betrug dabei 10 pM. Nach einer Stunde wurde Purmorpha-
min mit dem selben System zugegeben (1.5uM Endkonzentration). Bei den Kontrollen fand
keine Zugabe von Purmorphamin statt. Nach vier Tagen wurde das N&hrmedium entfernt
und das kommerziell erhaltliche ALK Substrat CDP-Star von Roche (Basel, Schweiz) wur-
de hinzugefiigt. Nach einer Stunde wurde die Lumineszenz gemessen. Um eine Toxizitat der
Substanzen auszuschliefen wurden Zelllebensfahigkeitstests durchgefiihrt. Der Zelllebensfa-
higkeitstest folgte demselben Ablauf wie der Hedgehog-Assay, mit der Ausnahme, dass 200
anstelle von 800 Zellen ausgesit wurden und in der Kontrolle ausschlieflich Zellkulturmedium
verwendet wurde. Die Uberlebensrate der Zellen wurde mit dem Cell Titer Glo reagent von
Promega (Madison, WI, USA). Dabei wird die zellulire Adenosintriphosphat (ATP) Konzen-
tration bestimmt. Positive Ergebnisse wurden als eine Reduktion des Lumineszenz Signales
von 50 % bei gleichzeitiger Uberlebensrate der Zellen von iiber 80 % definiert. Die Inhibition
des Hedgehog Signalwegs wurde am Mas-Planck-Institut fir Molekulare Physiologie in Dort-
mund in der Abteilung fiir Chemische Biologie und am Compound Management And Screening
Center (COMAS) von Dr.Luca Laraia und Dr.Sonja Sievers durchgefiihrt.

7.2 Mikrobielle Methoden

7.2.1 Anzucht von Bakterien

Die Herstellung von Vorkulturen fand mit 5mL Ndhrmedium iiber Nacht in einem 10mL
Kulturréhrchen bei C statt. Um eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu gewéhrleis-
ten wurde ein Rotorschiittler verwendet. Fiir die Hauptkulturen mit einem Volumen von 1L
Néhrmedium wurde ein 3L Fernbach-Kolben mit Schikane verwendet. Die Kolben wurden
wahrend der Kultivierung mit 120 rpm geschiittelt.
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7.2.2 Genexpression und Reinigung
7.2.2.1 Genexpression

Fiir eine Genexpression zur Proteinherstellung wurde eine 1 L Hauptkultur aus der Vorkultur
auf eine ODggg nm von 0.05 inokuliert. Die Kultur wurde bei C auf eine ODggg nm von
0.2 wachsen gelassen. Die Induktion erfolgte mit 0.1 mM Isopropyl- -D-thiogalactopyranosid
(IPTG), gefolgt von einer weiteren Inkubation iiber 14h bei C. Nach der Kultivierung
wurden die Zellen {iber eine Zentrifugation bei 12000 rpm {iber 20 min bei ~ C sedimentiert
und der Uberstand dekantiert.

7.2.2.2 Zellaufschluss

Die geernteten Zellen wurden im 5-fachen Volumen an KPj-Puffer (50 mM, pH 7.5) resuspen-
diert. Der Aufschluss erfolgte mittels Ultraschall (2x5 min, 40 % Leistung) {iber ein Sonotrode
(Bandelin electronic GmbH & Co.KG, Berlin, Deutschland). Die Suspension wurde dabei iiber
Eis gekiihlt. Zwischen beiden Ultraschallbehandlungen wurde die Suspension fiir 5 min auf Eis
gelagert. Zur Abtrennung der Zelltriimmer wurde sie fiir 15min bei 18.5k relative centrifugal
force (rcf) separiert.

7.2.3 Biotechnologische Monolignolproduktion

1 mmol Zimtsdurederivat wurde in 20 mL /mmol LB-Medium gel6st. 50 mL des Kulturmedium
wurde in 500 mL Erlenmeyerkolben mit Schikane gegeben. Die Losung auf eine OD von 0.01
bei 600 nm okuliert und bei C unter Schiitteln (120rpm) inkubiert. Nach dem Erreichen
einer OD von 0.2 wurde die Temperatur auf C gesenkt und die Translation des Vektors
durch Zugabe von 1 mM IPTG nach dem Erreichen von einer OD von 0.6 induziert. Die Kul-
tur wurde anschliefsend {iber 17h bei C inkubiert. Die Kultivierung wurde von Frau Dr.
Jennifer Aschenbrenner durchgefithrt und publiziert.!']

qNMR Extraktion

20mL zellfreier Kulturiiberstand wurden nach Abtrennung der Zellen aus der 50 mL Kulti-
vierung entnommen. Die nicht benétigte Losung wurde mit fliissigem Stickstoff gefroren und
bei C gelagert. Der pH-Wert des Uberstandes wurde kontrolliert und mit 1 M Salzsiure
vorsichtig auf 5-6 eingestellt. Das Produkt wurde durch dreimalige Extraktion mit 20 mL EE
extrahiert. Die organischen Phasen wurden anschliefend vereinigt und mit MgSOg4getrocknet.
Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Das zuriickbleibende Produkt
wurde in deuteriertem DMSO gelost und nach der Zugabe des internen Standards DMS mit-
tels NMR vermessen. Die Berechnung der Menge erfolgte dabei nach folgender Formel:

Stand
Ana Ana Ana (75)
Stand

7.5 = Formel zur Bestimmung der Reinheit einer chemischen Verbindung. Ana. = Analyt,
Stand. = Standard, Die Protonenzahl des internen Standards wurde stets auf 6 gesetzt.
Davon abhéngig konnte Protonenzahl des Analyten bestimmt werden.

priparative Extraktion

Der pH-Wert des zellfreien Kulturiiberstandes (V = 1L) wurde kontrolliert und auf pH 6.0
durch Zugabe von 1 M Salzséure eingestellt. Das Produkt wurde dreimalig mit 450 mL EE
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und mit MgSOygetrocknet. Das Losungs-
mittel wurde anschlieffend unter reduziertem Druck entfernt. Die Identitdt des Produktes 4
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wurde mit NMR iiberpriift. Wenn notwendig, wurde das Produkt 4 mit S&dulenchromatogra-
phie (n-Pentan:EE 60:40) gereinigt.

7.3 Synthesevorschriften

7.3.1 Synthese von Monolignolreferenzen
7.3.1.1 Synthesemethode A

Synthese A wurde bei allen Substraten verwendet, bei denen das Sdurederivat kommerziell
erhéltlich war. Der erste Schritt der Syntheseroute bestand aus einer Fischerveresterung mit
Ethanol. Die erhaltenen Ester konnten direkt im nichsten Schritt verwendet werden. Eine
Reinigung war nicht notwendig. Die Reduktion zum Alkohol folgte mit DiBAI-H als Redukti-
onsmittel. Die Identitét der erhaltenen Alkohole wurde mit NMR gepriift. Wenn nétig wurden
sie mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt.

Fischer Veresterung

o) o)
R2 N EtOH, R2 e
Q/\)J\OH Kat. HySO;4 OEt
—
R’ MW, 150 W, R
R3 95 °C, 30-90 min R3

1g Sdure wurde mit 2.7mL/mmolgsye in Ethanol gelost. Wenn notwendig, wurde das Ge-
misch bis zum vollsténdigen Losen auf C erwédrmt. Die Losung wurde in 5mL Fraktionen
aufgeteilt und jede in ein Mikrowellenreaktionsgefafs iberfiihrt. Zu jeder Fraktion wurde eine
katalytische Menge an Schwefelsdure zugegeben. Die Gefifse wurden verschlossen
und fiir 30-90 min mit einer Mikrowelle (150 W) auf  C erwédrmt. Die Umsetzung wurde
mit DC kontrolliert. Nach vollstdndiger Umsetzung wurden die Fraktionen vereinigt. Das Lo-
sungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Das erhaltene Ol wurde in EE gelost und
mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde erneut unter reduziertem Druck entfernt
und das reine Produkt erhalten.
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Cumarsiureethylester (68)

o)
2 3\ 1
3 0N
2 2"
HOPN7 ®
68

Geméf der Fischer-Veresterung in Synthesemethode A wurde der Cumarsiureethylester (68)
aus p-Cumarsdure (12) hergestellt und nach der Bestétigung der Identitdt mit NMR ohne
Aufreinigung weiter umgesetzt. Ry = 0.27 (PE:EE 80:20); 'H-NMR (CDCl3, 600 MHz)
[ppm] : 1,33 (t, 3J9,1»— 7.1 Hz, 3 H, 2"-H); 4.26 (q, 3J179»— 8.6 Hz, 2 H, 1”-H); 6.30 (d, 3J32—
8.5 Hz, 2 H, 3-H); 6.84 (d, 3J3,/57727/67: 8.9 Hz, 2 H, 3’-,5-H); 7.43 (d, 3J27/67737/57: 8.9 Hz,
2 H, 2-,6™-H); 7.63 (d, 3Jo3= 15.9 Hz, 1 H, 2-H); 13C-NMR (CDCl3, 151 MHz) [ppm] :
14.50 (s, C-2"); 60.58 (s, C-17); 115.9 (s, C-3); 116.1 (s, C-3",5"); 127.53 (s, C-17); 130.08 (s,
C-2',6"); 144.4 (s, C-2); 157.76 (s, C-4"); 167.51 (s, C-1) .

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.[213]

Kaffeesdureethylester (39)
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Gemif der Fischer-Veresterung in Synthesemethode A wurde der Kaffeeséureethylester (39)
aus Kaffeesdure (38) hergestellt. Nach der sdulenchromatographischen Reinigung (PE:EE 1:1)
wurde der Reinstoff 39 in 50-67 % Ausbeute erhalten. R¢ = 0.46 (PE:EE 50:50); 'H-NMR
(CDCl3, 600 MHz)  [ppm] : 1.24 (t, 3Jy1»= 7.1 Hz, 3 H, 2"-H); 4.15 (q, *Jy»2»= 7.1 Hz,
2 H, 17-H); 6.25 (d, 3J32— 15.9 Hz, 1 H, 3-H); 6.76 (d, 3J5¢— 8.2 Hz, 1 H, 5-H); 7.00 (dd,
3Jp 5= 8.2 Hz,'Jg = 2.1 Hz, 1 H, 6™-H); 7.04 (d, 3Jy ¢= 2.1 Hz, 1 H, 2"-H); 7.47 (d, 3J 3=
15.9 Hz, 1 H, 2-H); 13C-NMR (CDCl3, 151 MHz) [ppm] : 14.28 (s, C-27); 55.69 (s, C-17);
114.05 (s, C-3); 114.81 (s, C-27); 115.73 (s, C-5"); 121.33 (s, C-6); 125.51 (s, C-17); 144.99 (s,
C-2); 145.56 (s, C-47); 148.36 (s, C-3’); 166.54 (s, C-1) .

Die !H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.[214

Ferulasiureethylester (37)
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Geméf der Fischer-Veresterung in Synthesemethode A wurde der Ferulaséureethylester (37)
aus Ferulasaure (36) hergestellt. Nach der Kristallisation aus der Reaktionslosung wurde das
Produkt 37 in quantitativen Ausbeuten erhalten und weiter umgesetzt. Ry = 0.36 (PE:EE
60:40); 'H-NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm)] : 1.32 (t, *Jo»1»= 7.0 Hz, 3 H, 2”-H); 3.90 (s,
3 H, 7-H); 4.25 (q, 3J»2»= 7.0 Hz, 2 H, 17-H); 5.98 (m, 1 H, 4-OH); 6.28 (ddd, 3J3 0=
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15.9 Hz, *J39— 1.4 Hz, *J3¢— 1.4 Hz, 1 H, 3-H); 6.91 (d, 3J5 ¢— 8.2 Hz, 1 H, 5-H); 7.02
(dd, Yy = 1.7 Hz, 4Jp 3= 1.4 Hz, 1 H, 2"-H); 7.06 (ddd, 3J¢ 5= 8.2 Hz, *Jg 2= 1.7 Hz,
4Je 35— 1.4 Hz, 1 H, 6-H); 7.62 (d, 3Jo3— 15.9 Hz, 1 H, 2-H); ¥*C-NMR (CDCl;, 151 MHz)

[ppm] : 14.47 (s, C-27); 56.03 (s, C-77); 60.49 (s, C-17); 109.46 (s, C-2’); 114.86 (s, C-5');
115.72 (s, C-3); 123.12 (s, C-6"); 127.12 (s, C-17); 144.81 (s, C-2); 146.91 (s, C-4’); 148.05 (s,
C-3"); 167.43 (s, C-1) .

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein./21°!

