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1. Einleitung

1.1. Marine Naturstoffe

Im Vergleich zur Erforschung terrestrisch vorkommender Naturstoffe, die bereits Anfang des
19. Jahrhunderts begann', ist die marine Naturstoffchemie ein relativ junges Forschungs-
gebiet. Seit Ende der 60er Jahren des letzten Jahrhunderts wird den marinen Organismen ein
stetig steigendes Interesse gewidmet. Einen wichtigen Beitrag zu dieser Entwicklung leistete
sicherlich die Erfindung des SCUBA-Tauchens, durch das die marine Unterwasserwelt
einfacher zuginglich wurde. Schnell stellte sich heraus, dass gerade marine Invertebraten und
unter diesen besonders die sessilen Tiere, wie Schwdmme oder Korallen, starke Produzenten
chemisch und pharmakologisch interessanter Sekunddrmetabolite sind. Marine Organismen
produzieren zahlreiche Naturstoffe mit ungewdhnlichen Strukturen, welche oftmals ohne
Analoga im terrestrischen Bereich sind. Héufig findet man in marinen Lebewesen
Verbindungen, die Chlor, Brom und auch Iod beinhalten und teilweise hochgradig halogeniert
sind. Ein Beispiel hierfiir ist das polyhalogenierte Mono-

terpen 1 aus der marinen Schnecke Aplysia californica’ CH3-._ Cl CI'—-___ CHs

. . . Bra A~ =
Der grofe Anteil halogenierter Primdr- und Sekundér- Br

metabolite in marinen Organismen 148t sich durch die Br Cl

relativ hohe Konzentration der Halogenide im Meerwasser

und die damit verbundene gute Verfligbarkeit erkldaren. Prinzipiell miissen sich marine Natur-
stoffe, die von Organismen zur Kommunikation oder zur Verteidigung freigesetzt werden,
von solchen im terrestrischen Bereich unterscheiden, da das Medium Wasser vollkommen
andere Eigenschaften als die Luft aufweist. Terrestrische Organismen nutzen oft unpolare,
leichtfliichtige Verbindungen, die von der Luft gut transportiert werden koénnen. Im
Gegensatz dazu kommen im marinen Bereich weitaus hédufiger polare, auch héher molekulare
Verbindungen zum Einsatz, welche eine gute Loslichkeit im Wasser aufweisen.

Die gegenwirtige marine Naturstoffchemie 146t sich grob in die drei Interessengebiete marine
Toxine, marine Biopharmaka und marine chemische Okologie unterteilen.

Meeresorganismen sind teilweise hochgradig toxisch, so ist z.B. die Toxizitit der Kugelfische
(Familie Tetraodantidae) allgemein bekannt. Verursacht wird diese durch das Tetrodotoxin
(2),3 ein starkes Nervengift, das eine, durch eine Orthoesterfunktion bedingte, Adamantan
dhnlichen Substruktur aufweist. Auch viele einzellige Gei3elalgen (Dinoflagellatae) enthalten
Substanzen, die auf Vertebraten stark toxisch wirken. Saisonales Fischsterben und

Vergiftungen beim Menschen durch den Verzehr von Muscheln sind auf die explosionsartige
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Vermehrung solcher Algen, sog. ,,Algenbliiten®, zuriickzufiihren. Die Algentoxine, als Bei-
spiele seien hier Saxitoxin (3)* und Brevetoxin (4)° genannt, reichern sich im Muschelfleisch

an und fiithren bei dessen Verzehr zu schweren Vergiftungen.’

CHO

Abbildung 1 Die marinen Toxine Tetrodotoxin (2), Saxitoxin (3) und Brevetoxin (4)

Extrakte aus natiirlichem Material (meist Pflanzen) spielen in der Heilkunde seit jeher eine
wichtige Rolle und auch heutzutage enthalten viele Medikamente Naturstoffe oder deren
Derivate (z.B. Aspirin oder Penicillin). Wihrend auch im terrestrischen Bereich weiterhin
nach neuen Arzneistoffen geforscht wird, hat die Pharmaindustrie in den letzten Jahren

besonderes Augenmerk auf marine Organismen gelegt.
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Abbildung 2  Antikrebsmittel Bryostatin I (5) und das entziindungshemmende Pseudopterosin A (6)

Viele der im marinen Bereich gefundenen Sekundédrmetabolite weisen ein grofles pharma-

kologisches Potential auf und wirken z.B. antiviral, cytotoxisch, entziindungshemmend oder



antibakteriell. Da die Entwicklung neuer Medikamente ein langwieriger Prozel3 ist, hat bis
jetzt jedoch noch kein Stoff die Marktreife erlangt. Es befinden sich aber einige Substanzen
auf der Stufe der klinischen Studien, so zum Beispiel das gegen Krebs wirkende Bryostatin I
(5) aus dem Moostierchen Bugula neritina. Ebenso wird das entziindungshemmende
Pseudopterosin A (6) aus der Weichkoralle Pseudopterogorgia elisabethae gegenwirtig
klinisch getestet. Auch die Kosmetikindustrie hat das Potential der marinen Naturstoffe
erkannt und wirbt mit zahlreichen Produkten, die z.B. Algenextrakte enthalten.’

Das dritte Interessengebiet mariner Naturstoffchemiker ist die chemische Okologie. Diese
befaflt sich mit der Rolle chemischer Substanzen als Signalstoffe und geht unter anderem der
Frage nach, welche Funktion etwa ein Sekunddrmetabolit im oder fiir den Organismus erfiillt,
in dem er vorkommt. Im terrestrischen Bereich ist die chemische Okologie ein intensiv
untersuchtes Forschungsgebiet. Insbesondere die Kommunikation zwischen Insekten sowie
die Interaktionen von Insekten und Pflanzen mittels chemischer Signalstoffe sind gut
untersucht. Im marinen Bereich wird derartigen Fragestellungen erst seit kiirzerer Zeit
nachgegangen. Gerade die Durchfithrung von Biotests ist gegeniiber dem terrestrischen
Bereich erschwert, da sich viele Organismen unter Laborbedingungen nur schlecht kultivieren
lassen und Versuche im natiirlichen Lebensraum verhdltnisméiBig aufwendig sind. Dennoch
liegen auch hier bereits Ergebnisse vor:

Bei den Braunalgen senden weibliche Gameten (Keimzellen) ein chemisches Signal aus,
welches ménnliche Gameten anlockt. Bereits in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts
wurde mit Ectocarpen (7) das erste Gametenpheromon entdeckt.® Inzwischen ist eine ganze
Reihe &hnlicher Lockstoffe bekannt. Es handelt sich fast immer um aufBerordentlich
hydrophobe Substanzen, meist Polyene. Sehr polar dagegen ist das Pheromon des
Seeringelwurms Nereis succinea, Cystein-Glutathion-Disulfid (9), ein Tripeptid mit einer
tiber eine Disulfidbriicke verkniipften zusétzlichen Aminosdure. Es wird von den Weibchen

wihrend der FEiablage abgegeben und initiiert bei den Ménnchen die Freisetzung der
9,10

Spermazellen.

Abbildung 3 Beispiele fiir Gametenlockstoffe der Braunalgen (links, 7 und 8) und das
Sexualpheromon des Seeringelwurms Nereis succinea 9.



Viele Korallen, Schwamme und andere sessile Tiere nutzen Wehrstoffe, um sich gegen
FraBfeinde zu schiitzen. Um das Potential einer Substanz als Wehrstoff zu testen, wird sie in
der Konzentration, in der sie auch im Organismus vorkommt, in ein Futterpellet eingebracht
und es wird beobachtet, inwieweit dieses gegen einen bestimmten Fra3feind geschiitzt ist.

Aus der Weichkoralle Pseudopterogorgia rigida konnten so das terpenoide
Curcuhydrochinon (10) und Curcuchinon (11) als FraBhemmer bestimmt werden. Beide
Substanzen sind schon weit unterhalb ihrer natiirlichen Konzentration aktiv. Aus Schwimmen
sind unter anderem Aerothionin (12) aus Aplysina fistularis und das oxygenierte
Furanosesterterpen  Idiadion (13) aus Leiosella idia als FraBhemmer bekannt.
Interessanterweise findet sich Idiadion (13) auch in der marinen Nacktschnecke Cadlina
luteomarginata. Nacktschnecken befressen hdufig chemisch gut geschiitzte Organismen und
reichern deren Wehrstoffe im eigenen Gewebe an, um dann ihrerseits von dem Schutz zu

profitieren. '
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Abbildung 4 FraBhemmende Stoffe aus Korallen (10, 11), Schwidmmen (12, 13) und marinen
Schnecken (13)

Einen guten Uberblick iiber die jeweils neuesten Entwicklungen in der marinen
Naturstoffchemie bieten die jihrlich erscheinenden Ubersichtsartikel in der Zeitschrift Natural
Product Reports, welche von 1984 bis 2002 von D. J. Faulkner zusammengestellt wurden.
Seit dem Tode Faulkners wird diese Tradition von den Neuseeldndern um John W. Blunt

fortgesetzt, die mit MarinLit auch eine umfassende Datenbank zu diesem Thema anbieten.'