3,4,5-Trimethoxyzimtsiureethylester (69)
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Gemails der Fischer-Veresterung in Synthesemethode A wurde der 3,4,5-Trimethoxyzimtsiureethylester
(69) aus 3,4,5-Trimethoxyzimtsédure (41) hergestellt. Nach der Kristallisation aus der Reakti-
onslosung wurde das Produkt 69 in quantitativen Ausbeuten erhalten und weiter umgesetzt.

R¢ = 0.17 (n-Pentan:EE 90:10); 'H-NMR (CDCl;, 600 MHz) [ppm] : 1.34 (t, 3Jo1»—

7.1 Hz, 3 H, 2"-H); 3.88 (s, 9 H, 7-,8-,9-H); 4.26 (q, 3Jno»= 7.1 Hz, 2 H, 17-H); 6.35 (d,

3J39= 15.7 Hz, 1 H, 3-H); 6.76 (s, 2 H, 2’-,6’-H); 7.60 (d, 3Jo 3= 15.9 Hz, 1 H, 2-H) .

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.[216]

5-Bromferulasdureethylester (70)
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Gemif der Fischer-Veresterung in Synthesemethode A wurde der 5-Bromferulasdureethylester
(70) aus 5-Bromferulasdure (42) hergestellt. Nach der Kristallisation aus der Reaktionslosung
wurde das Produkt 70 in quantitativen Ausbeuten erhalten und weiter umgesetzt. Ry = 0.39
(PE:EE 50:50); 'H-NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm]| : 1.33 (t, 3Jov1»= 7.2 Hz, 3 H, 2"-H);
3.94 (s, 3 H, 7-H); 4.25 (q, 3J1»9o= 7.2 Hz, 2 H, 17-H); 6.30 (d, 3J3 2= 15.9 Hz, 1 H, 3-H); 6.97
(d,*Jg 2= 1.8 Hz, 1 H, 6-H); 7.30 (d, 3J9 o= 1.8 Hz, 1 H, 2"-H); 7.54 (d, 3J2 3= 15.9 Hz, 1 H,
2-H); 13C-NMR (CDCl3, 151 MHz) [ppm] : 14.48 (s, C-2"); 56.58 (s, C-7’); 60.66 (s, C-17);
108.75 (s, C-17); 108.83 (s, C-6"); 117.43 (s, C-3); 125.81 (s, C-27); 127.91 (s, C-57); 143.31 (s,
C-2); 145.19 (s, C-47); 147.49 (s, C-3’); 166.95 (s, C-1).

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.[2!7]
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Schiitzung der Phenolgruppen mit TBS-Schutzgruppe

Q 2.5 Aq. TBS-CI Q
HO]@/\)LOB 3.5 Aq. DIPEA TBSO:@/\)LOEI
HO CHoClp, 24.5°C, 1BSO

39 o h 71

1.1mmol des Kaffeesiiureethylesters (39) wurden in 100 Aq. Dichlormethan geldst. 2.5 Aq.
tert-Butyldimethylsilylchlorid und 3.5 Aq. N-Ethyldiisopropylamin wurden hinzugegeben. Die
Losung wurde fiir 22 h bei C geriihrt. Der Umsatz wurde mit DC kontrolliert. Nachdem
vollstdndiger Umsatz beobachtet wurde, wurde die Reaktionslosung mit 3mL Dichlorme-
thanund 5 mL Wasser verdiinnt. Das erhaltene Zweiphasensystem wurde mit 10 mL geséttigter
NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSO4getrocknet und anschliefsend
filtriert. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und das saubere Produkt
71 (71-90 %) konnte erhalten werden.

3,4-DiTBS-kaffeesdureethylester (71)

Geméf der Vorschrift zur Schiitzung der Phenolgruppen in Synthesemethode A wurde der
3,4-DiTBS-kaffeesdureethylester (71) aus Kaffeesdureethylester (39) hergestellt. Nach der sdu-
lenchromatographischen Reinigung (PE:EE 3:1) wurde das Produkt 71 in 71-90 % Ausbeute
erhalten. R¢ = 0.53 (PE:EE 75:25); 'H-NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm] : 0.21 (s, 6 H, 2x
Si-CHj); 0.22 (s, 6 H, 2x Si-CHs); 0.98 (s, 9 H, 3xCCH3); 0.99 (s, 9 H, 3xCCH3); 1.33 (t,
3Jp1»= 7.1 Hz, 3 H, 27-H); 4.25 (q, 3J1»2»= 7.1 Hz, 2 H, 17-H); 6.23 (d, 3J3 = 15.9 Hz, 1 H,
3-H): 6.81 (d, 3J5 5= 8.9 Hz, 1 H, 5-H); 7.01 (m, 2 H, 2"-,6"-H); 7.56 (d, 3Jy5= 15.9 Hz, 1 H,
2-H); 133C-NMR (CDCl3, 151 MHz) [ppm] : -4.13 (s, 2xSi[CHs]p); 14.31 (s, C-27); 18.41
(s, 2xC[CHjls); 25.83 (s, 2xC[CHs]s); 60.29 (s, C-17); 115.77 (s, C-3); 120.31 (s, C-2'/6");
121.06 (s, C-57); 122.18 (s, C-67/2); 127.99 (s, C-1"); 144.49 (s, C-2); 147.10 (s, C-4"); 149.31
(s, C-37); 167.28 (s, C-1).

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein./218!

Reduktion mit DiBAI-H

0]
R2 N 2.5-3.5Aq. DiBAIFH g2 ™
WOB (1 Min THF) QN\OH
_—
R’ THF, -30 °C R'
R® 2-3h R3

In einem ausgeheizten Kolben wurden 2.5-3.5 Aq. 1M DiBAI-H-Lésung in THF vorgelegt.
Zusitzlich wurden 28 Aq. THF zugegeben. Die Losung wurde unter Rithren auf C ab-
gekiihlt. Der Ester wurde in 28 Aq. THF gelost und iiber 30 min langsam zugegeben. Die
Reaktion wurde dann fiir 1h bei C geriihrt. Der Umsatz wurde mit DC kontrolliert.
Nach vollstéindigem Umsatz wurde die Losung langsam auf — C aufgewiirmt. Uberschiissiges
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DiBAI-H wurde mit EE gequencht. Halbgesédttigte NaK-Tartrat Losung wurde zugegeben.
Nach der Phasentrennung wurde noch in der wéssrigen Phase befindliches Produkt mit EE
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt. Restwasser wurde durch Zugabe von
MgSOgentfernt. Nach einer Filtration wurde das Losungsmittel unter reduziertem Druck ent-
fernt. Bei Bedarf wurde der erhaltene Alkohol sdulenchromatographisch gereinigt. Das Pro-
dukt wurde unter Schutzgas aufbewahrt.

Cumaralkohol (7)

2 3 4
v
3 o
6'2
H
074~ 7

Gemifs der Vorschrift zur Reduktion mit DiBAI-H in Synthesemethode A wurde der Cuma-
ralkohol (7) aus Cumarséureethylester (68) hergestellt. Nach der sdulenchromatographischen
Reinigung (PE:EE 7:3) wurde das Produkt 7 in 95% Ausbeute erhalten. R¢ = 0.31 (PE:EE
70:30); TH-NMR. (CDCl3, 600 MHz) [ppm)] : 4.16-4.20 (m, 2 H, 1-H); 6.2 (dt, 3J5 3= 15.8 Hz,
3Jp1= 5.6 Hz, 1 H, 2-H); 6.51 (d, 3J30= 15.9 Hz, 1 H, 3-H); 6.79 (d, 3J3 o= 8.2 Hz, 3J5 o=
8.2 Hz, 2 H, 3'-, 5-H); 7.27 (d, 3J9 3= 8.2 Hz, 3Jg 5= 8.2 Hz, 2 H, 2-, 6'-H); 13*C-NMR
(CDCls, 151 MHz) [ppm] : 62.6 (s, C-1); 115.3 (s, C-3, -5’); 127.0 (s, C-2); 127.5 (s, C-2’,
-67); 128.9 (s, C-17); 129.2 (s, C-3); 156.9 (s, C-4") .

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.[219]

Coniferylalkohol (4)

Geméfs der Vorschrift zur Reduktion mit DiBAI-H in Synthesemethode A wurde der Coniferyl-
alkohol (4) aus Ferulasiureethylester (37) hergestellt. Nach der sdulenchromatographischen
Reinigung (PE:EE 1:1) wurde das Produkt 4 in 72-96 % Ausbeute erhalten. R¢ = 0.25 (PE:EE
50:50); TH-NMR (CDCls, 600 MHz) [ppm]| : 3.82 (s, 1 H, 1-OH); 3.87 (s, 3 H, 7"-H); 4.19
(dd, 3Jy 9= 5.9 Hz, 43, 3= 1.7 Hz, 2 H, 1-H); 5.63 (d, 1 H, 4-OH); 6.23 (dt, *Jo 3= 15.8 Hz,
3J2,1= 6.0 Hz, 1 H, 2-H); 6.54 (dt, 3J32— 15.9 Hz, *J3,— 1.9 Hz, 1 H, 3-H); 6.77 (d, 3J5 o=
8.1 Hz, 1 H, 5-H); 6.86 (dd, 3Jg 5= 8.1 Hz, 4Jg o= 2.0 Hz, 1 H, 6-H); 7.06 (s, 4Jy 5=
2.0 Hz, 1 H, 2-H); 13C-NMR (CDCl3, 151 MHz) [ppm] : 56.7 (s, C-7"); 63.9 (s,C-1); 108.5
(s, C-27); 114.6 (s, C-5'); 120.4 (s, C-6"); 126.3 (s, C-2); 129.3 (s, C-1"); 131.5 (s, C-3); 145.7
(s, C-3” oder C-4’); 145.3 (s, C-4’ oder C-3’).

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.!?!
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3,4,5-Trimethoxyzimtalkohol (40)

.
7 . 2
¢ & a0
8' NQ

Geméfs der Vorschrift zur Reduktion mit DiBAI-H in Synthesemethode A wurde der 3,4,5-
Trimethoxyzimtalkohol (40) aus 3,4,5-Triemthoxyzimtsidureethylester (69) hergestellt. Nach
der sdulenchromatographischen Reinigung (PE:EE 1:1) wurde das Produkt 40 in 47 % Aus-
beute erhalten. R = 0.3 (n-Pentan:EE 50:50); TH-NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm] : 3.84
(s, 3 H, 8-H); 3.87 (s, 6 H, 7-, 9"-H); 4.32 (m, 2 H, 1-H); 6.29 (dt, 3Jy5= 15.8 Hz, 3J5,—
7.1 Hz, 1 H, 2-H); 6.54 (d, 3J30= 15.8 Hz, 1 H, 3-H); 6.61 (s, 12 H, 2’-, 6-H); 1*C-NMR
(CDCls, 151 MHz)  [ppm] : 56.2 (s, C-7’, -9'); 63.8 (s, C-8'); 103.7 (s, C-2’, -6'); 128.2 (s,
C-1); 131.3 (s, C-2); 131.3 (s, C-3); 132.6 (s, C-1"); 138.0 (s, C-4’); 153.7 (s, C-3’, -5').

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.[220]

5-Bromconiferylalkohol (3)
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Geméf der Vorschrift zur Reduktion mit DiBAI-H in Synthesemethode A wurde der 5-
Bromconiferylalkohol (3) aus 5-Bromferulasiureethylester (70) hergestellt. Nach der siulen-
chromatographischen Reinigung (PE:EE 3:2) wurde das Produkt 3 in 63-95% Ausbeute er-
halten. R¢ = 0.12 (PE:EE 60:40); YH-NMR (CDCls, 600 MHz) [ppm]| : 3.92 (s, 3 H, 7"-H);
431 (d, 3]y 5= 5.7 Hz, 2 H, 1-H); 5.30 (s, 1 H, 1-OH); 5.92 (d, 1 H, 4-OH); 6.23 (dt, 3J53—
15.8 Hz, 3Jo 1= 5.8 Hz, 1 H, 2-H); 6.47 (d, 3J52= 15.8 Hz, 1 H, 3-H); 6.85 (d, ‘J¢ 2= 1.8 Hz,
1 H, 6"-H); 7.13 (d, *Jy¢= 1.8 Hz, 1 H, 2"-H); 3C-NMR (CDCl;3, 151 MHz) [ppm]| : 56.5
(s, C-7"); 63.7 (s, C-1); 107.8 (s, C-67); 108.5 (s, C-47); 123.4 (s, C-27); 127.9 (s, C-2); 123.0 (s,
C-3); 130.1 (s, C-5"); 142.9 (s, C-1'); 147.4 (s, C-3") .