2. Themenstellung

Von allen marinen Lebewesen haben sich insbesondere Schwédmme als Produzenten einer
Vielzahl neuartiger und zum Teil biologisch hochgradig aktiver Naturstoffe erwiesen. Die
Produktion dieser Naturstoffe 146t sich auf ihre sessile Lebensweise und das Fehlen einer
wirksamen mechanischen Verteidigung zuriickfithren. Schwédmme miissen sich nicht nur
gegen Fralifeinde schiitzen, sondern auch ihren zum Teil heftig umkdmpften Lebensraum im
Korallenriff verteidigen, wozu sie chemische Wehrsubstanzen nutzen. Wéhrend die
Schwidmme tropischer und subtropischer Korallenriffe gut untersucht sind, befindet sich die
Erforschung der Kaltwasserschwidmme erst in der Anfangsphase.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Schwamme aus Norwegen auf neue Naturstoffe
untersucht werden. Dabei wurde ein Schwerpunkt auf Schwidmme der Familie Geodiidae
gelegt.

Zur Identifizierung neuer Naturstoffe ist eine Reihe von Arbeitsschritten notwendig, an deren
Anfang die Extraktion steht. Innerhalb dieser Arbeit sollte eine dafiir zweckmiflige und
universell anwendbare Methode erarbeitet werden. Dem Extraktionsschritt schlie3t sich ein
screening an, mit Hilfe dessen entschieden werden kann, ob der Extrakt potentiell interessante
Verbindungen enthilt. Auch hierfiir sollten geeignete analytische Verfahren erprobt und
etabliert werden. Gibt das screening Hinweise auf vielversprechende Verbindungen, folgen je
nach Substanzklasse weitere Aufreinigungsschritte, um im Idealfall Reinsubstanzen zu
erhalten. Deren Struktur sollte dann mit Hilfe analytischer Methoden wie der NMR-
Spektroskopie und der Massenspektrometrie aufgekldart werden. Reichen die aus diesen
Untersuchungen gewonnenen Daten nicht fiir eine vollstdndige Strukturaufkldrung aus, sollte
versucht werden, die Substanz entweder durch Mikroreaktionen in leichter analysierbare
Derivate umzuwandeln oder sie durch Synthese von Vergleichsstrukturen oder Substrukturen
weitergehend zu bestimmen.

Der Ergebnissteil der vorliegenden Arbeit gliedert sich in vier Abschnitte. Die ersten drei
befassen sich mit der Identifizierung neuer Naturstoffe aus drei unterschiedlichen Arten der
Familie Geodiidae, im vierten wird die Zusammensetzung der leichtfliichtigen Inhaltstoffe

dieser drei Arten der von drei weiteren Arten gegeniibergestellt.



3. Biologie und chemisches Inventar von Schwammen

3.1. Schwamme (Porifera)

Schwamme sind entwicklungsgeschichtlich alte, mehrzellige Tiere. Die meisten der etwa
6000 bekannten Arten leben im Meer, in welchem sie nahezu alle Bereiche besiedeln.
Lediglich etwa 160 Arten sind aus StiBwasser bekannt. Fest mit dem Substrat verwachsen,
erndhren sich Schwimme von Schwebstoffen und Bakterien, die sie aus dem Wasser
filtrieren. Schwamme besitzen ein inneres Skelett aus Kalk- oder Silikatnadeln (Skleren,
Spiculae) und Kollagen-(Spongin-)Fasern. Sie sind auferordentlich vielgestaltig; wéhrend
zahlreiche Arten ein rohren- oder kugelférmiges AuBeres besitzen, bilden andere Arten
lediglich einen diinnen Uberzug auf einem geeigneten Substrat. Ihre GroBe reicht von einigen
Millimetern bis zu 3 m Linge; sie sind mitunter intensiv gefarbt.

Schwimme haben einen  relativ i s

Choanoderms
in Kontakt mit
%" D\ Amoebocyte

Osculum

einfachen Korperaufbau. An  ihrer

Oberflache befinden sich feine Poren
(Porifera = Porentrdger) durch die das
Wasser mit Hilfe von Geillelzellen Wasser-
(Choanocyten) in und durch den Koérper
befordert wird, den es durch grofere
Offnungen (Oscula) wieder verliBt.
Innerhalb des Schwammgewebes i::?ﬁﬁf;fe
(Mesohyl) sind die Schwammzellen
nahezu frei beweglich. Hier befinden
sich neben den Schwammzellen vielfach

Abbildung 5 schematischer Korperbau der
assoziierte Mikroorganismen wie Schwiamme

Bakterien und Algen. In der Literatur wird zwischen Schwidmmen mit einer groflen
Bakterienpopulation (bacteriosponge) und solchen mit relativ wenigen assoziierten Bakterien
unterschieden.

Schwiamme sind bekannt als Produzenten verschiedenartiger Naturstoffe, von denen viele
biologische Aktivitdt in den Standard-Screeningtests aufweisen. Die Vergesellschaftung der
Schwidmme mit zahlreichen Mikroorganismen wirft die Frage auf, wer der eigentliche

Produzent dieser Naturstoffe ist, der Schwamm selber oder ein assoziierter Mikroorganismus.

Letzterer Fall wire von besonderem Interesse fiir die Biotechnologie und die Pharmaindustrie,



da er die Moglichkeit eroffnet, die betreffenden Mikroorganismen zu isolieren und pharma-
kologisch relevante Substanzen in Bioreaktoren zu produzieren.

Die Funktion die Sekundirmetabolite fiir den Schwamm selber, ist nur in den wenigsten
Fillen bekannt."' Denkbar ist neben der fiir einige Stoffe bekannten Abwehr von FraBfeinden
(sieche oben) und dem Schutz gegen Uberwuchs durch andere Organismen (anti-fouling-

Aktivitdt), die Regulierung der schwammeigenen Bakterienpopulation.

3.2. Naturstoffe aus Schwammen der Familie Geodiidae

Die vorliegende Arbeit befalit sich zum Grofiteil mit Schwidmmen der Familie Geodiidae,
welche zur Gruppe der Kieselschwdmme (Demospongiae) gehort und in sechs Gattungen
unterteilt wird. Die meisten Arten dieser Familie haben ein kugelférmiges Erscheinungsbild.
Ihr inneres Gewebe ist hell, wihrend die Farbe ihrer Oberflache von hellgrau iiber braun bis
schwarz variiert. Vertreter der Familie Geodiidae sind weltweit verbreitet."”

Wiéhrend der letzten 25 Jahre wurde eine Reihe neuer Naturstoffe in Schwédmmen dieser
Familie nachgewiesen. Die erste Veroffentlichung aus dem Jahr 1977 beschreibt die
Isolierung und Identifizierung von L-6-Bromhypaphorin (14), einem Tryptophanderivat mit
quarternisierter ~ Aminofunktion, aus dem Schwamm  Pachymatisma johnstonia

BOWERBANK.'® Auf die in diesem Kontext zu erwihnende Struktur von Barettin aus dem

Schwamm Geodia barretti wird in Kapitel 6 ausfiihrlich eingegangen.

N+Me3
Br

I
14 H

I:X=Br,R=|—®—0H 15 A,B,H,l — 16 —2

Abbildung 6 L-6-Bromhypaphorin (14) , die Geodiamolide A,B,H und I (15 A,B,H,I) und
Geodin A (16).



1987 wurde die Isolierung und Identifizierung der sogenannten Geodiamolide A und B (15 A,
B) aus einer nicht niher bestimmten Geodia-Art beschrieben.'” Die Geodiamolide H und I (15
H, I) wurden gut zehn Jahre spiter entdeckt.'® Bei diesen Verbindungen handelt es sich um
cyclische Depsipeptide, bestehend aus drei Aminosdureeinheiten und einer Polypropionat-
Einheit. Auf die erste Verdffentlichung folgten zahlreiche synthetische Arbeiten.'”?* Eine
weitere macrocyclische Verbindung aus Geodia sp. ist das Geodin A (16), ein
Polyketidlactam, welches als Magnesiumsalz vorliegt.”

Arten der Gattung Erylus haben sich als Produzenten verschiedener Glycolipide erwiesen. Zu
diesen zdhlen zum einen die Eryloside, wie z.B. Erylosid A (17) aus dem Schwamm Erylus

lendenfeldi, bei denen Zuckereinheiten an ein Steroid gebunden sind,”®>*

zum anderen die
Erylusamine, wie z.B. das Erylusamine B (18 B), bei denen die Oligosaccharide glycosidisch

mit einer lange Kohlenstoffkette verkniipft sind, welche neben wechselnden Funktionalititen

in jedem Fall eine Ketofunktion und eine Amidstruktur enthalt.”'!
HO
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Abbildung 7 Glycolipide aus Schwéammen der Gattung Erylus: Eryloside A (17) und Erylusamine
B (18 B)

In diesem Zusammenhang ist auch das aus Geodia globostellifera identifizierte Stelliferin-
Ribosid (19) zu erwihnen, ein Triterpen mit einem Zuckerrest.’? Strukturell verwandte

terpenoide Verbindungen aus dem Schwamm Geodia japonica wurden Geotin A und B (20



A, B) genannt.” Daneben existieren eine Reihe von Publikationen, die sich mit der

Identifizierung neuer Steroide bzw. mit der Steroidzusammensetzung in Schwidmmen der
34-39

Familie Geodiidae beschiftigen.

HO OH

20 A R: =0
20 B: R: a-H, B-OAc

Abbildung 8 Stelliferein Ribosid (19) und Geotin A und B (20 A, B)

Erwdhnenswert ist schlieBlich der Schwamm Geodia cyclonium, welcher als
Modellorganismus in der Biotechnologie verwendet wird. Es wird untersucht, ob dieser
Schwamm unter Aufrechterhaltung der Sekundirmetabolitproduktion in Aquakulturen

geziichtet werden kann.*



4. Materialien und Methoden

4.1 Schwamme und Probenahme

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Schwidmme entstammen drei Probenahmen, von
denen eine am Sula-Riicken vor Norwegen und zwei weitere im Korsfjord bei Bergen
(Norwegen) vorgenommen wurden. !