3,4-Di-TBS-kaffeealkohol (72)

31
TBS%]@{Y\OH
TBSO 4™, 6 2o
Gemaéfs der Vorschrift zur Reduktion mit DiBAIl-H in Synthesemethode A wurde der 3,4-Di-
TBS-kaffeealkohol (72 aus 3,4-DiTBS-kaffeesiureethylester (71) hergestellt. Nach der siulen-
chromatographischen Reinigung (Dichlormethan) wurde das Produkt 72 in 37-62 % Ausbeute
erhalten. R¢ = 0.21 (Dichlormethan); 'H-NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm] : 0.19 (s, 6 H,
92x Si-CHj); 0.2 (s, 6 H, 2x Si-CHs); 0.98 (s, 9 H, 3xCCHs); 0.99 (s, 9 H, 3xCCHs); 4.28 (dd,
3J19= 6.0 Hz, 4]y 3= 1.4 Hz, 1 H, 1-H); 5.30 (s, 1 H, 1-OH); 6.18 (dt, 3Ja 3= 15.8 Hz, 3Jy 1=
6.0, 1 H, 2-H); 6.48 (d, 3J30= 15.8 Hz, 1 H, 3-H); 6.77 (d, 3J56= 8.2 Hz, 1 H, 5"-H); 6.85
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(dd, 3J¢ 5— 8.3 Hz, °Jg— 2.1 Hz, 1 H, 6"-H); 6.88 (d, *Jo e— 2.1 Hz, 1 H, 2-H) .
Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.[28!

Entschiitzung von TBS-geschiitzem Kaffeealkohol (72)

TBSOWOH 4 Aq. TBAF HO:@/\/\OH
_—
TBSO 72 THF,22°C,  HO &
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0.25mmol 3,5-Di-TBS-geschiitzem Kaffeealkohol (72) wurden in 100 Aq. trockenem THF in
einem Schlenk-Kolben unter Schutzgas gelost. 4 Aq. TBAF wurden sehr langsam hinzugege-
ben. Die Reaktion wurde fiir 1 h bei C geriihrt. Nach vollstdndiger Umsetzung (Kontrolle
iiber DC) wurde die Reaktion mit 10 mL EE verdiinnt und anschliefend mit 10 mL geséttigter
Ammoniumchloridlosung gewaschen. Die organische Phase wurde nach der Phasentrennung
mit geséttigter Natriumchloridlosung gewaschen und mit MgSO4getrocknet. Nach Filtration
wurde das Losungsmittel entfernt und das Produkt 16 mit Sdulenchromatographie gereinigt.

Kaffeealkohol (16)

Geméf der Vorschrift zur Entschiitzung von TBS-geschiitztem Kaffeealkohol (72) in Synthe-
semethode A wurde der Kaffeealkohol (16) aus 3,5-Di-TBS-geschiitzem Kaffeealkohol (72)
hergestellt. Nach der sidulenchromatographischen Reinigung (PE:EE 1:1) wurde das Produkt
16 in 95% Ausbeute erhalten. R¢ = 0.1 (PE:EE 50:50); 'H-NMR (CDCl3, 600 MHz)
[ppm] : 4.04 (dd, 3Jy 2= 5.4 Hz, *J; 3= 1.7 Hz, 2 H, 1-H); 4.73 (d, 3J.om1— 5.5 Hz, 1 H,
1-OH); 6.03 (dt, 3J 3= 15.9 Hz, 4Jo 1= 5.4 Hz, 1 H, 2-H); 6.03 (d, 3J3 0= 15.8 Hz, 1 H, 3-H);
6.64-6.67 (m, 2 H, 5-, 6"-H); 6.80 (d, *Jo» = 1.8 Hz, 1 H, 2’-H); 8.85 (s, 1 H, 3-OH); 8.92 (s,
1 H, 4-0H); 13C-NMR (CDClg, 151 MHz) [ppm] : 61.7 (s, C-1); 113.0 (s, C-2’); 115.6 (s,
C-5"); 117.9 (s, C-67); 127.0 (s, C-2); 128.4 (s, C-1"); 129.0 (s, C-3); 145.0 (s, C-47); 145.3 (s,
C-3) .

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein./22!!

7.3.1.2 Synthesemethode B

Synthese B wurde durchgefiihrt, wenn die S&uren nicht kommerziell erhéltlich waren. Es
wurden die kommerziell erhéltlichen Benzaldehydderivate als Ausgangssubstanzen verwendet.
Zunichst wurden die Alkoholfunktionen geschiitzt und anschliefend die Doppelbindung iiber
eine HWE-Reaktion eingefiihrt. Der dabei erhaltene Ester wurde anschliefend mit DiBAI-H
oder LiAlH, zum gewiinschten Alkohol reduziert.
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Nitrierung von Vanillinacetat (44)

10 Aq HN03 N02

Meongo (>90 %) h/l'eoji>/§O
HO -20 oC, 1 min HO
a4 a5

10 Aq. >90 % Salpetersiure wurden in einem Rundkolben vorgelegt und bei -  C geriihrt.
41.2mmol Vanillinacetat (44) wurden portionsweise langsam hinzugegeben. Nach vollstandi-
ger Zugabe wurde die gesamte Reaktion in Eis gegeben. Der ausfallende Feststoft wurde iiber
Filtration gesammelt und mit etwas Wasser gewaschen. Nachfolgend wurde er in 5% (w/v)
Natriumhydroxidlosung gelost und fiir 30 min geriihrt. Hierauf wurde der pH Wert mit 4 Mol
Salzsdure auf ca. 5 eingestellt, worauf erneut ein weiflicher Feststoff ausfiel. Dieser Feststoff
wurde mittels Filtration gesammelt und das Produkt 45 nach Waschen mit Wasser in reiner
Form erhalten.

2-Nitrovanillin (45)

Geméf der Vorschrift zur Nitrosylierung in Synthesemethode B wurde 2-Nitrovanillin (45)
aus Vanillinacetat (44) hergestellt. Nach der sdulenchromatographischen Reinigung (PE:EE
1:1) wurde das Produkt 45 in 38-95% Ausbeute erhalten. R¢ = 0.1 (Dichlormethan); *H-
NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm] : 3.98 (s, 3 H, 7-H); 6.35 (m, 1 H, 4-0H); 7.22 (d, 3J 55—
8.5 Hz, 1 H, 5-H); 7.65 (d, *Jg 5= 8.5 Hz, 1 H, 6’-H); 9.81 (s, 1 H, 1-H); ¥3C-NMR (CDCls,
151 MHz)  [ppm] : 63.4 (s, C-7"); 118.0 (s, C-5"); 121.3 (s, C-3’, -4"); 128.6 (s, C-6"); 139.4
(s, 0-27); 155.5 (s, C-1"); 186.0 (s, C-1); MS:m/z (%): 197 [M+H*]; 167 [MH-CH;0]; 152
[MH*-NO,]; 132 [152+-OH]; 121 [152F-CH;50]; 107 [1347-CHO].

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein./174l

Schiitzung der Phenolfunktion mit Acetanhydrid

1 1.2-2.4 Aq. Acetan- 1
R - : R
SO hydrid, 3-6 Aq. TEA, ~0
0.2 Aq. DMAP
HO » AcO
R? CHyClp, 0-22°C, 4 h R2

6 mmol des Aldehyds wurden zusammen mit 0.2 Aq. Dimethylaminopyridin (DMAP) in
100 Aq. Dichlormethangelsst und die Losung bei  C geriihrt. Je nach Anzahl an Hydro-
xylgruppen des Aldehyds (1 oder 2) wurden 3, 6 Aq. Triethylamin (TEA) und 1.2, 2.4 Aq.
Acetanhydrid zugegeben. Die Reaktion wurde fiir 1h bei  C geriihrt, gefolgt von 4h bei

C. Die Reaktion wurde mittels DC verfolgt. Nachdem vollstidndiger Umsatz beobach-
tet wurde, wurde die Reaktion mit Wasser gequencht. Die beiden Phase wurden getrennt
und die organische Phase wurde mit gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen.
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Uber ein weiteren Waschschritt mit gesittigter Natriumchloridldsung und durch Zugabe von
MgSO wurde die organische Phase getrocknet. Das MgSO4wurde mit Filtration entfernt. An-
schliefend wurde das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt und reines Produkt
blieb zuriick.

4- O-Acetoxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd (73)
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Gemaéfs der Vorschrift zur Schiitzung der Phenolfunktion mit Acetanhydrid in Syntheseme-
thode B wurde 4-0-Acetoxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd (73) aus 4-O-Hydroxy-3,5-dimeth-
oxybenzaldehyd (49) hergestellt. Nach der Bestdtigung der Identitdt des Produktes iiber
'H-NMR und der Bestimmung der Ausbeute (67-95%) wurde es direkt weiter umgesetzt. Re
= 0.36 (n-Pentan:EE 70:30); 'H-NMR. (CDCl3, 600 MHz) [ppm] : 2.34 (s, 3 H, C[O]CH3);
3.88 (s, 6 H, 7-,8-H); 7.13 (s, 2 H, 2°-,6"-H); 9.88 (s, 1 H, 1-H).

4- O-Acetoxy-naphthylenaldehyd (74)

Gemifs der Vorschrift zur Schiitzung der Phenolfunktion mit Acetanhydrid in Synthesemetho-
de B wurde 4- O-Acetoxy-naphthalenaldehyd (74) aus 4-Hydroxy-1-naphthalenaldehyd (54)
hergestellt. Nach der Bestiitigung der Identitiit des Produktes 74 iiber 'H-NMR wurde es
direkt weiter umgesetzt. Rg = 0.41 (n-Pentan:EE 70:30); 'H-NMR, (CDCl3, 600 MHz)
[ppm] : 2.52 (s, 3 H, C[O]CH3); 7.58 (d, 3J7 g0— 7.8 Hz, 1 H, 7-H); 7.7 (dd, *Jg. »— 7.8 Hz,
3Jg 9= 7.7 Hz, 1 H, 8-H); 7.79 (dd, ®Jg g= 7.7 Hz, 3Jg 190= 7.7 Hz, 1 H, 9-H); 8.15 (d,
3J5 6= 8.5 Hz, 1 H, 5-H); 8.22 (d, *J1¢09o= 7.8 Hz, 1 H, 10’-H); 9.33 (d, 3J¢ 5= 8.6 Hz, 1 H,
6-H); 1041 (s, 1 H, 1-H).

Schiitzung der Phenolfunktionen mit Pivalinsiurechlorid

2.5 Aq. Pivaloylsaure-

MeO v MeO
j@Ao chlorid, 5 Aq. Pyridin Yo
HO 50 GH,Cl, 0°C, 3d PIVO 53

OH OPiv

1 mmol des Aldehyds 50 wurde in einem Schlenk-Kolben unter Schutzgas in 100 Aq. trockenem
Pyridin gelost. Die Losung wurde unter Rithren auf — C gekiihlt. 2.5 Aq. wurden hinzugege-
ben und die Losung anschliefend auf C erwdrmt. Die Umsetzung des Eduktes 50 wurde
mit DC kontrolliert. Nach vollstdndiger Umsetzung wurde die Reaktion durch Zugabe von Eis
beendet und die erhaltene Suspension mit Chloroform verdiinnt. Die beiden Phasen wurden
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getrennt und die organische Phase wurde mit geséttigter Natriumhydrogencarbonatlésung ge-
waschen. Anschliefsend wurde sie mit MgSOg4getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter
reduziertem Druck entfernt. Das Produkt 53 wurde mit Sdulenchromatographie gereinigt.

3-Methoxy-4,5-dipivaloylhydroxy-benzaldehyd (53)

7
| 2' 1

(@) 1'
o
. ' 6'
PivO” 4 5 53

OPiv

Geméfs der Vorschrift zur Schiitzung der Phenolfunktion mit Pivalinsdurechlorid in Syn-
thesemethode B wurde sauberes 3-Methoxy-4,5-dipivaloylhydroxy-benzaldehyd (53) aus 3,4-
Dihydroxy-5-methoxybenzaldehyd (50) hergestellt. Nach der Bestdtigung der Identitdt des
Produktes 53 iiber 'H-NMR und der Bestimmung der Ausbeute (92 %) wurde es direkt wei-
ter umgesetzt. Rg = 0.31 (PE:EE 80:20)'H-NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm] : 1.36 (s, 18 H,
6xC[CH3]s); 3.89 (s, 3 H, 7-H); 7.29 (d, *Jy»¢— 1.7 Hz, 1 H, 2-H); 7.36 (d, *Jgo— 1.7 Hz,
1 H, 6-H); 9.9 (s, 1 H, 1-H).

HWE-Reaktion

R* 1.7 Aqg. Triethylphosphon- R* 0
R x acetat, 1.7 Ag. NaH R? N Ot
0 (60 % in Mineraldl)
R > A
R2 THF, 0 °C, 60-90 min R2

1.7 Aq. Triethylphosphonacetat wurden in 20 Aq. THF gelost und die Losung auf — C ge-
kiihlt. 1.7 Aq. NaH (60 % Suspension in Mineraldl) wurden in vier-zehn Chargen hinzugegeben.
1mmol des geschiitzten Aldehyds wurde in 21 Aq. THF gelost und tropfchenweise zur Lo-
sung gegeben. Der Umsatz wurde mittels NMR untersucht. Nachdem vollstdndiger Umsatz
beobachtet wurde, wurde die Reaktion wurde mit 1 mol/L Salzsdure gequencht. Das Produkt
wurde aus der wassrigen Phase dreimal mit EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit MgSOygetrocknet und anschliefend filtriert. Nach dem Entfernen des Losungs-
mittels unter reduziertem Druck wurde das Produkt direkt fiir die Reduktion genutzt. In
einzelnen Fillen war eine Reinigung mit Siulenchromatographie (PE/EE) notwendig.

2-Nitroferulasiureethylester (46)

NO,
0O
7

. §
> X N
HO2™, 5 46

Geméf der Vorschrift zur HWE-Reaktion in Synthesemethode B wurde 2-Nitroferulasiure-
ethylester (46) aus 2-Nitrovanillin (45) hergestellt. Nach der Bestitigung der Identitit des
Produktes 46 iiber 'H-NMR und der Bestimmung der Ausbeute (51-65%) wurde es entwe-
der sdulenchromatographisch (PE:EE 3:2) gereinigt oder direkt weiter umgesetzt. Re = 0.42
(PE:EE 60:40); 'H-NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm]| : 1.32 (t, 3Jov1»= 7.1 Hz, 3 H, 2"-H);
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3.94 (s, 3 H, 7-H); 4.25 (q, 3Jp»o»— 7.1 Hz, 1 H, 1”-H); 5.89 (s, 1 H, 4-0OH); 6.35 (d, 3J52—
15.8 Hz, 1 H, 3-H); 7.11 (d, 3J¢ 5= 8.7 Hz, 1 H, 6-H); 7.37 (d, 3J5 = 8.7 Hz, 1 H, 5-H); 7.46
(d, 3J23= 15.8 Hz, 1 H, 2-H); MS:m/z (%): 268 [M+H"|; 221 [MH"-NOy]; 204 [221"-OH]J;
193 [221+—C2H5]; 166 [MH+—OH3—C4H602].

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.174

4- O-Hydroxynaphthylensidureethylester (56)

Geméf der Vorschrift zur HWE-Reaktion in Synthesemethode B wurde 4-O-Hydroxynaph-
thylensaureethylester (56) aus 4- O-Acetoxynaphthylenaldehyd (74) hergestellt. Nach der Be-
stitigung der Identitiit des Produktes 56 iiber 'H-NMR direkt weiter umgesetzt. Re = 0.43
(PE:EE 70:30); 'H-NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm]| : 1.32 (t, 3Jo»1»= 7.1 Hz, 3 H, 27-H);
4.26(q, 3J172v= 7.1 Hz, 2 H, 1”-H); 6.7 (d, 3J32= 15.6 Hz, 1 H, 3-H); 7.39 (d, 3J7 = 8.0 Hz,
1 H, 7-H); 7.66 (dd, 3Jg »— 8.0 Hz, 3Jg o= 7.6 Hz, 1 H, 8-H); 7.71 (dd, 3Jg g— 7.6 Hz,
3Jg 10= 7.7 Hz, 1 H, 9-H); 8.02 (m, 2 H, 10™-,6"-H); 8.27 (d, 3J5 ¢= 8.5 Hz, 1 H, 5'-H); 8.44
(d, 3J23= 15.6 Hz, 1 H, 2-H) .

4- O-Acetoxysinapinsiureethylester (51)

2 3 1
O 1' \ /\
3 10
& 2 2
AcO™ ¢’ 5 51
O\ g

Gemifs der Vorschrift zur HWE-Reaktion in Synthesemethode B wurde 4- O-Acetoxysinapyl-
saureethylester (51) aus 4-O-Acetoxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd (73) hergestellt. Nach der
Bestitigung der Identitit des Produktes 51 iiber 'H-NMR wurde es direkt weiter umgesetzt.
R¢ = 0.25 (n-Pentan:EE 60:40); TH-NMR (CDCls, 600 MHz) [ppm)] : 1.34 (t, 3J,1», 3 H,
2"-H); 2.34 (s, 3 H, C[O|CH3); 3.92 (s, 6 H, 7-,8-H); 4.26 (q, 3J»o»= 7.1 Hz, 2 H, 17-H);
5.75 (s, 1 H, 4-OH); 6.30 (d, 3J32= 15.8 Hz, 1 H, 3-H); 6.77 (s, 2 H, 2"-,6™-H); 7.59 (d, 3J2 3=
15.9 Hz, 1 H, 2-H); 13C-NMR, (CDCl3, 151 MHz) [ppm] : 14.46 (s, C-2”); 20.56 (s, C-1");
56.35 (s, C-7",8); 60.73 (s, C-17); 104.84 (s, C-2°,6"); 118.75 (s, C-3); 130.60 (s, C-47); 132.93
(s, C-3",5"); 144.42 (s, C-2); 152.6 (s, C[O]CHj3); 166.87 (s, C-1); 168.58 (s, C[O|CHs).
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Sinapinsidureethylester (52)

5
O\11

Geméf der Vorschrift zur HWE-Reaktion in Synthesemethode B wurde Sinapinsdureethyles-
ter (52)aus 4- O-Acetoxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd (73) hergestellt. Nach der Bestitigung
der Identitiit des Produktes 52 iiber 'H-NMR wurde es direkt weiter umgesetzt. Rg = 0.2
(n-Pentan:EE 60:40); TH-NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm] : 1.34 (t, 3J1312, 3 H, 13-H);
2.34 (s, 3H, C[O]CH3); 3.85 (s, 6 H, 10-,11-H); 4.27 (q, *J1213= 7.1 Hz, 2 H, 12-H); 6.38 (d,
3J78= 15.9 Hz, 1 H, 7-H); 6.77 (s, 2 H, 2-,6-H); 7.61 (d, 3Js 7= 15.9 Hz, 1 H, 8-H); 13C-NMR
(CDCl3, 151 MHz) [ppm] : 14.51 (s, C-13); 56.51 (s, C-10,11); 60.53 (s, C-12); 105.25 (s,
C-2,6); 116.26 (s, C-7); 126.17 (s, C-1); 137.28 (s, C-4); 144.97 (s, C-8); 147.36 (s, C-3,5);
167.26 (s, C-9);HRMS (in MeOH): m/z berechnet fiir C13H;705 (M-H) 253.11; gefunden
253.11 .

3-Methoxy-4,5- O-dipivaloylzimtsiureethylester (54)

71 oy 3 Q v
Y TS
PvO2™YZ © 54
OPiv

Geméf der Vorschrift zur HWE-Reaktion in Synthesemethode B wurde 3-Methoxy-4,5-0-
dipivaloylzimtsdureethylester (54) aus 3-Methoxy-4,5-dipivaloylhydroxy-benzaldehyd (53) her-
gestellt. Nach der Bestitigung der Identitit des Produktes 54 iiber 'H-NMR wurde es direkt
weiter umgesetzt. Re = 0.33 (n-Pentan:EE 90:10); 'H-NMR. (CDCl3, 600 MHz) [ppm] :
1.34 (m, 21 H, 6xC|CH3]s, 27-H); 3.84 (s, 3 H, 7-H); 4.26 (q, 3J1»9»= 7.1 Hz, 2 H, 17-H); 6.37
(d, 3J32= 16.0 Hz, 1 H, 3-H); 6.92 (d, Jo ¢= 2.3 Hz, 1 H, 2-H); 6.94 (d, 1Jg »= 2.3 Hz,
1 H, 6™-H); 7.59 (d, *Jo 3= 15.9 Hz, 1 H, 2-H); 13C-NMR (CDCl3, 151 MHz) [ppm]| : 14.45
(s, C-27); 27.36 (s, C[CHs]3); 27.42 (s, C|CHsls); 56.45 (s, C-7"); 60.75 (s, C-17); 108.74 (s,
C-27); 115.26 (s, C-6"); 119.26 (s, C-3); 120.7 (s, 2xC[CHgzls); 132.6 (s, C-17); 134.3 (s, C-4");
143.52 (s, C-2); 152.76 (s, C-3’); 167.0 (s, C-1); 175.5 (s, 2xC[O]C).

Reduktion mit DiBAI-H

0
R2 \ 3.5-5.5 Aq. DiBAFH g2 S
Woa (1 Min THF) @/\/\oH
_—
R' THF, -30 °C R’
R® 2-3h R3

In einem ausgeheizten Kolben wurden 5.5 Aq. 1 M DiBAI-H-Lésung in THF vorgelegt. Zusiitz-
lich wurden 100 Aq. THF zugegeben. Die Losung wurde geriihrt und auf-  C abgekiihlt. Der
Ester wurde in 28 Aq. THF gelost und iiber 30 min langsam zugegeben. Die Reaktion wurde
dann fiir 1h bei -  C geriihrt. Der Umsatz wurde mit DC kontrolliert. Nach vollstdndigem
Umsatz wird die Losung langsam auf ~ C aufgewiirmt. Uberschiissiges DiBAI-H wird mit EE
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gequencht. Der erhaltene gelbe Feststoff wurde mit 2 mol/L Salzséure behandelt. Das Produkt
wurde dreimal mit Diethylether aus dem Zweiphasengemisch extrahiert. Die organischen Pha-
sen wurden vereinigt. Restwasser wurde durch Waschen mit gesittigter Natriumchloridlosung,
gefolgt von Zugabe von MgSOgentfernt. Nach einer Filtration wurde das Losungsmittel unter
reduziertem Druck entfernt. Der erhaltene Alkohol wurde sdulenchromatographisch gereinigt
und unter Schutzgas gelagert.

2-Nitroconiferylalkohol (43)

7 NO,

b2 P
o2
HO 7, 6

4 Tpg

Gemifs der Vorschrift zur Reduktion mit DiBAI-H in Synthesemethode B wurde der 2-
Nitroconiferylalkohol (43) aus 2-Nitroferulasiureethylester (46) hergestellt. Nach der sdu-
lenchromatographischen Reinigung (PE:EE 7:3) wurde das Produkt 43 in 40 % Ausbeute er-
halten. R¢ = 0.07 (PE:EE 70:30); TH-NMR. (CDCl3, 600 MHz) [ppm]| : 3.81 (s, 3 H, 7"-H);
4.06-4.09 (m, 2 H, 1-H); 4.94 (d, *Ji.om1— 5.5 Hz, 1 H, 1-OH); 6.20 (dt, *J32— 15.7 Hz,
4J51= 2.0 Hz, 1 H, 3-H); 6.35 (dt, 3Jo3= 15.7 Hz, 3Jo 1= 4.5 Hz, 1 H, 2-H); 7.03 (d, 3Jp 5=
8.7Hz, 1 H, 6™-H); 7.33 (d, 3J3 ¢— 8.7 Hz, 1 H, 5-H); 1¥C-NMR (CDCl3, 151 MHz) [ppm]
: 61.0 (s, C-7"); 61.2 (s5,C-3); 118.9 (s, C-6"); 119.2 (s, C-1); 119.6 (s, C-1"); 121.4 (s, C-5);
134.0 (s, C-2); 138.2 (s, C-3"); 144.6 (s, C-27); 149.9 (s, C-4).