Auf dem Sula-Riicken (um 64°05N, 08°00E) wichst seit etwa 8000 Jahren das bislang grofite
bekannte Tiefwasserkorallenriff im Nordatlantik. Der Hauptriffbildner ist die Koralle
Lophelia petrusa. Sie hat bei einer Wassertemperatur zwischen 5 und 8°C in 233-315 m Tiefe
eine 13 km lange und 10-35 m hohe Riffkette gebildet.*” In der Zeit vom 24.07. bis zum
06.08.1999 wurden am Sula-Riicken mit Hilfe des Tauchbootes JAGO Proben von ca. 30

Schwammarten genommen, von denen sechs im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht

wurden.

Abbildung 9 Tauchboot Jago auf dem Forschungsschiff Poseidon am Sula-Riicken (links),
Dredsche mit Schwimmen im Korsfjord (Bergen, Norwegen) (rechts)*

Wihrend zweier weiterer Probennahmen im Korsfjord (Bergen, Norwegen, 60°09°12N,
05°0852E) wurden Proben in Tiefen zwischen 300 und 100 m mit Hilfe einer Dredsche
genommen. Norwegens Fjorde stellen vom Meer iiberflutete, steil abfallende Gletschertéler
dar, in denen oft schon wenige Meter vom Land entfernt grole Wassertiefen vorherrschen.
Die im Wasser steil abfallenden Felswénde sind hdufig von Schwdmmen und Korallen
bewachsen, deren Artenspektrum sich teilweise mit dem des Sula-Riickens iiberschneidet.

Alle untersuchten Schwéamme wurden direkt nach der Probenahme tiefgefroren und bis zur
weiteren Bearbeitung bei Temperaturen zwischen -18 und -25°C gelagert. Die Determination
der Proben wurde von Frau Dr. F. Hoffmann (Universitidt Goéttingen) und Herrn H. T. Rapp

(Universitidt Bergen, Norwegen) vorgenommen.
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4.2. Extraktion der Naturproben

Der erste Schritt auf dem Weg zur Isolierung und Identifizierung neuer Naturstoffe ist deren
Extraktion aus dem Probenmaterial. Die gewidhlte Extraktionsmethode sollte ein moglichst
breites Spektrum unterschiedlicher Substanzklassen abdecken. Die Bildung von Artefakten
sollte zudem nach Moglichkeit unterbunden werden.

Schwidmme enthalten eine groBe Menge Wasser, welches wihrend der Extraktion der
organischen Bestandteile auf geeignete Weise entfernt werden muf3. Aus der Literatur ist eine
Reihe unterschiedlicher Verfahren zur Extraktion organischer Sekundidrmetabolite aus
Schwidmmen bekannt. Sie haben, je nach Zielsetzung, bestimmte Vor- bzw. Nachteile. Zu
Beginn dieser Arbeit wurden verschiedene Extraktionsmethoden erprobt, mit dem Ziel eine
allgemein anwendbare Methode zur Bearbeitung moglichst vieler Proben zu entwickeln.

Eine der getesteten Methoden ist die Gefriertrocknung des Schwamms mit anschlieBender
Extraktion. Diese Methode eignet sich besonders gut zur Analytik von Primérmetaboliten wie
Steroiden und Fettsduren. Nachteilig ist zum einen, dass die Gefriertrocknung nur bei
kleineren Mengen (bis zu 10 g Nassgewicht) komfortabel ist. Zum anderen besteht die
Gefahr, dass beim versehentlichen Auftauen der Probe aufgrund des hohen Vakuums
leichtfliichtige Komponenten verloren gehen. Bei der nachfolgenden Extraktion sollte auf die
Soxhlett-Methode verzichtet werden, da bei dieser die extrahierten Substanzen iiber einen
langeren Zeitraum einer erh6hten Temperatur ausgesetzt sind.

Ein anderer Ansatz geht vom ganzen, nassen Schwamm aus. Es wird zundchst ein
Gesamtextrakt mit einem organischen, mit Wasser mischbaren Losungsmittel angefertigt.
Dieses wird anschlieBend unter reduziertem Druck destillativ entfernt, und der wissrige
Riickstand wird durch fliissig/fliissig Extraktion mit organischen, nicht mit Wasser
mischbaren Losungsmitteln in Fraktionen unterschiedlicher Polaritdt unterteilt. In der
Literatur werden vor allem Dichlormethan/Methanol Gemische, Ethanol oder Aceton zur
Anfertigung des Gesamtextrakts verwendet. Die anschlieBende fliissig/fliissig-Extraktion
beginnt meist mit unpolaren bis mittelpolaren Losungsmitteln (Pentan, Dichlormethan,
Ethylacetat), gefolgt von n-Butanol, welches polar, aber mit Wasser nicht mischbar ist.

Beim Verfolgen dieser Strategie wurde Aceton zur Anfertigung des Gesamtextrakts gewéhlt.
Aceton ist ein recht universelles Losungsmittel fiir organische Substanzen und deckt einen
weiten Polaritdtsbereich ab. Der Vorteil gegeniiber Ethanol ist die hohere Fliichtigkeit, welche
die Destillation erleichtert. Gegeniiber Methanol, welches schnell Veresterungs- und
Umesterungsreaktionen eingeht, weist Aceton eine geringere Reaktivitdt auf. Abbildung 10

zeigt das allgemeine Aufarbeitungsschema, nach welchem die meisten der bearbeiteten
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Schwiamme extrahiert wurden. Die genaue Vorgehensweise wird im experimentellen Teil

Homogenisierung,
Extraktion mit Aceton,
Filtration

beschrieben.

festes Substrat I Acetonextrakt I

Extraktion mit Dichlormethan NEAntfernen des Acetons im Vakuum
Filtration

[ wassriger Extrakt ]

flussig/flissig Extraktion
mit Dichlormethan

festes Substratl [Dichlormethanextrakt

Chromatographie
- - (Kieselgel, RP18, etc.)
wassriger Extrakt I [chhlormethanextrakt >
flissig/flissig Extraktion
mit 1-Butanol
Chromatographie Chromatographie
Kieselgel, RP18, etc. e . Kieselgel, RP18, etc.
-« ( 9 ) waBriger Extrakt Butanolextraktl ( 9 ) »

Abbildung 10 allgemeines Aufarbeitungsschema fiir Schwammproben

4.3. Aufreinigung und Analytik

Zur Aufreinigung der geméll Abbildung 10 hergestellten Extrakte wurden vor allem chroma-
tographische Methoden verwendet. Fiir leichtfliichtige Komponenten steht mit der Kopplung
von Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS) ein Verfahren zur Verfiigung,
welches die direkte Analyse von Substanzgemischen erlaubt. Reichen die massenspektro-
metrischen Daten nicht fiir eine Charakterisierung aus, gibt es zwei Vorgehensweisen zur
Identifizierung einer Verbindung. Zum einen kann versucht werden, die betreffende Substanz
durch priparative chromatographische Verfahren rein zu gewinnen und ihre Struktur dann,
z.B. mittels Kernresonanzspektroskopie, zu bestimmen. Zum anderen kann aufgrund der
massenspektrometrischen Daten eine Struktur postuliert und synthetisiert werden. Durch den
Vergleich von Retentionszeiten und Massenspektren beider Verbindungen kann dann ein
indirekter Strukturbeweis erbracht werden.

Fir Substanzen, die aufgrund ihrer geringen Fliichtigkeit nicht gaschromatographisch-

massenspektrometrisch untersucht werden konnen, mull eine andere Strategie gewdhlt
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werden. Eine zur GC-MS analoge Methode ist die Kopplung von Fliissigkeits-
chromatographie und Massenspektrometrie (LC-MS). Hierbei ist die mobile Phase ein viel
groBBeres Problem als bei der GC-MS, lonisation erfolgt dementsprechend nicht durch
Elektronenstof3- (EI), sondern durch Elektrospray-Ionisation (ESI) oder atmospheric pressure
chemical ionisation (APCI). Beide Ionisationsmethoden liefern in der Regel nur
Molekiilionen, womit wichtige Informationen wegfallen, die sich aus der Fragmentierung der
Substanzen ergeben. Dieses Problem 146t sich teilweise durch den Einsatz von MS-MS-
Kopplungen oder Ionenfallen umgehen, welche eine nachtrigliche Fragmentierung der
Molekiilionen ermdglichen. Im Rahmen dieser Arbeit stand eine Sektorfeld-Ionenfallen MS-
MS Kopplung mit ESI-Quelle zur Verfiigung. Der Betrieb mit einer vorgeschalteten HPLC-
Anlage ermoglicht es, ein Substanzgemisch vorzutrennen und relativ gut auf Einzel-
bestandteile untersuchen zu koénnen. Das Zeitfenster fiir MS-MS Experimente entspricht der
Peakbreite und ist somit relativ klein, wodurch man gerade bei unbekannten Substanzen, fiir
welche die Bedingungen der nachtrdglichen Fragmentierung noch nicht bekannt sind, oft nur
unzureichende Daten erhélt. Daneben ist es selbstverstindlich auch moglich, ein Substanz-
gemisch ohne vorherige Trennung zu untersuchen, indem man es mittels einer Spritzenpumpe
direkt der ESI-Quelle zufiihrt. Man erhilt dann im ersten Massenspektrometer die Molekiil-
ionen der einzelnen Substanzen (sofern sie mit ESI ionisierbar sind) und kann diese im
zweiten MS weiter fragmentieren lassen. Zur Strukturaufkldrung reichen die auf diese Weise
gewonnenen massenspektrometrischen Daten meist nicht aus. In der Regel mull versucht
werden, die Substanzen in reiner Form zu gewinnen, um dann andere spektroskopische
Methoden anwenden zu kdnnen.

Zur praparativen Trennung der Extrakte wurden vorwiegend chromatographische Verfahren
wie die Normaldruck- bzw. Flash-Chromatographie an Kieselgel, modifiziertem Kieselgel
(RP18) und an Sephadex LH20 sowie die Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) an
modifizierten Kieselgelen (RP18 und Aminopropyl) angewandt.

Nach der Isolierung erfolgte die Strukturaufklirung mit Hilfe der 'H- und “C-NMR-
Spektroskopie in Kombination mit massenspektrometrischen Experimenten. Bei der NMR-
Spektroskopie wurden verschiedene ein- und zweidimensionale Experimente durchgefiihrt.
Welche Informationen aus den zweidimensionalen Spektren gewonnen werden kénnen, wird
im folgenden kurz erlautert.

Das 'H-'H-COSY (correlated spectroscopy) zeigt Kopplungen zwischen benachbarten

Protonen. Das sind in der Regel Kopplungen iiber zwei oder drei Bindungen (%J, *J), in
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einigen Fillen aber auch “J-Kopplungen, wie z.B. allylische Kopplungen oder die
sogenannten W-Kopplungen in Ringsystemen.

Im TOCSY (total correlated spectroscopy) erscheinen alle 'H-'H-Kopplungen eines
Spinsystems. Dies sind Kopplungen zwischen all jenen Protonen, die nicht durch ein
quartdres Kohlenstoffatom oder ein Heteroatom ohne Wasserstoff als Substituent getrennt
sind.

Das NOESY (nuclear Overhauser effect spectroscopy) zeigt Kopplungen zwischen Protonen,
die aufgrund des Kern-Overhauser-Effekts miteinander in Wechselwirkung treten. Diese
Kopplung wirkt durch den Raum und betrifft Protonen, die eine rdumliche Nihe aufweisen.
Im "H-"C-COSY sieht man die 'J-Kopplung zwischen einem Proton und dem "*C-Kern, an
das es gebunden ist. Das HMQC (heteronuclear multiple quantum coherence) liefert
identische Informationen. Im Gegensatz zum 'H-"C-COSY ist das HMQC jedoch
protonensensitiv und auch dann noch aussagekriftig, wenn die Substanzmenge fiir ein *C-
NMR nicht ausreicht. Zudem erhilt man Signale entgegengesetzten Vorzeichens fiir einerseits
primére, andererseits tertidre oder sekundidre Kohlenstoffatome.

Wie das HMQC ist auch das HMBC (heteronuclear multiple bond correlation) ein
protonensensitives 'H-">C-Kopplungsexperiment. Es zeigt Fernkopplungen zwischen
Protonen und *C-Kernen, in der Regel *J- und *J-Kopplungen. Die gelegentlich auftretenden
Direktkopplungen ('J) sind leicht zu erkennen, da sie zu zwei Signalen aufgespalten sind,
deren Schwerpunkt bei der chemischen Verschiebung des Protons liegt, mit dem der

betreffende *C-Kern koppelt.
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5. Neue 2-Alkyl-2,3-dihydro-2H-furan-3-one aus /Isops phlegraei
SoLLAs

5.1. Einleitung

Abbildung 11 Isops phlegraei®

Isops phlegraei SOLLAS, 1880, ist ein globuldrer, gelbgrauer Schwamm, der eine feste
Konsistenz aufweist. Oft findet man ihn von anderen Schwidmmen {iberwachsen vor. Er
erreicht Grofen von 20 cm Durchmesser und ist in den Gewissern um Norwegen und
Schweden in Meerestiefen von 85 bis 900 m zu finden.*’

Aus der Literatur sind bislang lediglich zwei Publikationen bekannt, die sich mit
Inhaltsstoffen von . phlegraei beschiftigen.’®*® Beide haben vergleichende Untersuchungen
bestimmter Substanzklassen in unterschiedlichen Schwammarten zum Inhalt, beschiftigen

sich also nicht mit der Identifizierung neuer Naturstoffe.

5.2. Anreicherung und Strukturvorschlédge

Abweichend vom Standardverfahren wurde der tiefgefrorene Schwamm (POSVII9918J1-6¢)
homogenisiert und mit Methanol extrahiert. Der Methanolextrakt wurde eingeengt, der
Riickstand in Wasser aufgenommen und sukzessive mit Pentan, Dichlormethan sowie
1-Butanol extrahiert. Fraktionierung des Pentanextrakts durch Chromatographie an Kieselgel
mit einem Gradienten von Pentan zu Ethylacetat fiihrte zur Anreicherung von drei
unbekannten Verbindungen a, b und ¢ mit dhnlichen Massenspektren (siche experimenteller
Teil). Abbildung 12 zeigt das Gaschromatogramm des Pentan-Gesamtextrakts und das der

dritten Fraktion der Sdulenchromatographie. Die im Gesamtextrakt vorhandenen Fettsdure-
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methylester sind Artefakte der Methanol-Extraktion. Zu Vergleichszwecken durchgefiihrte

Extraktionen mit Aceton (vgl. Kapitel 8) lieferten ausschlielich die freien Fettsauren.

Squalen
Steroide
Fettsdure-
methylester
A a
s N l
A L Ada l w A s
a
m/z . .
294 a,b,c : unbekannte Verbindungen
e | —
T T T 3'0 T L) T :;5 T T T 4I0 T T T 4I5 T T T 5I0 T L) T 5I5 T T T I6() T T I‘tl

Abbildung 12 Isops phlegraei: Ausschnitte der Totalionenstromchromatogramme des Gesamtpentan-
extrakts (oben), sowie der Sdulen-Fraktion 3 (unten). [Sdule: 30 m DBS5-MS;
Temperaturprogramm: 60°C, 5 min isotherm, 5°C/min, 300°C, 20 min isotherm]|

Die Massenspektren (siehe auch Abbildung 13) der drei unbekannten Verbindungen dhneln
sich stark. Sie werden durch den Basispeak m/z 84 sowie durch ein weiteres Signal mit m/z
97 und einer relativen Intensitidt zwischen 35 und 60% dominiert. Des Weiteren sind mit
geringer Intensitét typische Ionenserien erkennbar, die einer ,,Alken-“ (m/z 41, 55, 69 etc.)
bzw. einer ,,Alkanfragmentierung® (m/z 43, 57, 71 etc.) entsprechen. Die molekulare Masse
der Verbindungen a und b betrdgt 294 g/mol, die der Verbindung ¢ 280 g/mol. Durch
hochauflosende Massenspektrometrie konnte die Zusammensetzung des Molekiilions der
Substanz a als C;9H34O, bestimmt werden. Die beiden intensitdtsstarken Fragmentionen
m/z84 und m/z97 enthalten ebenfalls zwei Sauerstoffatome und weisen die
Zusammensetzung C4H4O, bzw. CsHsO, auf. Die Ionen der ,,Alken‘- und der ,,Alkanserie*

enthalten keinen Sauerstoff, entsprechen also reinen Kohlenwasserstoffen.

16



100 —

84
0,
% - C,4H,0,
a
7 97
50 _ C5H502
141 55
C1gH340,
B 111 294
! || nl. ||
I I
100 —
% | 84
_ b
50
= 97
| 43
| 55
I 111 29
11 |I l|n Ll " |.
I I
100 —
% | 84
| C
50 97
43
55
N 111 280
|.|.| nl.lJl 1 | | |.

| E— T I I I | I
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 m/z

Abbildung 13 Massenspektrum der unbekannten Verbindungen a, b und ¢ sowie die Elementar-
zusammensetzung einiger lonen fiir a.
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Tabelle 1 Chemische Zusammensetzung des Molekiilions und der Hauptfragmentionen der
Verbindung a bestimmt durch hochauflosende Massenspektrometrie.
m/z Summenformel gefundene berechnete Abweichung Doppelbindungs-
des lons Masse Masse [mDa] [ppm] dquivalente'
294 C19H340; 294.248962 | 294.255881 6.9 23.5 3
97 CsHs0; 97.029310 97.028954 -0.4 -3.7 3.5
84 C4H40; 84.021549 84.021129 -0.4 -5.0 3

Das Fragmention m/z 84 dominiert nicht nur das Massenspektrum, es enthdlt anscheinend
auch alle Funktionalititen des Molekiils. Deswegen sollte sich aus der Struktur dieses Ions die
Struktur des gesamten Molekiils herleiten lassen. Die molekulare Zusammensetzung
(C4H40,) zeigt einen hohen Grad an Unséttigungen an, das Verhiltnis von Kohlenstoff zu
Wasserstoff entspricht dem eines Aromaten. Die Dominanz des Ions deutet auf eine cyclische
Struktur hin. Cyclische Fragmentionen sind relativ stabil, da zur Entstehung eines Tochterions
anderer Masse der Bruch zweier Bindungen nétig ist. Eine weitere Besonderheit des Ions m/z
84 1ist seine geradzahlige Masse. Fragmentionen gerader Masse in stickstofffreien
Verbindungen sind hdufig Produkte einer McLafferty-Umlagerung. Ausgehend von der
Annahme, dass das Ion m/z 84 durch eine McLafferty-Umlagerung zu einem Carbonyl-
sauerstoff entsteht und eine cyclische Struktur aufweist, kommen prinzipiell drei Strukturen in
Betracht: ein Vierring (1,3-Cyclobutandion) und zwei Fiinfringe (Furan-2-on und Furan-3-
on). Damit eine McLafferty-Umlagerung iiberhaupt stattfinden kann, miissen diese Ringe
auBlerdem eine Alkylkette am Nachbaratom des Carbonylkohlenstoffs tragen. Das
Fragmention mit m/z 97 14Bt sich dann durch einen Bruch in o-Stellung zum Ring erkléren.
Damit eine McLafferty-Umlagerung {iberhaupt stattfinden kann, miissen diese Ringe
auBBerdem eine Alkylkette am Nachbaratom des Carbonylkohlenstoffs tragen. Das
Fragmention mit m/z 97 146t sich dann durch einen Bruch in a-Stellung zum Ring erkldren

(vgl Abbildung 14).