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.[t74

4-Hydroxylnaphthylenalkohol (47)

Geméfs der Vorschrift zur Reduktion mit DiBAI-H in Synthesemethode B wurde der 4-
Hydroxylnaphthylenalkohol (47) aus 4- O-Acetoxynaphthylensaureethylester (56) hergestellt.
Nach der sdulenchromatographischen Reinigung (n-Pentan:EE 1:1) wurde das Produkt 72 in
52-90 % Ausbeute erhalten. R¢ = 0.53 (n-Pentan:EE 50:50); TH-NMR, (CDCl3, 600 MHz)

[ppm] : 4.38 (d, 3J1 2= 6.9 Hz, 2 H, 1-H); 6.32 (dt, *Jo 3= 16.1 Hz, Jo1= 6.6 Hz, 1 H, 2-H);
6.95 (d, *Jp = 7.8 Hz, 1 H, 7-H); 7.36 (d, 3J32= 16.1 Hz, 1 H, 3-H); 7.47-7.56 (m, 3 H, 8-,
9’-, 10-H); 8.15 (d, 3J5 ¢= 8.4 Hz, 1 H, 5"-H); 8.22-8.34 (m, 1 H, 6-H); 1¥*C-NMR (CDCls,
151 MHz) [ppm] : 63.6 (s, C-1); 108.9 (s, C-7"); 123.3 (s, C-6"); 124.2 (s, C-57); 124.8 (s, C-8’
oder C-9” oder C-10"); 125.2 (s, C-8 oder C-9’ oder C-10); 125.6 (s, C-2’); 127.0 (s, C-8' oder
C-9’ oder C-10"); 127.0 (s, C-3); 127.2 (s, C-3); 131.4 (s, C-2); 133.1 (s, C-17); 153.7 (s, C-4)
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Sinapylalkohol (8)

7'(|) o 3\ 1
"
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Geméfs der Vorschrift zur Reduktion mit DiBAI-H in Synthesemethode B wurde der Sinapy-
lalkohol (8) aus 4- O-Acetoxysinapinsaureethylester (14) hergestellt. Nach der sdulenchroma-
tographischen Reinigung (PE:EE 7:3) wurde das Produkt 8 in 37-62 % Ausbeute erhalten.
R¢ — 0.17 (PE:EE 70:30); TH-NMR. (CDCl3, 600 MHz) [ppm] : 3.90 (s, 6 H, 7-, 8'-H);
4.29-4.32 (m, 2 H, 1-H); 5.56 (s, 1 H, 4-OH); 6.24 (dt, 3Jo3= 15.8 Hz, 3Jo ;= 5.9 Hz, 1 H,
2-H); 6.52 (dt, 3J30— 15.9 Hz, 3Jo»— 1.5 Hz, 3Joe— 1.5 Hz, 1 H, 2-H); 6.63 (s, 2 H, 2,
6’-H); 13C-NMR. (CDCl3, 151 MHz) [ppm]: 56.4 (s, C-7’, -8"); 63.9 (s, C-1); 103.5 (s, C-2’,
-67); 126.7 (s, C-17); 128.4 (s, C-2); 131.6 (s, C-3); 134.9 (s, C-4"); 147.3 (s, C-3’, -5).

Die !H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.[222]

Entschiitzung von 5-Methoxy-3,4-dipivaloylzimtalkohol (54) mit NaH
o) 6 Ag. NaH (60 % in

Mineraldl) M
MeO N Ot eO x> OH
54 Et0,0°C,2h 18
PivO HO

OPiv OH

6 Aq. NaH (60 % Suspension in Mineralsl) wurden in einem Schlenk-Kolben unter Schutzgas
in 40 Aq. Diethylether suspendiert. Die Suspension wurde unter Riihren auf C gekiihlt.
0.1 mmol Edukt 54 wurden in 280 Aq. Diethylether gelost und sehr langsam zugegeben. Die
Reaktion wurde bei  C geriihrt und mit Hilfe von DC die Umsetzung bestimmt.

Reduktion mit LiAlH,4
(0]

MeO X Ot 6 Aqg. LiAIH, - MeO x> OH
PIVO 54 Et;0, -20°C, 2 h HO 18

OPiv OH

4 Aq. LiAlH; wurden in einem ausgeheiztem Kolben mit 100 Aq. Diethylether versetzt und
bei-  C geriihrt. 1 mmol 3,4-Dipivaloyl-5-methoxyzimtsiureethylester (54) wurden in 75 Aq.
Diethylether gelost und iiber einen Zeitraum von 30 min hinzugegeben. Die Reaktion wurde
fiir 2h bei -  C geriihrt. Der Umsatz wurde dabei mit DC verfolgt. Nachdem der komplette
Verbrauch des Esters 54 beobachtet wurde, wurde noch vorhandenes LiAlH4 durch Zugabe
von EE bei  C gequencht. Der erhaltene gelbe Feststoff wurde mit 2 M Salzsdure behandelt,
bis er vollstdndig gelost war. Das Produkt wurde dreimal mit Diethylether aus dem Zwei-
phasengemisch extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt. Restwasser wurde durch
Waschen mit gesdttigter Natriumchloridlosung, gefolgt von Zugabe von MgSOg4entfernt. Nach
einer Filtration wurde das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der erhaltene Al-
kohol 18 wurde séulenchromatographisch gereinigt (n-Pentan:EE 60:40) und unter Schutzgas
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bei -  C gelagert.

5-Hydroxyconiferylalkohol (18)

Gemifs der Vorschrift zur Reduktion mit LiAlH, in Synthesemethode B wurde der 5-Hydro-
xyconiferylalkohol (18) aus 3-Methoxy-4,5- O-dipivaloylzimtsdureethylester (54) hergestellt.
Nach der sdulenchromatographischen Reinigung (n-Pentan:EE:Essigssaure 50:50:1) wurde das
Produkt 18 in 15-30 % Ausbeute erhalten. R¢ = 0.31 (n-Pentan:EE:Essigsiure 50:50:1); 1H-
NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm] : 3.84 (s, 3 H, 7-H); 4.21 (d, 3J; 2= 4.8 Hz, 2 H, 1-H);
6.21 (dt, ®Jy 3= 15.7 Hz, 3Jo1= 5.2 Hz, 1 H, 2-H); 6.45 (d, J32= 15.9 Hz, 1 H, 3 H); 6.60 (d,
1]y = 2.3 Hz, 1 H, 2"-H); 6.62 (d, 3J¢ 2= 2.3 Hz, 1 H, 6’-H); 13C-NMR (CDCl3, 151 MHz)
[ppm| : 31.8 (s, C-1); 55.5 (s, C-77); 101.6 (s, C-67); 107.1 (s, C-27); 127.4 (s, C-2); 129.8 (s,
C-3); 133.6 (s, C-17); 145.4 (s, C-3’); 147.9 (s, C-4’ oder C-5); 148.1 (s, C-5’ oder C-47).

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.[219]

7.3.1.3 Synthese der unnatiirlichen Zimtsiurederivate

Synthese von Naphthylensiure (1) - Demethylierung

HO.__O HO.__O
3.5 Ag. 1 M BBrs
N in CHoCla =
N >
| CHyCl, 22 °C, OO
Z 16 h
OMe OH
76 1

14 mmol (£)-3-(4-methoxynapthalen-1-yl)acrylséure (75) wurden in 12mL/mmolg,pgtras Di-
chlormethan in einem Schlenk-Kolben gelost. Zu der rithrenden Reaktionslosung wurden lang-
sam 3.5 Aq. einer 1 M Losung von Bortribromid in Dichlormethangegeben. Die Reaktion wur-
de bis zur vollstdndigen Umsetzung bei C geriihrt und dabei mit DC iiberpriift. Das
Gemisch wurde durch Zugabe von Wasser gequencht und anschliefend mit EE verdiinnt.
Nach Extraktion des Produktes (dreimal mit EE) wurden die vereinigten organischen Phasen
mit MgSOygetrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das
Produkt 1 wurde darauffolgend mit Séulenchromatographie (Dichlormethan:MeOH 98:2) ge-
reinigt.
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Synthese von Naphthylensidure (1) - Esterspaltung

~0 0 HO.__O
15 % NaOH-
N Lésung N
—_—
OO EtOH, 22 °C, OO
19h
OAc OH
56 1

3.4 mmol 4- O-Acetoxynaphthylensédureethylester (56) wurden in 3 mL/mmolgypsiray EtOH in
einem Rundkolben gelost. Zu der rithrenden Reaktionslosung wurden langsam 15 mL 15%iger
NaOH-Losung zugegeben. Die Reaktion wurde iiber 19h bei C geriihrt. Die Umsetzung
wurde mit DC {berpriift. Nach vollstdndigem Umsatz wurde die 6sung durch Zugabe von
1M NaCl-Losung sauer gestellt und das Produkt dreimalig mit EE extrahiert. Die organi-
schen Phasen wurden vereinigt, mit geséattigter NaCl-Losung gewaschen und durch Zugabe
von MgSOqgetrocknet. Nach einer Filtration wurde das Produkt mit Sdulenchromatographie
(Dichlormethan:MeOH 98:2) gereinigt.

Naphthylensdure (1)

Gemifs der Vorschrift zur Synthese von Naphthylenséure (1) im Abschnitt Synthese der unna-
tiirlichen Zimtsdurederivate wurde die Naphthylenséure (1) aus (£)-3-(4-methoxynapthalen-
1-yl)acrylsdure (75) oder 4-O-Acetoxynaphthylenséureethylester (56) hergestellt. Nach der
saulenchromatographischen Reinigung (Dichlormethan:MeOH 98:2) wurde das Produkt 1 in
26-43 % (iiber Demethylierung) bzw. 84 % (iiber Esterspaltung) Ausbeute erhalten. Ry = 0.1
(Dichlormethan:MeOH 98:2); 'H-NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm)] : 6.35 (d, 3J32= 15.7 Hz,
1 H, 3-H); 6.88 (d, 3Jg5— 7.6 Hz, 1 H, 6-H); 7.39-7.43 (m, 1 H, 9-H); 7.49-7.53 (m, 1 H,
8-H); 7.72 (d, 3J5 6= 7.6 Hz, 1 H, 5-H); 8.09 (d, 3J109— 8.6 Hz, 1 H, 10’-H); 8.20 (d,
3Jp g= 8.4 Hz, 1 H, 7-H); 8.34 (d, 3Ja 3= 15.5 Hz, 1 H, 2-H); 13C-NMR (CDCl;, 151 MHz)

[ppm| : 109.2 (s, C-5"); 118.3 (s, C-3); 123.6 (s, C-17); 123.7 (s, C-10"); 123.8 (s, C-7'); 125.8
(5, C-27); 126.0 (s, C-8'); 127.4 (s, C-6"); 128.3 (5, C-9'); 133.8 (s, C-3'); 142.1 (5,C-2); 156.6
(s, C-4'); 168.2 (s, C-1) .

Synthese von 2-Nitroferulasdure (2)

NO; 0 5 Ag. 2.5 M NaOH NO» 0
M —— |
€O U GODMOH
EtOH, 22.5 °C,
HO 46 3h HO 3

0.37mmol des Esters 46 wurden in 40 Aq. Ethanol geldst. Die Losung wurde zu 2.5mL 2.5 M
Natriumhydroxidlésung getropft und anschliefend bei C geriihrt. Die Umsetzung wurde
mit DC tberpriift. Nach vollstdndiger Umsetzung wurde die Reaktion mit Wasser verdiinnt
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und mit  C 1M Salzséure auf einen pH-Wert von ca. 2 eingestellt. Der ausfallende Fest-
stoff wurde abgetrennt und getrocknet. Die wéssrige Phase wurde mit EE extrahiert. Nach
Trocknung der organischen Phase und Entfernen des Losungsmittels wurden beide Feststoffe
vereinigt.

2-Nitroferulasiure (2)

Gemiéf der Vorschrift zur Synthese von 2-Nitroferulasiure (3) im Abschnitt Synthese der un-
natiirlichen Zimtséurederivate wurde die Sdure 3 aus ihrem Ethylester (46) hergestellt. Nach
der sdulenchromatographischen Reinigung (Dichlormethan:MeOH 98:2) wurde das Produkt
3 in 60% Ausbeute erhalten. R = 0.2 (Dichlormethan:MeOH 98:2); TH-NMR (CDCl3,
600 MHz) [ppm| : 3.84 (s, 3 H, 7-H); 6.47 (dd, 3J35— 15.7 Hz, “J5— 1.8 Hz, 1 H, 3-H);
7.09 (dd, 3J5 o= 8.8 Hz, 4J5 o= 1.7 Hz, 1 H, 5-H); 7.13 (d, 3J,5— 15.7 Hz, 1 H, 2-H);
7.63 (dd, 3J¢ 5= 8.8 Hz, Jg 35— 1.8 Hz, 1 H, 6™-H); 1*C-NMR (CDCl;, 151 MHz) [ppm]
£ 61.4 (s, C-7"); 116.5 (s, C-17); 119.1 (s, C-67); 121.1 (s, C-3); 123.2 (s, C-5); 134.9 (s, C-2);
138.6 (s, C-3"); 145.7 (s, C-2'); 153.0 (s, C-4'); 166.9 (s, C-1); HRMS (in MeOH): 262.0321
(Molekiil+Na™) .