" In einem vollstindig gesittigten Molekiil, welches neben Kohlenstoff und Wasserstoff nur
Sauerstoff beinhaltet, berechnet sich die Anzahl der Wasserstoffatome aus der Anzahl der
Kohlenstoffatome wie folgt: Anzahl H = Anzahl C - 2+2

Die Anzahl der Doppelbindungsiquivalente 148t sich damit folgendermaf3en berechnen:

Doppelbindungsaquivalente = (Anzahl C e 2 + 2) - Anzahl Hgemessen
2
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Abbildung 14 mogliche Entstehung der Fragmentionen m/z 84 und m/z 97 durch McLafferty-
Umlagerung bzw. f-Spaltung aus Cyclobutandion und verschiedenen Furanonen.

1

Der Vergleich mit Literaturspektren®”* weist auf ein 2-Alkyl-2,3-dihydro-2H-furan-3-on'
hin. Zwar fand sich in der Literatur kein Massenspektrum eines ausschlielich an der 2-
Position substituierten Furan-3-ons, jedoch zeigt das Massenspektrum des 5-Methyl-2-
octylfuran-3-ons (21) ein Fragmentierungsmuster, welches dem des unbekannten Naturstoffs
entspricht (Abbildung 15). Aufgrund des zusitzlichen Methylsubstituenten in 21 fiihrt die
McLafferty Umlagerung zum Ion m/z 98 (statt m/z 84 in der natiirlichen Verbindung) und die
[-Spaltung zu m/z 111 (statt m/z 97).

100 —
0 98 o
] 111 \@/\/\/\/\
. N\
— @]
50 — 21
1 41
I 68
||||| T .5|§ .|I 1 T 8|5 N |I | T T T T 210 T
50 75 100 125 150 175 200 225 m/z

Abbildung 15 Literaturmassenspektrum von 5-Methyl-2-octylfuran-3-on (21)*

i 2-Alkyl-2,3-dihydro-2H-furan-3-on wird im folgenden mit ,,2-Alkylfuran-3-on* abgekiirzt
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3-Alkyl-3H-furan-2-one wie 22 weichen hingegen ganz erheblich vom postulierten
Fragmentierungsschema ab (Abbildung 16).

100 —
) ] 41 @/\/\
i O\
70 O
7 98 22
50 - 55 83| 84
- 112
T T T 12I5 140 T T T T
50 75 100 125 150 175 200 225  mz

Abbildung 16 Literaturmassenspektrum von 3-Butyl-3H-furan-2-on (22)47

Unter Beriicksichtigung dieser Uberlegungen sowie des Molekulargewichts und der
elementaren Zusammensetzung (294 g/mol, C;9H340,) wurde zunédchst 2-Pentadecylfuran-3-

on (23) als Strukturvorschlag fiir die Verbindung a postuliert.

O
g)\/\/\/\/\/\/\/\
0 23

Abbildung 17 Strukturvorschlag fiir die unbekannte Verbindung a

Aufgrund der geringen Konzentration von a im Naturextrakt war es nicht moglich, eine fiir
einen NMR-spektrometrischen Strukturbeweis ausreichende Substanzmenge zu isolieren.
Daher wurde die postulierte Struktur 23 synthetisiert, um durch Vergleich der Massenspektren
sowie des Retentionsverhaltens von Naturprodukt und synthetischer Substanz einen

indirekten Strukturbeweis zu erbringen.

5.3. Syntheseplanung

Wiéhrend zahlreiche Synthesen fiir mehrfach substituierte Furan-3-one beschrieben sind,
findet sich in der Literatur nur wenig iiber 2-Alkylfuran-3-one*-°. Keine dieser Synthesen hat
ein Produkt mit einer lingeren Alkylkette zum Ziel. Ofter wird hingegen vom versehentlichen
Entstehen von an der 2-Position substituierten Furan-3-onen berichtet, so z.B. bei
Umwandlungsreaktionen von Furanosen.’'*

De Kimpe et al. beschreiben die cher zufillige Entstehung eines 2-Alkyl-furan-3-ons.> Sie

stellten fest, dass bei dem Versuch, den Naturstoff Laurenion (24 bzw. 25 aus der Rotalge

20



Laurencia spectabilis) durch Umwandlung des Acetals 26 in das Halbacetal 24 darzustellen,
das Furanon 27 entsteht und schlagen den in Abbildung 18 dargestellten Mechanismus fiir die

Reaktion vor.

0 0 0
{ 0 OH
S = o~y
0 O 0 O
26 ‘ 2NHCI 24 25
> /[
0 27
0 OH OH ’
— H+ — /
~ - —~ >0 -MeOH
o~ >R [H'] o~ "R o3} R
OH OH O

O;)R o R O R

Abbildung 18 Entstehung von 2-Methyl-furan-3-on (27) beim Versuch das Halbacetal 24 zu erhalten
(oben) und postulierter Mechanismus dieser Reaktion (unten)’

Das Acetal 26 reagiert im sauren Milieu also unter Eliminierung von Methanol zum
entsprechenden Furan-3-on 27. Diese Reaktion ist fiir die hier geplante Synthese besonders
deshalb interessant, da das Acetal 28 leicht durch intramolekulare Cyclisierung aus dem a-
Diketon 29 erhéltlich sein sollte (vergleiche Abbildung 19). a-Diketone lassen sich wiederum
gut durch Oxidation von Alkinen mit Ruthenium(IV)oxid gewinnen . Das bendtigte Alkin 30
sollte durch Kupplung von 3-Butin-1-0l (31) mit einem entsprechenden Alkyliodid (32)
zugénglich sein. In dieser Reaktionsfolge entspricht 3-Butin-1-ol (31) dem spéteren Cyclus;
durch die Alkinkupplung lassen sich unterschiedliche Reste in die spétere 2-Position des

Ringes einfiihren.

s 0
F\/@ — F\)@ — %osmutz —
23 O 28 O 29 O

OSchutz | OH
K/\/ D K/ + ///\/

30 32 31 R= C14H29

Abbildung 19 Retrosynthese von 2-Alkylfuran-3-onen
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5.4. Synthese von 2-Pentadecyl-2,3-dihydro-2H-furan-3-on (23)

2-Pentadecylfuran-3-on (23) wurde entsprechend der oben entwickelten Synthesestrategie
dargestellt.

Zundchst wurde 3-Butin-1-ol (31) durch Reaktion mit Dihydropyran (DHP) an der
Hydroxyfunktion blockiert’” und in einer Alkinkupplung mit Pentadecyliodid (32)" zu 30
umgesetzt. Alkinkupplungen werden klassischerweise entweder in fliissigem Ammoniak mit
Lithiumamid oder in THF mit »-Buli als Base und HMPT als Hilfslosungsmittel
durchgefiihrt.®® Um die Verwendung des in hohem MaBe cancerogenen HMPTs zu
vermeiden, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit zwei neuere Methoden angewandt.
Zum einen wurde DMPU (N,N’-Dimethyl-N, N -propylene urea = 1,3-Dimethyl-2-oxo0-hexa-
hydropyrimindin) als Hilfslosungsmittel verwendet®', zum anderen vollig auf ein solches
verzichtet und statt dessen die Reaktionstemperatur nach der Deprotonierung von 0° auf 66°C
(Sdp. THF) erhoht.®> Wihrend die erstgenannte Methode mit ca. 30% Umsatz nur schlechte
Ausbeuten lieferte, konnten mit der zweiten gute bis sehr gute Ausbeuten erzielt werden (70-

85 %).
30, 30a, 30b, 43
o |
e %O °, _9. K%@
)

29, 29a, 29b, 44 28, 28a, 28b, 45

o o \ 23, 28, 29, 30, 32: R= “oa o~~~
b: R="f-\/\/\/\/\)\/
O C. R=“<.\/\/\/\/\/\r
23, 23a, 23b, 41 41, 43, 44, 45 R= ~e -~~~ ~_

a: DHP,TsOH, CH,Cl,; b: 1) n-BuLi, THF 2) I-CH»>-R (32, 32a, 32b oder 32c), DMPU; c: RuO,,
NalO,4, CCl,, MeCN; d: MeOH, TsOH; e: TsOH, MeOH

Abbildung 20 Synthese von 2-Alkylfuran-3-onen, ausgehend von 3-Butin-1-o0l (31)

ii Pentadecyliodid wurde aus dem kommerziell erhéltlichen Bromid durch einen Halogenaustausch (Finkelstein

Reaktion) gewonnen. *'
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Die Dreifachbindung des so erhaltenen Alkins 30 wurde mit Ruthenium(IV)oxid zum Diketon
29 oxidiert, wobei RuO, in katalytischer Menge eingesetzt und durch die Zugabe der
dquimolaren Menge Natrium-meta-periodat stindig regeneriert wurde. Dabei erwies sich,
dass die Qualitdt des NalO4 von entscheidender Bedeutung ist. Wahrend mit ,,p.A. Qualitét*
ausgezeichnete Ausbeuten erzielt wurden, konnte mit der Qualitét ,,reinst* der gleichen Firma
keine Umsetzung beobachtet werden. Das Produkt der Oxidation, ein griingelber, leicht
fluoreszierender Feststoff, entsteht in befriedigender Reinheit und kann direkt in der
nachfolgenden Reaktion eingesetzt werden.

Die Deblockierung der Alkoholfunktion des Diketons 29 mit para-Toluolsulfonsidure (p-
TsOH) in Methanol® fiihrte iiber intramolekulare Cyclisierung direkt zum Vollacetal 28.
Dieses erwies sich als instabil bei Lagerung als Reinsubstanz. Wie die gaschromatographisch-
massenspektrometrische Analyse zeigt, zersetzt es sich zum Zielmolekiil 23, aber auch zu
Hexadecansdure, Hexadecansduremethylester und 2-Heptadecanon (siehe auch Abbildung

21).
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Abbildung 21 Zersetzung von 28 bei Lagerung als Reinsubstanz, Totalionenstromchromatogramm
[Sdule: 30 m DB5-MS; Temperaturprogramm: 100°C, 5 min isotherm, 10°C/min,
300°C, 20 min isotherm]

Um aus dem Acetal 28 das Zielmolekiil 23 zu erhalten, wurde Methanol in Gegenwart von p-
TsOH in Toluol eliminiert. Bei dieser Reaktion sind die Reaktionsbedingungen von
entscheidender Bedeutung. Hier erwies sich eine moglichst kurze Reaktionszeit als glinstig:
Das Edukt wurde dazu in Toluol gelost, mit wenig p-TsOH versetzt und einmal kurz zum
Sieden erhitzt. AnschlieBend wurde sofort wissrig aufgearbeitet. Unter diesen Bedingungen
konnte ein sehr sauberes Produkt in nahezu quantitativen Ausbeuten erhalten werden. Langere
Reaktionszeit hingegen fithrte zu einem Produktgemisch, welches sich nur durch

Chomatographie an RP-18-Kieselgel trennen liel3.
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5.5. Vergleich von 2-Petadecylfuran-2,3-dihydro-2H-3-on (23) mit dem

Naturstoff a

Der Vergleich des Furanons 23 mit dem Naturstoff a zeigt, dass beide Substanzen zwar fast

identische Massenspektren aufweisen, 23 aber deutlich spéter als die natiirliche Verbindung

eluiert (Abbildung 22).
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Abbildung 22 Massenspektren und Ausschnitte aus den Totalionenstromchromatogrammen von
natiirlicher (oben) und synthetischer Substanz 23 (unten). [Sdule: 60 m OptimasS MS;
Temperaturprogramm: 60°C, 5 min isotherm, 5°C/min, 300°C, 20 min isotherm]|

Die groBe Ahnlichkeit der Massenspektren beider Verbindungen ldBt vermuten, dass die
tatsdchliche Struktur des Naturstoffs nur eine kleine Modifikation gegeniiber der
synthetischen Verbindung aufweist. Eine solche Modifikation konnte z.B. eine Methyl-
verzweigung in der Seitenkette sein, die prinzipiell zu der erwéhnten Fragmentierung fiihren,
aber ein anderes chromatographisches Verhalten verursachen sollte. Unter Berticksichtigung
des Retentionsverhaltens methylverzweigter Alkane kam nur eine endstéindige Verzweigung

in iso- oder anteiso-Position in Frage.

23a 23b
Abbildung 23 Modifizierte Strukturvorschldge fiir die unbekannte Verbindung a
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Zur Uberpriifung dieser Annahme wurden 2-(12-Methyltetradecyl)-furan-3-on 23a und 2-(13-
Methyltetradecyl)-furan-3-on 23b ebenfalls synthetisiert.

5.6. Synthese von 2-(12-Methyltetradecyl)-2,3-dihydro-2H-furan-3-on (23a) und
2-(13-Methyltetradecyl)-2,3-dihydro-2H-furan-3-on (23b)

Die Synthese von 23a und 23b wurde analog zu der von 23 durchgefiihrt. Ausgangssubstanz
fiir die Darstellung der benétigten verzweigten lodide 32a und 32b war 1,10-Decandiol (34).
Dieses wurde zunéchst partiell als Benzylether 35 geschiitzt und im folgenden mit Hilfe einer
Swern-Reaktion zum Aldehyd 36 oxidiert®. Durch Wittigreaktion® mit 3-Methylbutyltri-
phenylphosphoniumbromid 37 bzw. 2-Methylbutyltriphenylphosphoniumbromid 38 wurden
nun die Verzweigungen eingefiihrt. Wahrend 37 kommerziell erhéltlich ist, wurde 38 aus 2-
Methyl-1-butanol iiber das entsprechende Bromid erhalten.®®®” Katalytische Hydrierung der
Produkte der Wittigreaktion 39a und 39b fiihrte unter Verlust der Benzylschutzgruppe zu den
entsprechenden geséttigten Alkoholen 40a und 40b. Diese wurden durch die Reaktion mit
Triphenylphosphindiiodid (dargestellt aus Triphenylphosphin und elementarem lod) direkt in
die Todide 32a und 32b umgewandelt.®® Abbildung 24 illustriert den gew#hlten Syntheseweg.
Die Iodide 32a und 32b wurden anschliefend analog zur Synthese von 23 gemil3 Abbildung
20 (S. 22) zu den gewiinschten Zielmolekiilen 23a und 23b umgesetzt.

NaH, Oxalylchlorid,
OH Benzylbromid OH DMSO
HO ™) > — BnO” ) N
n n
34 (n=7), 42 (n=6) 35 (n=7), 43 (n=6)

Pmp%\(\ 38
oder
Ph P%\)\ 37 Ha,
H 3
Bn0” N > B AR _PdiC,

36, XX O 39 ab,c

l,, PPhs
' a.R= -CH(CH3)-CH2-CH3 n=7

HO/WR Imidazol /WR
n n b: R= -CH,-CH,-CH(CH3)5, n=7

40 a,b,c 32 a,b,c ¢: R= -CH,-CH,-CH(CHa), n=6

Abbildung 24 Synthese von 1-lod-13-methyltetradecan (32a), 1-lod-12-methyltetradecan (32b) und
1-Iod-12-methyltridecan (32c) (fiir 32¢ siehe hierzu Kapitel 5.7.)
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5.7. Erneuter Vergleich von Syntheseprodukten und Naturstoffen: Struktur-
vorschlag fiir die Komponente c

Vergleich der synthetischen Verbindungen mit der Naturprobe zeigte, dass Massenspektren
und Retentionszeiten der Verbindung 23a und a identisch sind. Die iso-Verbindung 23b
erwies sich als identisch mit der unbekannten Substanz b. Somit wurde ein indirekter

Strukturbeweis fiir a und b erbracht.

W/
0

0
/
0 -
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W
LN LA L L A A U D B B B
38.500 39.000 39.500 40.000 40.500 41.000 rt[min]

Abbildung 25 Ausschnitt aus den Totalionenstromchromatogrammen der Naturprobe (unten), von 2-
(13-Methyltetradecyl)-furan-3-on (23b) (Mitte) und 2-(12-Methyltetradecyl)-furan-3-
on (23a) (oben) [Sdule: 30m DBI1; Temperaturprogramm: 60°C, 5 min isotherm,
5°C/min, 300°C, 20 min isotherm]

Mit der Kenntnis der Strukturen von a und b konnten Annahmen beziiglich der Alkylkette
von Verbindung ¢ gemacht werden. Die Furanonstruktur 148t sich aus einer bis auf das Ende
unverzweigten Kohlenstoffkette herleiten, einem 4-Hydroxy-3-oxoaldehyd, der durch

intramolekulare Acetalbildung und Wasserabspaltung den Ring bilden kann.
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Abbildung 26 mdogliche Entstehung der 2-Alkylfuran-3-one durch intramolekulare Acetalbildung mit
anschliefender Eliminierung aus einem 4-Hydroxy-3-oxo-aldehyd

Wenn man weiterhin annimmt, dass die neuen Verbindungen dem Acetatstoffwechsel
entstammen und die Ketten gemi3 Abbildung 27 in C,-Einheiten unterteilt, ergibt sich am
Kettenende jeweils ein methylverzweigter Baustein, der sich durch den Einbau einer
methylverzweigten Aminosdure als ,,Starter erkldren lieBe: bei Verbindung a wire diese
folglich Isoleucin, bei Verbindung b Leucin. Diesen Uberlegungen folgend, kime fiir die um
eine CH,-Einheit kiirzere Verbindung ¢ die Aminosdure Valin in Frage. Die Verzweigung
stiinde folglich in iso-Position.

@)

d/\/\/\/\/\/\)\/
/ Isoleucin
O

O
/
/ |
o Leucin

O
d/\/\/\/\/\/\)\
/ Valin
0]

Abbildung 27 mdogliche Biosynthese der Furanone, rot: Acetateinheiten, blau: Gruppierung aus der
Starter-Aminoséure

Die aufgrund dieser Uberlegungen fiir die Komponente ¢ vorgeschlagene Struktur 2-(12-
Methyltridecyl)-furan-3-on 41 wurde ebenfalls synthetisiert. Dazu wurde der oben
beschriebene Syntheseweg beschritten (vgl. Abbildung 19 und 23), jedoch 1,9-Nonandiol (42)
anstelle von 1,10-Decandiol (34) eingesetzt. Vergleich der Retentionszeiten und Massen-

spektren ergab, dass es sich bei der Komponente ¢ tatsichlich um das iso-verzweigte 41

handelt.
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5.8. Diskussion

Die im Zuge diese Arbeit identifizierten 2-Alkylfuran-3-one 23a, 23b und 41 sind neue
Naturstoffe. Als ,,verkappte™ 4-Hydroxy-3-oxo-aldehyde und nur einfach substituierte Furan-
3-one gehoren sie einer bislang nicht beschriebenen Naturstoftklasse an.