Die 'H-NMR Daten stammten mit der Literatur iiberein.!174

7.3.2 Lignansynthese
7.3.2.1 Chemisch-enzymatische Lignansynthese

Dimerisierung der Monolignole

OMe
OH
MeO X~"oH laccase 0O @/
R!
HO Puffer:-DMSO/CHCl,, R! H H
22°C j oz
HO

MeO

1.9 mmol Alkohol wurden in 370 Aq. DMSO geldst. 25 U/mmol kommerziell verfiighare Lacca-
se aus T. versicolor wurden in 250 mL Na-Acetat Puffer (0.1 mol/L, pH 6.0) in einem Rundkol-
ben gegeben und die Losung langsam geriihrt. Der geldste Alkohol wurde langsam zugegeben.
Die Reaktion wurde anschliefend bei C geriihrt und mittels DC kontrolliert. Die Zu-
fuhr von Sauerstoff wurde durch eine durch das Septum gestochene Kaniile sichergestellt.
Im Falle von 5-Bromconiferylalkohol ging ein vollstdndiger Verbrauch des Eduktes mit einer
Farbverénderung von farblos/gelblich zu orange/lachsfarben einher. Nach vollstindigen Um-
satz wurde die Reaktion durch Zugabe 1M HCIl-Losung gequencht. Das Produkt wurde mit
EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mittels MgSO,4getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Produkt wurde mit S&ulen-
chromatographie (Dichlormethan:MeOH 97:3 fiir Coniferylalkohol (4) als Edukt und Dichlor-
methan:MeOH 99:1 fiir 5-Bromconiferylalkohol (3)) gereinigt. Der erhaltene weife Feststoff
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wurde mit Chloroform gewaschen, um das saubere Produkt zu erhalten. Die Reinheit des
Produktes wurde mit gNMR bestimmt.

Pinoresinol (6)

Geméf der Vorschrift zur Dimerisierung der Monolignole im Abschnitt chemisch-enzymatische
Lignansynthese wurde Pinoresinol (6) aus Coniferylalkohol (4) hergestellt. Die Reinigung
wurde nach verschiedenen Methoden auch in Kombination miteinander durchgefiihrt.

e Priparative DC (PE:EE 1:1)
e MPLC (Dichlormethan:MeOH 99:1-90:10)
e Siulenchromatographie (Dichlormethan:MeOH 99:1)

Die Ausbeute fiir das Produkt 6 betrug dabei 0.4-12.3%. R¢ = 0.24 (Dichlormethan:MeOH
99:1); TH-NMR. (CDCls, 600 MHz) [ppm]| : 3.09-3.12 (m, 2 H, 2-, 2”-H); 3.88 (dd, 2J
1a/1by1b/1a= 9-3 Hz, 2Ty /107 15122 = 9-3 Hz, 3Ty /1p,0= 3.6 Hz, 2J 10 /1100= 3.6 Hz, 2 H, 1, -,
17, p-H); 3.90 (s, 6 H, 7-, 77-H); 4.23-4.26 (m, 2 H, 1y, /5-, 17ps-H); 4.74 (d, ?J3,= 4.1 Hz,
3J3» 1»— 4.1 Hz, 2 H, 3-, 3"-H); 5.68 (brs, 2 H, 4™-, 4"-0H); 6.82 (dd, 3Jg 5= 8.1 Hz, 3Jg 5rr—
8.1 Hz, 3Jg 9= 1.8 Hz, 3Jg» 9= 1.8 Hz, 2 H, 6-, 67-H); 6.88 (d, 3J5 = 8.1 Hz, 3J5» o=
8.1 Hz, 2 H, 5-, 57-H); 6.90 (d, 3J» = 1.8 Hz, 3J9» ¢»— 1.8 Hz, 2 H, 2’-, 2”-H); 13C-NMR
(CDCl3, 151 MHz) [ppm] : 54.3 (s, C-2, -2"); 56.1 (s, C-7’, -7""); 71.8 (s, C-1, -17); 86.0 (s,
C-3,-3); 100.1 (s, C-17, -177); 108.2 (s, C-27, -2""); 114.4 (s, C-5’, -577); 119.1 (s, C-6’, -6"");
132.9 (s, C-4’, -47"); 145.2 (s, C-5°, -577); 146.7 (s, C-3’, -37").

Die experimentellen Daten deckten sich mit publizierten Daten./?!

Dehydrodiconiferylalkohol (59)

Gemifs der Vorschrift zur Dimerisierung der Monolignole im Abschnitt chemisch-enzymatische
Lignansynthese wurde Dehydrodiconiferylalkohol (59) aus Coniferylalkohol (4) hergestellt.
Die Reinigung wurde nach verschiedenen Methoden auch in Kombination miteinander durch-
gefiihrt.

e Priparative DC (PE:EE 1:1)
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e MPLC (Dichlormethan:MeOH 99:1-90:10)
e Siulenchromatographie (Dichlormethan:MeOH 99:1)

Die Ausbeute fiir das Produkt 6 betrug dabei 10-12 %. R¢ = 0.18 (Dichlormethan:MeOH 97:3);
1H-NMR (CDCl3, 600 MHz) [ppm] : 3.57-3.61 (m, 1 H, 2”-H); 3.86 (s, 3 H, 7-H/7"’-H);
3.90 (s, 3 H, 7’-H/7-H); 3.93 (m, 2 H, 1"-H); 4.29 (d, 3J1 0= 5.7Hz, 2 H, 1-H); 5.58 (d,
33 9»— 7.0 Hz, 1 H, 3"-H); 6.24 (dt, 3Jo 35— 15.9Hz, 3J5 10— 5.9 Hz, 1 H, 2-H); 6.55 (d, 3J5 2=
15.8 Hz, 1 H, 3-H); 6.85-6.94 (m, 5 H, 2-, 6’-, 2""-, 5"’-, 6""-H); 13C-NMR (CDCl3, 151 MHz)

[ppm] : 53.7 (s, C-27); 56.1 (s, C-7°, -7""); 63.7 (s, C-1); 64.1 (s, C-17); 88.4 (s, C-37); 109.0
(s, C-2°/ -6’/ -277/ -57") -67); 110.5 (s, C-27/ -67/ -2""/ =57/ -67"); 114.53 (s, C-2’/ -6’/ -2""/
577/ -677); 115.0 (s, C-27/ -6"/ -277/ =57/ -6""); 119.5 (s, C-2/ -67/ -27/ -5""/ -6""); 126.7 (s,
C-2); 128.5 (s, C-27/ -6"/ -277/ -5"7/ -67"); 131.0 (s, C-17); 131.2 (s, C-3); 133.1 (s, C-17"); 144.5
(s, C-37/ -37); 145.9 (s, C-4’/ -47"); 146.9 (s, C-3’/ -3""); 148.3 (s, C-4"/ -477).

Die experimentellen Daten deckten sich mit publizierten Daten.?!
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5,5’-Dibrompinoresinol (5)

Gemifs der Vorschrift zur Dimerisierung der Monolignole im Abschnitt chemisch-enzymatische
Lignansynthese wurde 5,5’-Dibrompinoresinol (5) aus 5-Bromconiferylalkohol (3) hergestellt.
Das Produkt wurde nach der sdulenchromatographischen Reinigung (Dichlormethan:MeOH
98:2) in 24 % Ausbeute erhalten. R¢ = 0.47 (Dichlormethan:MeOH 98:2); TH-NMR (CDCl3,
600 MHz) 6 [ppm] : 3.05-3.08 (m, 2 H, 2-, 2"-H): 3.88 (dd, >J 14 /16,1012 9-2 Hz, 2J 120102 107/ 127—
9.2 Hz, *Jy,/1p0= 3.4 Hz, 2Ty )10 0= 3.4 Hz, 2 H, 1, -, 1, -H); 3.92 (s, 6 H, 7=, 777-H); 4.24
(ddd, 2J1a/1b,1b/1a: 9.2 Hz, 2J1a”/1b”,1b”/1a”: 9.2 Hz, 2J1a/1b,2: 4.4 Hz, 2J1a”/1b”,2”: 4.4 Hz,
QJ]a/]b73: 2.4 HZ, 2J1a”/1b”,3”: 2.4 HZ7 2 H, 1b/a'7 ly;b/a'H); 4.70 (d, 3(]3’2: 3.9 HZ7 3(]3”72”:
3.9 Hz, 2 H, 3-, 3"-H); 6.83 (d, *Jo o= 1.8 Hz, *Jo» ¢»= 1.8 Hz, 2 H, 2'-, 27-H); 7.06 (d,
4Jg2»— 1.8 Hz, *Jg» o»— 1.8 Hz, 2 H, 6™, 67-H); '3C-NMR (CDCl3, 151 MHz) § [ppm] :
54.2 (s, C-2,-2%); 56.6 (s, C-7°,-7""); 71.9 (s, C-1, -1"); 85.3 (s, C-3, -3"); 107.8 (s, C-2’, -2"");
108.3 (s, C-17,-17"); 122.2 (8, C-67,-677); 133.9 (s, C-5', -5""); 142.8 (s, C-47,-477); 147.5 (s, C-3’,
-377); IR (ATR-Film): 7|1 /cm| = 3482, 2967, 1723, 1434, 1378, 796; HRMS (in MeOH):
m/z berechnet fiir CogHooBr"™?206 (M-H) 513.0; gefunden 513.0; CgoHaoBr™Br®!;0g (M-H)
515.0; gefunden 515.0; CogHgoBr®'50¢ (M-H) 517.0; gefunden 517.0 .

Dimerisierung im préparativen Mafistab mit Zugabe von Cyclodextrin

475U Laqcase OH
aus T. vesicolor,

MeO .. O
X "OH 1.8 Aq. + * Cyclodextrin B @B
r
HO Br H ) H
o

Br NaAc:DMSO 10:1,
22°C,3h

1.93mmol 5-Bromconiferylalkohol (3) wurden in 30mL DMSO gelost und tropfenweise zu
300 mL Natriumacetatpuffer (100 mM, pH5.0) gegeben. 1.8 Aq. S-Cyclodextrin gefolgt von
25 U/mmol Laccase aus T. vesicolor wurden unter Rithren dazugegeben. Eine kontinuierli-
che Sauerstoffzufuhr wurde mittels einer durch das Sptum gestochenen Kaniile sichergestellt.
Die Suspension wurde fiir 2h bei 22.5°C geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
1M Salzsdure beendet und das Produkt dreimal mit EE extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden mit MgSO getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem
Druck entfernt. Das Produkt wurde mit S&ulenchromatographie (Dichlormethan:MeOH 9:1)
aufgereinigt.
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Acetylierung von 5,5’-Dibrompinoresinol (5)

Br Br
OH OAc

o 2.5 Ag. Acetanhydrid o

OMe  2Aq. TEA OMe
Heeb—{+H 0.1 Aq. DMAP Heb—+H
MeO. - MeO -
0 Et,0, 0-22.5°C, 2 h 0
HO 5 AcO 64

Br Br 90%

1.2mmol 5,5’-Dibrompinoresinol (5) wurden in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas in
100 Aq. Diethylether gelést. Die Reaktion wurde auf — C gekiihlt und nacheinander wurden
3Aq. TEA, 0.1 Aq. DMAP und 2.4 Aq. Acetanyhdrid zugegeben. Die Lésung wurde fiir 1h
bei  C geriihrt. Anschliefend wurde sie bis zur vollstdndigen Umsetzung bei C Riihren
gelassen. Die Kontrolle erfolgte dabei mit DC. Nach vollstdndigem Umsatz wurde die Losung
mit 1 M Salzséure-Losung neutralisiert und das Produkt anschliefend mit Diethylether extra-
hiert. Das Rohprodukt wurde mit EE gewaschen und die Identitdt mit NMR {iberpriift. Zur
Abtrennung der im gNMR identifizierten Verunreinigungen wurde das Produkt 64 in Chloro-
form geldst und durch Filtration mit einem 0.45 pm Microsart-Filter gereinigt. Die Reinheit
wurde erneut mit gQNMR iiberpriift.

4,4’-Di0O-acetyl-5,5’-dibrompinoresinol (64)

Gemifs der Vorschrift zur Acetylierung von 5,5’-Dibrompinoresinol (5) im Abschnitt chemisch-
enzymatische Lignansynthese wurde 4,4’-Di0O-acetyl-5,5’-dibrompinoresinol (64) aus 5,5-Di-
brompinoresinol (5) hergestellt. Das Produkt wurde nach der sdulenchromatographischen
Reinigung (Dichlormethan:MeOH 1:1) in 90 % Ausbeute erhalten. R¢ = 0.33 (Dichlorme-
than:MeOH 50:50); 'H-NMR . (CDCl3, 600 MHz) [ppm] : 2.36 (s, 6 H, 2x C[O]CH3); 3.04-
3.10 (m, 2 H, 2-, 27-H); 3.85 (s, 6 H, 7-, 77-H); 3.94 (dd, 2J1, /15, 16/1a= 9-4 Hz, 2 12/157 167 /107 —
9.4 Hz, 3J1,/150= 3.2 Hz, 2Jypj1p7,00= 3.2 Hz, 2 H, 1, 1,-, 17, ,-H); 4.25-4.33 (m, 2 H, 1y, /5-,
1", )5-H); 4.76 (d, 3J30= 3.9 Hz, *Jp = 3.9 Hz, 2 H, 3-, 3"-H); 6.91 (d, *Jy¢= 1.8 Hz,
4Jg = 1.8 Hz, 2 H, 2’-, 2"-H); 7.13 (d, *Jg 2= 1.8 Hz, *Jg»2»= 1.8 Hz, 2 H, 6'-, 6”’-H);
I3C-NMR (CDCl3, 151 MHz) [ppm] :20.6 (s, 2x C[O]CH3); 54.4 (s, C-2, -27); 56.4 (s, C-7’,
-7, 72.2 (s, C-1, -17); 85.0 (s, C-3, -37); 108.9 (s, C-27, -2"7); 117.5 (s, C-17, -177); 121.7 (s,
C-6’,-67); 137.3 (s, C-47,-4""); 141.0 (s, C-5",-5"7); 152.8 (s, C-3’,-3""); 168.1 (s, 2x C|O]CHs).