Es sind jedoch einige Naturstoffe bekannt, die eine Furan-3-on-Substruktur enthalten. Aus
dem marinen Bereich ist das Chilenon A (48) aus der Rotalge Laurencia chilensis
beschrieben,” welches neben dem Furan-3-on-Ring auch eine 4,5-Dihydro-furan-3-on-
Struktur besitzt. Alle weiteren beschriebenen Verbindungen entstammen terrestrischen
Pflanzen bzw. Pilzen. Unter ihnen sind z.B. die Spiroverbindungen Longianon (49)"° aus dem
Pilz Xylaria longiana und Hyperolacton (50)’" aus dem Johanniskraut Hypericum chinense.
Geipavarin (51) aus den Bléttern des australischen Baums Geijera parviflora besitzt
cytotoxische Eigenschaften, die der Furan-3-on Substruktur zugeschrieben werden.”*” Diese
weist als ¢, fungesittigte Carbonylverbindung eine hohe Reaktivitidt auf und kann z.B. als
»Michael-Akzeptor* fungieren. Die hohe Reaktivitit von Furan-3-onen wurde auch schon an
anderer Stelle beschrieben,”” sie sind oxidationsanfillig und neigen als Reinsubstanzen zur

Polymerisation, weisen aber dennoch eine erstaunliche Saurestabilitét auf.
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Abbildung 28 Naturstoffe mit einer Furan-3-on-Substruktur: Chilenon A (48) aus Laurencia
chilensis,” 21 aus Allium chinense,” 52 Aromabestandteil der Erdbeere,” Longianon
(49) aus Xylaria loniana,”® Hyperolactone (50) aus Hypernicum chinenese,’
Geipavaéin (5) aus Geijera parviflora, Spinonin (53) aus dem Hauhechel Ononis
spinosa
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Formal konnen Furan-3-one als Ketoform der entsprechenden Hydroxyfurane aufgefal3t
werden. Wie bereits in den 60er Jahren festgestellt wurde,”” liegt das Gleichgewicht jedoch
nahezu vollstindig auf der Seite des Ketons. Auch fiir die im Rahmen dieser Arbeit
dargestellten Verbindungen konnte das Vorliegen der Ketoform anhand der NMR-Daten
bestétigt werden. Die Spektren zeigen ein Carbonylkohlenstoffatom und ein zum Tieffeld
verschobenes Methinproton (H-2), jedoch kein drittes olefinisches, bzw. aromatisches
Kohlenstoffatom, wie es im Hydroxyfuran vorhanden wiére.

OH O

Abbildung 29 Keto- und die nicht stabile Enolform von Furan-3-onen

Durch die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Synthesestrategie fiir 2-Alkyl-furan-3-one,
mit der Oxidation einer Dreifachbindung zu einem oa-Diketon als einem zentralen Schritt,
sollten sich eine Vielzahl analoger Substanzen synthetisieren lassen. Wichtig ist lediglich,
dass keine oxidationsempfindlichen Reste vorhanden sind. Auch der eingangs erwéhnte
Naturstoff Laurenion (24, 25) sollte mit Hilfe dieser Strategie gut zuginglich sein. Dabei
konnte vom kommerziell erhiltlichen 3-Pentin-1-ol (54) ausgegangen werden, welches an der
Hydroxyfunktion blockiert (55) und im folgenden zum Diketon (56) oxidiert werden miif3te.
Vorsichtige Entfernung der Schutzgruppe sollte zum Laurenion fithren. Dieser Syntheseweg
(vgl. Abbildung 30) wire zudem zwei Reaktionsschritte kiirzer als die von De Kimpe et al.

veroffentlichte Synthese.”

HO~_z~ —— SchutO_~_~ ——
54

55
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56 25 24

Abbildung 30 Strategie zur Synthese des Naturstoffs Laurenion (24, 25)
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6. Alkaloide aus Geodia barretti BOWERBANK

6.1. Einleitung

Geodia barretti BOWERBANK, 1858 ist ein
grofler globuldrer Schwamm mit einer
glatten, cremefarbenen Oberfliche und von
harten Konsistenz. Er kann Durchmesser
von mehr als 50 cm erreichen. Charak-
teristisch sind eingefallene Bereiche, die
eine oder mehrere Ausstromoffnungen ent-
halten. G. barretti kommt im Nordatlantik

und in der Arktis in Tiefen zwischen 15

und 330 m vor und ist vor allem in den
skandinavischen Fjorden sehr hiufig.*’ Abbildung 31 Geodia barretti ¥
Bereits 1986 beschrieben Lidgren &
Bohlin” ein bromiertes Alkaloid aus G. barretti, dem sie den Namen Barettin gaben.iV Auf
der Grundlage von spektroskopischen Daten ordneten sie der Substanz die Struktur 57 zu.
Dieser Strukturvorschlag wurde jedoch 1987 von Lieberknecht et al.” durch unabhingige
Synthese widerlegt.

O

I

Br I
H 57 O

Abbildung 32 Von postulierte Lidgren & Bohlin Struktur fiir Barettin
Im Zuge dieser Arbeit wurde aus G. barretti eine Substanz isoliert, die fast identische

spektroskopische Daten wie die von Lidgren beschriebene Verbindung aufweist. Die

Strukturaufklarung wird im folgenden diskutiert.

" In der chemischen Literatur wird Geodia barretti zumeist filschlicherweise als Geodia baretti bezeichnet;

daher das Fehlen des zweiten ,,r* in ,,Barettin®.
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6.2. Isolierung von Barettin, Strukturaufklarung

Geodia barretti (POS02VIII9930J1-1) wurde nach der iiblichen Verfahrensweise extrahiert
(vgl. Kapitel 4.2. und experimenteller Teil). Die Inhaltsstoffe des Dichlormethanextrakts
werden in Kapitel 8 gesondert behandelt. Der n-Butanol-Extrakt wurde bis zur Trockene
eingeengt und sdulenchromatographisch an Kieselgel fraktioniert (Dichlormethan/Methanol-

Gradient). Es konnten 5.2 mg einer unbekannten UV-aktiven Substanz isoliert werden.

6.2.1. Massenspektrometrie

Massenspektroskopische  Untersuchungen mit Elektronenspray-lonisation und einer
Sektorfeld-lonenfallen-MS-MS-Kopplung zeigten einen Doppelpeak mit m/z 419 und 421 fiir
das protonierte Molekiilion. Ein solcher Doppelpeak weist auf eine einfach bromierte
Verbindung hin, wobei sich die Differenz von zwei Masseeinheiten aus der etwa gleichen
Hiufigkeit der natiirlichen Bromisotope "’Br und *'Br ergibt. Hochaufldsende Massenspektro-
metrie (siche auch Tabelle 2) ergab die molekulare Zusammensetzung C;7H,0BrN¢O, fiir das
protonierte Molekiilion und bestdtigt damit diese Vermutung. Die unbekannte Verbindung

besitzt somit bei einer Summenformel von C7H;0BrN4O, 11 Doppelbindungsiquivalente'.

Tabelle 2 molekulare Zusammensetzung der protonierten Molekiilionen der unbekannten
Verbindung aus G. barretti, bestimmt durch hochauflosende Massenspektrometrie

m/z | gefundene Summenformel berechnete Abweichung Doppelbindungs-
Masse Masse Delta (mmu) dquivalente

419 [419.0833 Ci7H20" BrNgO, 419.0831 -0.1782 10.5

421 1421.0822 Ci7H20" BrNGO, 421.0811 -1.0822 10.5

AnschlieBend durchgefiihrte MS-MS-Experimente zeigten, dass das Molekiilion unter
Abspaltung eines Fragments der Masse 17 zum Ion m/z 402 sowie unter Verlust von 59
Masseeinheiten zum Ion m/z 360 zerfillt. Eine weitere Fragmentierung des Ions m/z 402 fiihrt
wiederum zum Ion m/z 360. Dieses Fragmentierungsmuster weist auf eine Guanidinofunktion
im Molekiil hin. Bedingt durch die Ionisationsmethode, ldge diese protoniert vor und konnte
unter Ladungstransfer Ammoniak als Neutralteilchen abspalten ((M+H] — 17). Die daraus
resultierende Carbamidstruktur (m/z 402) fragmentiert unter Abspaltung von Carbodiimid
(HN=C=NH) weiter zum Ion m/z 360 (sieche auch Abbildung 33). Die direkte Abspaltung von
59 aus dem protonierten Molekiilion entspriche dem Verlust der gesamten protonierten

Guanidinofunktion (CHsN3).

' Die Doppelbindungsédquivalente in Tabelle 2 weisen eine ungerade Zahl auf, da sie sich auf das protonierte

Molekiilion beziehen.
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Aus dem Tochterion m/z 402 wird weiterhin ein Fragment der Masse 79 abgespalten. Dies
entspricht der Abspaltung von Brom.
Weitere Aussagen beziiglich der Struktur konnten aus den massenspektrometrischen

Experimenten nicht gewonnen werden.
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Abbildung 33 MS’ der unbekannten Verbindung. Oben: Tochterionenspektrum des Ions m/z 419.
Mitte: Tochterionenspektrum des lons m/z 402. Unten: Tochterionenspektrum des
Ions m/z 360.