7.3.3 Suzuki-Kupplung

Aus allen Losungsmittel wurde der Sauerstoff vor der Reaktion mittels Hindurchleiten (—
purging) von Stickstoff fiir 45min entfernt. 0.1mmol ( ) 5,5-Dibrompinoresinol |( ) 5],
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0.2 Aq. Bis(tri-tert-butlyphosphin)-palladium (0), 8 Aq. K3PO4, 5 Aq. Boronsiure und 5mL
1,4-Dioxan:Wasser (9:1) wurden unter Schutzgas in ein Schlenk-Rohr gegeben. Die Reaktion
wurde auf C erwérmt und fiir 3h geriihrt. Die Umsetzung wurde iiber DC kontrolliert.
Nach vollstdndigem Umsatz wurde die Reaktion liber Zugabe von 1 M Salzsdure gequencht.
Das Rohprodukt wurde aus der wissrigen Phase mit EE (dreimal) extrahiert. Die verei-
nigten organischen Phasen wurden mit MgSOygetrocknet, filtriert und das Lésungsmittel
unter reduziertem Druck entfernt. Das Produkt wurde mit S&ulenchromatographie (Dichlor-
methan:MeOH 99:1) gereinigt.

( ) 5,5-Diphenylpinoresinol [( )-62]

Gemifs der Vorschrift zur Suzuki-Kupplung im Abschnitt Lignansynthese wurde ( )-5,5-
Diphenylpinoresinol |( ) 62| erfolgreich aus () 5,5-Dibrompinoresinol [( ) 5| hergestellt.
Nach der saulenchromatographischen Reinigung (Dichlormethan:MeOH 99:1) wurde das Pro-
dukt 62 in 95% Ausbeute erhalten. R = 0.34 (Dichlormethan:MeOH 99:1); 'H-NMR
(CDCl3, 600 MHz) [ppm] : 3.15-3.21 (m, 2 H, 2-, 2”-H); 3.93 (dd, 2J1a/1b,1b/1a: 9.2 Hz,
2Tia 117100 = 9-2 Hz, 215 10 0= 3.4 Hz, 2Ty 10 00= 3.4 Hz, 2 H, 1, -, 17, 1,-H); 3.94 (s,
6 H, 7-, 7"-H); 4.28-4.32 (m, 2 H, 1y, /-, 17},/,-H); 4.81 (d, 3J39— 3.9 Hz, 3J3,— 3.9 Hz,
2 H, 3-, 3"-H); 5.87 (s, 2 H, 4’-, 4"-0-H); 6.92 (d, 1]y g= 1.9 Hz, 4Jp» g»= 1.9 Hz, 2 H, 2,
27-H); 6.94 (d, *Jgr 2= 1.9 Hz, *Jg»9»— 1.9 Hz, 2 H, 6™, 67-H); 7.35 (t, 3J117100— 7.5 Hz,
3(]11’7127: 75 HZ, 3J11”77107”: 75 HZ, 3J11”77127”: 75 I‘IZ7 2 I‘I7 117—, 117”—H); 744 (dd, 3J107,97:
7.5 HZ, 3J10”13’: 7.5 HZ, 3J10m’9”’: 7.5 HZ, 3J10’”’13"’: 7.5 HZ, 3J10’711’: 7.5 HZ, 3J12”11’:
7.5 Hz,3J ¢ 11= 7.5 Hz, 3J19» 19m= 7.5 Hz, 4 H, 10’-, 12’-, 107-, 12""-H); 7.61 (d, *Jg> 10—
7.5 Hz, 3J1312= 7.5 Hz, 3Jg»10m= 7.5 Hz, 3J13»19v= 7.5 Hz, 4 H, 9~ 13-, 9"~ 13"-H);
IR (ATR-Film): [1/cm] = 3508, 2936, 1598, 1503, 1424, 1313, 1049, 848, 700; 13C-NMR
(CDCl3, 151 MHz) [ppm] : 54.3 (s, C-2, -27); 56.4 (s, C-77, -7"7); 71.9 (s, C-1, -1”); 86.1 (s,
C-3,-37"); 107.7 (s, C-27,-277); 120.4 (s, C-6’, -6""); 127.4 (s, C-11, -11""); 127.6 (s, C-5", -5"");
128.3 (s, C-107, -127, -10™", -1277); 129.3 (s, C-97, -13’, -97", -13""); 132.5 (s, C-17, -17"); 137.7
(s, C-8',-877); 142.8 (s, C-4’, -4""); 147.1 (s, C-3’, -3”"); HRMS (in MeOH): m/z berechnet
fiir C32Ho9Og (M-H) 509.20; gefunden 509.19 .
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() 5,5-Di(4,4’-methoxyphenyl)-pinoresinol [( )-64]

Gemifs der Vorschrift zur Suzuki-Kupplung im Abschnitt Lignansynthese wurde ( )-5,5-
Di(4,4’-methoxyphenyl)-pinoresinol [( ) 51| erfolgreich aus ( ) 5,5’-Dibrompinoresinol [( ) 5]
hergestellt. Nach der sdulenchromatographischen Reinigung (Dichlormethan:MeOH 99:1) wur-
de das Produkt 51 in 88 % Ausbeute erhalten. R¢ = 0.14 (Dichlormethan:MeOH 99:1); *H-
NMR (CDCls, 600 MHz) [ppm] : 3.13-3.21 (m, 2 H, 2-, 2”-H); 3.85 (s, 6 H, 14’-, 14”’-H);
3.89-3.94 (m, 2 H, 1, -, 17,,-H); 3.95 (s, 6 H, 7-, 7"-H); 4.27-4.32 (m, 2 H, 1y, /a-, 1"y /5-H);
4.79 (d, 3J32= 3.9 Hz, 3J3»— 3.9 Hz, 2 H, 3-, 3"-H); 5.86 (s, 2 H, 4, 47-0-H); 6.89 (d,
1)y = 2.0 Hz, *J9» g»= 2.0 Hz, 2 H, 2’-, 2"-H); 6.91 (d, *J¢ 2= 2.0 Hz, *Jg» 2= 2.0 Hz,
2 H, 6’—, 6”’—H); 6.98 (d, 3J9’,10’: 8.7 HZ, 3J13’,12’: 8.7 HZ, 3Jg7’7,10”’: 8.7 HZ, 3J13”7712m:
8.7 Hz, 4 H, 9-, 13-, 97-, 13"-H); 7.55 (d, 3J1009= 8.7 Hz, 3J1p13= 8.7 Hz, 3J1g» o=
8.7 Hz, 3Jy9» 13»— 8.7 Hz, 4 H, 10>, 12-, 10"-, 12"-H); '3C-NMR (CDCl;, 151 MHz)
[ppm] : 54.3 (s, C-2, -27); 55.4 (s, C-14", -14”"); 56.4 (s, C-7’, -7"7); 71.9 (s, C-1, -17); 86.1 (s,
C-3, -37); 107.3 (s, C-27, -2"7); 113.9 (s, C-9’, -13’, -97", -1377); 120.2 (s, C-67, -6""); 127.2 (s,
C-5', -577); 130.0 (s, C-8’, -87); 130.4 (s, C-10’, -12’, 107, -12""); 132.5 (s, C-17, -17"); 142.4
(s, C-47, -477); 147.1 (s, C-37, -3""); 159.0 (s, C-117, -117"); IR (ATR-Film): [1/cm| = 3504,
2938, 1609, 1515, 1244, 1034, 833; HRMS (in MeOH): m/z berechnet fiir C34H3305 (M-H)
569.20; gefunden 569.22 .

( ) 5,5-Di(4,4’-(methoxycarbonyl)-phenyl)-pinoresinol [( )-66]

Gemifs der Vorschrift zur Suzuki-Kupplung im Abschnitt Lignansynthese wurde ( )-5,5-
Di(4,4’-(methoxycarbonyl)-phenyl)-pinoresinol [( ) 66] erfolgreich aus ( ) 5,5-Dibrompi-
noresinol [( ) 5] hergestellt. Nach der sdulenchromatographischen Reinigung (Dichlorme-
than:MeOH 99:1) wurde das Produkt 66 in 91 % Ausbeute erhalten. R¢ = 0.1 (Dichlorme-
than:MeOH 99:1); YTH-NMR (CDCls, 600 MHz) [ppm] : 3.12-3.22 (m, 2 H, 2-, 2’-H);
3.89-3.94 (m, 2 H, 10,-, 17, ,-H); 3.93 (s, 6 H, 15’-, 157"-H); 3.95 (s, 6 H, 7-, 77-H); 4.27-
4.32 (m, 2 H, 1y/5-, 17/5-H); 4.80 (d, *J30= 3.9 Hz, *J3 2= 3.9 Hz, 2 H, 3-, 3-H); 5.97
(s, 2 H, 4-, 4"-0-H); 6.93 (d, *Jy = 1.9 Hz, *Jo»¢»= 1.9 Hz, 2 H, 2'-, 27-H); 6.94 (d,
1Jg o= 1.9 Hz, 1Jg» 9»= 1.9 Hz, 2 H, 6-, 6”-H); 7.86 (d, 3J¢» 10— 8.3 Hz, 3J13 19— 8.3 Hz,
3Jg» 100= 8.3 Hz, 3J13719v= 8.3 Hz, 4 H, 9, 13-, 9"~ 13"-H); 8.1 (d, 3J1¢> 9= 8.3 Hz,
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3J19 13— 8.3 Hz, 3Jyp» g»— 8.3 Hz, 3J19 37— 8.3 Hz, 4 H, 10™-, 12", 107’-, 127-H); 3C-
NMR (CDCl3, 151 MHz) [ppm] : 52.2 (s, C-15", -15""); 54.3 (s, C-2, -27); 56.4 (s, C-7’, -7"7);
71.9 (s, C-1, -1°); 86.0 (s, C-3, -3"); 108.2 (s, C-2°, -2""); 120.1 (s, C-6, -6”"); 126.4 (s, C-5’,
-57); 128.8 (s, C-8, -87"); 129.3 (s, C-97, -13", -97", -197"); 129.3 (s, C-10, -12’, -10"", -127);
132.7 (s, C-17, -177); 142.5 (s, C-117, -117"); 142.7 (s, C-4’, -47"); 147.2 (s, C-3’, -37); 167.2
(s, C-14’, -147); IR (ATR-Film): [1/cm] = 3407, 2951, 1712, 1503, 1608, 1435, 1277, 1104,
853, 708; HRMS (in MeOH): m/z berechnet fiir C36H33010 (M-H) 625.21; gefunden 625.21 .

() 5,5-Di(4-nitrophenyl)-pinoresinol [( )-65]

Gemifs der Vorschrift zur Suzuki-Kupplung im Abschnitt Lignansynthese wurde ( )-5,5-
Di(4-nitrophenyl)-pinoresinol [( ) 65] erfolgreich aus ( ) 5,5’-Dibrompinoresinol [( ) 5] her-
gestellt. Nach der sdulenchromatographischen Reinigung (Dichlormethan:MeOH 99:1) wurde
das Produkt 65 in 84 % Ausbeute erhalten. R¢ = 0.15 (Dichlormethan:MeOH 99:1); 1H-
NMR (CDCls, 600 MHz) [ppm] : 3.14-3.20 (m, 2 H, 2-, 2"-H); 3.95 (dd, 2J1a/1b,1b/1a:
94 I‘IZ7 2J1a”/1b”,1b”/1a”: 94 I‘IZ7 3J1a/1b,2: 3.2 I‘]:Z7 2J1a’ﬂ/1bw,2w: 3.2 I‘IZ7 2 I‘]:7 1a/b'> ]-”a/b'H);
3.98 (s, 6 H, 7-, 77-H); 4.29-4.34 (m, 2 H, 1y, ,-, 17, 5-H); 4.81 (d, *J32= 3.9 Hz, Jg 30—
3.9Hz, 2H, 3-,3"-H); 6.0 (5,2 H, 4-, 4-0-H); 6.95 (d, *J» ¢— 1.9 Hz, *Jo» g»— 1.9 Hz, 2 H,
2-, 27-H); 6.96 (d, *Jg 2= 1.9 Hz, 4Jg» o= 1.9 Hz, 2 H, 6™-, 67-H); 7.76-7.79 (m, 4 H, 9,
13-, 97-, 137-H); 8.24-8.27 (m, 4 H, 10’-, 12, 10”’-, 127-H); 13C-NMR. (CDCl3, 151 MHz)

[ppm] : 54.4 (s, C-2, -27); 65.5 (s, C-7, -7""); 71.9 (s, C-1, -17); 85.8 (s, C-3, -3”); 108.7 (s,
C-6", -6""); 119.8 (s, C-2’, -2"); 123.5 (s, C-10’, -12’, -10"’, -12""); 125.0 (s, C-8’, -8""); 130.1
(s, C-9’, -13,-97" -13"); 133.0 (s, C-5’, -57"); 142.8 (s, C-1", -177); 144.5 (s, C-14"1", -117");
146.9 (s, C-4’, -47"); 147.3 (s, C-3’, -3""); IR (ATR-Film): [1/cm] = 3351, 2940, 1708, 1593,
1514, 1342, 1046, 851, 699; HRMS (in MeOH): m/z berechnet fiir C32H27N2Oy¢ (M-H)
599.17; gefunden 5.99.16 .

( ) 5,5’-Di-(3-thienyl)-pinoresinol [( )-67]

Gemifs der Vorschrift zur Suzuki-Kupplung im Abschnitt Lignansynthese wurde ( )-5,5-
Di-(3-thienyl)-pinoresinol [( ) 67] erfolgreich aus ( ) 5,5’-Dibrompinoresinol [( ) 5] herge-
stellt. Nach der séulenchromatographischen Reinigung (Dichlormethan:MeOH 99:1) wurde
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das Produkt 67 in 80% Ausbeute erhalten. R = 0.14 (Dichlormethan:MeOH 99:1); 'H-
NMR (CDCls, 600 MHz)  [ppm] : 3.14-3.18 (m, 2 H, 2-, 2°-H); 3.91-3.94 (m, 2 H, 1, -,
Uap-H); 3.95 (s, 6 H, 7=, 77-H); 4.30 (dd, *J1p/1a,1a/16= 8-8 Hz, 2J1pp/107,107/107— 8.8 Hz,
2 H, 157, 17p/a-H); 4.7.9 (d, *J32= 3.9 Hz, *J3:0= 3.9 Hz, 2 H, 3-, 3"-H); 6.1 (s, 2 H, 4™,
47-0-H); 6.86 (d, *Jp g= 1.9 Hz, 1Jo» ¢»= 1.9 Hz, 2 H, 2'-, 2"-H); 7.1 (d, 1Jp 2= 1.9 Hz,
4Jg» 9= 1.9 Hz, 2 H, 6", 67°-H); 7.37 (dd, 3Jg 9= 5.0 Hz, 3Jg» g»= 5.0 Hz, 3Jg 1= 3.0 Hz,
3Jg» 11m= 3.0 Hz, 2 H, 8-, 8"-H); 7.51 (dd, 3J¢» 8= 5.1 Hz, 3Jg» 19m= 5.1 Hz, *Jg: 11>= 1.4 Hz,
4Jg» 117= 3.0 Hz, 2 H, 9-, 9"-H); 7.73 (dd, 3J1 1 g= 3.0 Hz, 3J11» g»= 3.0 Hz, 1]y 1> 9= 1.3 Hz,
4J11m 9= 1.2 Hz, 2 H, 11’-, 117-H); 33C-NMR (CDCls, 151 MHz) [ppm] : 54.4 (s, C-2,
-27); 56.4 (s, C-7°, -7""); 71.9 (s, C-1, -17); 86.1 (s, C-3, -37); 107.2 (s, C-2°, -27"); 119.2 (s,
C-6, -6""); 122.0 (s, C-10’, -107"); 123.5 (s, C-117, -11""); 125.0 (s, C-8’, -8""); 128.1 (s, C-9’,
-977); 132.4 (s, C-17, -17"); 137.6 (s, C-5", -577); 142.5 (s, C-4’, -47"); 147.3 (s, C-3’, -3""); IR,
(ATR-Film): [1/em] = 3369, 2937, 1707, 1599, 1496, 1461, 1290, 1226, 1120, 1045, 839, 791,
671; HRMS (in MeOH): m/z berechnet fiir CogH506S, (M-H) 521.11; gefunden 521.11 .
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9 Anhang

9.1 Cyclodextrinversuch

Tabelle 9.1: Konzentrationen an 5,5’-Dibrompinoresinol (m) im Verlauf einer Dimerisierungs-
reaktion mit und ohne der Zugabe von , und -Cyclodextrin.

Zeit [h] | Konzentration Pinoresinol [mM| mit Standardabweichung
Kontrolle
1 0.16 0.01 | 0.28 0.07 | 0.46 0.01 0.45 0.02
2 0.17 0.06 | 0.28 0.04 | 0.73 0.11 0.68 0.02
3 0.51 0.1 | 0.5 0.06 | 087 0.01 0.68 0.1
4 0.66 0.04 | 0.69 0.21 | 0.92 0.35 0.91 0.07
bt 0.64 0.03 | 0.84 0.08 | 1.18 0.1 0.93 0.07
6 0.85 0.3 |1.13 0.34 | 1.47 0.12 1.18 0.05
7 0.27 0.04 | 0.35 0.1 | 0.94 0.07 0.61 0.1
8 0.21 0.04 | 0.28 0.01 | 0.94 0.11 0.63 0.08

9.2 Toxizitatsassays gegeniiber Mikroorganismen

9.2.1 Dosis-Wirkungs-Kurven
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Abbildung 9.1: Toxizitdtsassaysregebnisse von 5,5-Dibrompinoresinols (5)
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B. subtilis P. putida
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Abbildung 9.2: Toxizititsassaysregebnisse von 5,5’-Diphenylpinoresinol (62)
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Abbildung 9.3: Toxizitéitsassaysregebnisse von 5,5-Di(4,4’-methoxyphenyl)-pinoresinol (51)
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Abbildung 9.4: Toxizitdtsassaysregebnisse  von  5,5-Di(4,4’-(methoxycarbonyl)-phenyl)-
pinoresinol (66)
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Abbildung 9.5: Toxizitédtsassaysregebnisse von 5,5’-Di(4-nitrophenyl)-pinoresinol (65)
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Abbildung 9.6: Toxizitdtsassaysregebnisse von 5,5’-Di-(3-thienyl)-pinoresinol (67)
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9.3 NMR-Spektren
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Abbildung 9.7: 'H- und '3C-NMR-Spektrum von 68 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.8: 'H- und ¥C-NMR-Spektrum von 39 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.9: 'H- und '3*C-NMR-Spektrum von 37 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.10: 'H-NMR-Spektrum von 69 in CDCl3 (600 MHz)
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Abbildung 9.11: 'H- und ¥C-NMR-Spektrum von 70 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.12: *H- und ¥C-NMR-Spektrum von 71 in CDCl;3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.14: 'H- und ¥C-NMR-Spektrum von 4 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.15: 'H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 40 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.16: 'H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 3 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.18: 'H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 16 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.19: 'H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 45 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.20: 'H-NMR-Spektrum von 73 in CDCl3 (600 MHz)
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Abbildung 9.21: 'H-NMR-Spektrum von 74 in CDCl3 (600 MHz)
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Abbildung 9.22: 'H-NMR-Spektrum von 53 in CDCl3 (600 MHz)

A1
1.00= f
o

9=

'y
i
g

0.
0.

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
f1 (ppm)

Abbildung 9.23: 'H-NMR-Spektrum von 46 in CDCl3 (600 MHz)
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Abbildung 9.24: 'H-NMR-Spektrum von 56 in CDCl3 (600 MHz)
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Abbildung 9.25: *H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 51 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.26: 'H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 52 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.27: *H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 54 in CDCl; (600 MHz/151 MHz)

147



Anhang

16000
14000

12000

102
FY: s —

41.01=

0.95=

2.00=

3.00=
T

! t
& g
S —

105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55,50 45 40 35 30 25 20 15 10 05

5
’

@3
o RV 5500

—149.88
—144.65

Q
i
i

—134.03

1500

1000

‘1]‘ J‘ -

2601‘901501‘701‘601‘501%01‘301‘201&0(1?09‘050ioéo§o4béozo 10
ppm

Abbildung 9.28: *H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 43 in CDCl; (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.29: 'H- und *C-NMR-Spektrum von 43 in Aceton-Dg (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.30: 'H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 8 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.31: 'H- und *C-NMR-Spektrum von 18 in Aceton-Dg (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.32: 'H- und *C-NMR-Spektrum von 1 in Aceton-Dg (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.33: 'H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 6 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.34: 'H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 59 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.36: *H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 64 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.37: 'H- und '¥*C-NMR-Spektrum von 62 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.38: 'H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 64 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)

F 60000

F 55000

50000

45000

40000

35000

F 30000

25000

F20000

r 15000

10000

F 5000

F-5000

F 14000

13000

12000

r 11000

r 10000

F9000

8000

7000

F 6000

F 5000

F-4000

r 3000

2000

r 1000

r-1000




Anhang

o~

[0}

< o OH
A0

B
HO’ [e}
0
L | T
| A ! § T T
g 5 ]R8 3 2 2 255 E
« <+ o N - N ONA ~
. . . . . : . . . . . : . . . . . .
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)
o 85¢ RBRABY Y 2 am e ATang
~ Nana ngaws o @ o o o a n MmN
g TESS RIRARRE g 88 NI REX A
P N v ~
| Al
i . . . . . . . . . . . . . . . . . .
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20

Abbildung 9.39: *H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 66 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.40: 'H- und ¥C-NMR-Spektrum von 65 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz)
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Abbildung 9.42: 'H- und ¥*C-NMR-Spektrum von 53 in HDy (600 MHz/151 MHz)
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Tabelle 10.1: Formelregister

Nr ‘ Kapitel Nr ‘ Kapitel Nr ‘ Kapitel Nr ‘ Kapitel
0O
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/@&)J\o/\ Hojg/\)Lo/\ /OZQ/\)LO/\ ~o
HO HO HO SN
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/O > o/\ 0
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~o ~o SOK)MOH HOK)/\/\OH
SN Br TBSO HO
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NO» -0 o O 0 6]
o O PivO
HO o AcO PivO
45 | 7.3.1.2 73| 7312 74 | 7.3.1.2 53 | 7.3.1.2
Q )
NO, 0 O 0 -0 X0 | L0 X o
| Ry i
HO HO /J*o o~ o<
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PO - X" 0OH O X" ~OH HO
OPiv HO HO SN
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O
HoQ/\/\ O X" “OoH - X" 0oH
OH HO HO
68 | 7.3.1.1 39 | 7311 37 | 7311 69 7.3.1.1
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Tabelle 10.1: Formelregister Fortsetzung

Nr ‘ Kapitel Nr ‘ Kapitel

Heo—{+H Y
} Z "o ----Q—OH

Br Br
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o~ o~
OH A OH
O O I —
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\ /)

o8
7\

»

67 | 7.3.3

164



	Abkürzungsverzeichnis
	Zusammenfassung
	Abstract
	Einleitung
	Einführung
	Zielsetzung

	Kenntnisstand
	Lignan
	Strukturen
	Biosynthese
	Biologische Funktion
	Pharmazeutische Nutzung

	Laccasen
	Struktur
	Mechanismus
	Funktion und Anwendung

	Suzuki-Kupplung
	Reaktionszyklus
	Borverbindung


	Ergebnisse und Diskussion
	Synthese von Monolignolreferenzen
	Synthesemethode A
	Synthesemethode B
	Synthese der Zimtsäurederivate

	Biotechnologische Monolignolsynthese
	Reduktion mit E. coli
	Nachweis mit q-NMR
	Vergleich enzymatische und chemische Synthese

	Enzymatische Lignansynthese
	Synthese von Pinoresinol
	Synthese von Dibrompinoresinol

	Dibrompinoresinolderivatisierung
	Suzuki-Kupplung
	Toxizitätsassays


	Material
	Geräte
	Software
	Verbrauchsmaterialien
	Chemikalien und Enzyme
	Nährmedien

	Methoden
	Allgemeine Methoden
	Lösungsmittel
	Durchführung von Reaktionen
	Chromatographie
	IR
	NMR
	HPLC-Messungen
	Assays

	Mikrobielle Methoden
	Anzucht von Bakterien
	Genexpression und Reinigung
	Biotechnologische Monolignolproduktion

	Synthesevorschriften
	Synthese von Monolignolreferenzen
	Lignansynthese
	Suzuki-Kupplung


	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Danksagung
	Anhang
	Cyclodextrinversuch
	Toxizitätsassays gegenüber Mikroorganismen
	Dosis-Wirkungs-Kurven

	NMR-Spektren

	Formelregister