6.2.2. NMR-Spetroskopie

In Kombination mit den massenspektometrischen Daten, insbesondere der durch HR-MS
gewonnen Elementarzusammensetzung, konnte die Struktur der unbekannten Verbindung mit
Hilfe der NMR-Spektroskopie aufgekldrt werden. Dazu wurden unterschiedliche ein- und
zweidimensionale Experimente in zwei verschiedenen Losungsmitteln (Methanol-d4 und
DMSO-ds) durchgefiihrt. Tabelle 3 gibt eine Ubersicht iiber die NMR-spektroskopischen
Daten.
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Abbildung 34 '"H-NMR-Spektrum der unbekannten Verbindung in Methanol-d, (oben) und DMSO-
ds (unten). Die zusitzlichen Signale des unteren Spektrums wurden mit einem Pfeil
gekennzeichnet.

Das in DMSO-ds aufgenommene 'H-NMR-Spektrum weist zusitzliche Signale gegeniiber
dem in Methanol-d4 aufgenommenen Spektrum auf (vgl. Abbildung 34). Methanol ist als
protisches Losungsmittel in der Lage, die aciden Protonen der Analysesubstanz gegen
Deuterium auszutauschen, so dass sie im "H-NMR nicht mehr sichtbar sind. DMSO als
aprotisches Losungsmittel zeigt diesen Effekt nicht. Bei den zusitzlichen Signalen im DMSO-
Spektrum handelt es sich um vier relativ scharfe Peaks, die jeweils einem Proton entsprechen,
und um ein breites Signal mit zwei Maxima, welches mindestens drei Protonen entspricht.
Damit enthélt die unbekannte Verbindung wenigstens sieben gegen Deuterium austauschbare
Protonen.

Ferner treten fiinf Signale im Tieffeldbereich des Spektrums auf, welche charakteristisch fiir
aromatische Protonen sind. Die chemische Verschiebungen dieser Protonen sowie die der
zugehorigen Kohlenstoffatome (HMQC) weisen auf einen Indol-Grundkorper hin. Aus dem
Kopplungsmuster geht hervor, dass es sich um ein disubsituiertes Indol mit je einem
Substituenten im benzoiden Teil und im Heterocyclus handeln mufB. Da eine direkte
Kopplung des stickstoffgebundenen Protons zu einem benachbarten Proton zu beobachten ist,
muB sich der Substituent des Fiinfrings an C-3 befinden. Das 'H-"H-COSY zeigt ferner zwei

benachbarte Protonen und ein ,,isoliertes* Proton. Daraus kann geschlossen werden, dass sich
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der Substituent im Carbocyclus entweder an C-5 oder C-6 befinden mul}, da bei einer
Substitution an C-4 oder C-7 alle drei verbleibenden Protonen direkt benachbart sein miif3ten.
Die genaue Position 146t sich mit Hilfe des NOESY-Spektrums bestimmen. Dieses zeigt eine
Raumkopplung des stickstoffgebundenen Protons im Fiinfring auf das ,,isolierte* Proton des
Sechsrings, somit muf3 sich der Substituent an C-6 befinden (anderenfalls wiirde man eine

Kopplung auf eins der beiden zueinander benachbarten Protonen sehen).

COosy NOESY

Abbildung 35 Aufklirung des Substitutionsmusters des Indolrings durch Kopplungen im 'H-'H-
COSY sowie im NOESY

Ein disubstituierter Indolgrundkorper besitzt vier an Kohlenstoff gebundene Protonen, das
Protonenspektrum zeigt jedoch fiinf Protonen im aromatischen Bereich. Eine plausible
Erklarung dafiir wére eine zum Aromaten in Konjugation stehende Doppelbindung, deren
Protonen gegeniiber denen einer isolierten Doppelbindung deutlich zum Tieffeld verschoben
sein sollten. Da jedoch lediglich ein weiteres Proton vorhanden ist, muf3 ein Kohlenstoffatom
der Doppelbindung quartdr sein. Das Proton dieser Doppelbindung zeigt zudem eine
allylische Kopplung auf ein stickstoffgebundendes Proton im 'H-'H-COSY; die
Struktureinheit, die sich hiermit aus den Tieffeld-Signalen ergibt, ist in Abbildung 36 links
dargestellt.

Im aliphatischen Bereich ist ein kontinuierliches Spinsystem iiber drei Methylen-Gruppen,
eine Methingruppe sowie zwei N-H Funktionen zu erkennen. Mit Hilfe des 'H-'H-COSY
ergibt sich die in Abbildung 36 rechts dargestellten Substruktur.

N

Abbildung 36 Strukturelemente, die sich aus den Tieffeld-Signalen (links) und den Hochfeldsignalen
(rechts) im 'H-"H-COSY herleiten lassen.
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Anhand der Kopplungen des HMBC-Spekrums zeigt sich, dass die in Abbildung 36
dargestellten Substrukturen durch zwei Carbonylkohlenstoffatome miteinander verbunden
sind, so dass sich ein Diketopiperazin ergibt. Mit der anhand der massenspektrometrischen
Daten postulierten und NMR-spektroskopisch bestitigten Guanidinofunktion (s.0.) ergibt sich
N-{3[(6-Brom-1H-indol-3-ylmethylen)-3,6-dioxo-piperazin-2-yl]-propyl}-guanidin (58) als

Struktur fiir die unbekannte Verbindung.

Abbildung 37 Struktur der unbekannten Verbindung aus G. barretti

AbschlieBend stellt sich die Frage nach der Doppelbindungsgeometrie an C-8. Diese liel} sich
wiederum mit Hilfe des NOESY-Spektrums ermitteln. Z-Konfiguration der Doppelbindung
fihrt zur rdumlichen Ndhe von H-2 und H-10, wihrend die beiden Protonen bei E-
Konfiguration auf entgegengesetzten Seiten des Molekiils liegen (vgl. Abbildung 38). Da man
im NOESY jedoch eine deutliche Kopplung dieser beiden Protonen beobachten kann, muf3
die Verbindung in der Z-Konfiguration vorliegen.

Die absolute Konfiguration an C-12 wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt, jedoch
zeigt die Verbindung einen Drehwert von [a]*'= -140° (c= 0.5, in Methanol) und liegt
vermutlich enantiomerenrein vor. Wahrscheinlich liegt eine (S)-Konfinguration vor, da in
diesem Fall L-Arginin involviert wére, welches als proteinogene Aminosdure in nahezu allen

Lebewesen vorhanden ist.

Abbildung 38 3D-Strukturen von E- und Z-58 berechnet mit dem Programm SymApps der Firma
BioRad.

Wihrend die von Lidgen & Bohlin beschriebene tetracyclische Struktur 57 Prolin als
Untereinheit zeigt, ist der hier vorgestellte neue Naturstoff 58 ein Derivat des aus Tryptophan

und Arginin gebildeten Diketopiperazins. Seine Struktur wurde inzwischen mit dem Hinweis
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publiziert, dass es sich vermutlich um dieselbe Verbindung handelt, die seinerzeit auch
Lidgren & Bohlin vorgelegen hat und somit die korrekte Struktur von Barettin ist
(Tetrahedron Letters, 2002). * Knapp zwei Jahre spiter veroffentlichten die schwedischen
Autoren eine Synthese fiir S8 und bestdtigen, dass es sich tatsdchlich um den seinerzeit von
ihnen untersuchten Naturstoff handelt.®' Die Stereochemie von 58 konnte durch die Synthese
ebenfalls bestimmt werden und entspricht erwartungsgeméal der L-Aminoséure.

Die damalige Fehlinterpretation der Daten 146t sich moglicherweise auf die nicht korrekt
bestimmte molekulare Zusammensetzung zuriickfithren. Lidgen & Bohlin ermittelten fiir die
von ihnen isolierte Substanz eine molekulare Masse von 359 g/mol, entsprechend der
Summenformel C;sH14BrN;O,, was einer Differenz von 59 g/mol (CHsN3) zu dem
tatsdchlichen Wert von 418 g/mol entspricht. Vermutlich wurde unter Verwendung einer
weniger schonenden lonisationsmethode nicht die Masse des Molekiilions sondern die eines
Tochterions bestimmt, welches die Guanidinofunktion nicht mehr beinhaltete.

Die von Lidgen & Bohlin publizierten NMR-spektroskopischen Daten entsprechen den
Signalen, die im Rahmen dieser Arbeit bei Verwendung von Methanol-d4 als Losungsmittel
ermittelt wurden, d.h. die erst in DMSO erkennbaren Signale der aciden Protonen fehlen. Eine
weitere Schwierigkeit stellt die Interpretation des '*C-Spektrums dar, welches auf den ersten
Blick nur 16 Signale zeigt. Das Signal des 17. Kohlenstoffatoms ist durch ein anderes *C-
Signal tiberdeckt und wird erst im HMBC-Spektrum sichtbar.
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Abbildung 39 Ausschnitt aus dem HMBC von Barettin (58). Der grau unterlegte Bereich zeigt die
Uberlagerung zweier C-Kerne, A entspricht einer Direktkopplung, B einer
Fernkopplung
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In Abbildung 39 ist der betreffende Ausschnitt des HMBC-Spektrums dargestellt und grau
unterlegt. Man erkennt fiir 2-H bei etwa 127.5 ppm sowohl eine Direktkopplung (A) als auch
eine Fernkopplung (B), was nur moglich ist, wenn sich unter dem Kohlenstoffsignal zwei
verschiedene Kohlenstoffatome verbergen, von denen eins fiir die Direktkopplung und eins

fiir die Fernkopplung verantwortlich ist.

6.3. Weitere Inhaltsstoffe des Butanolextrakts

Im Zuge dieser Arbeit wurden mehrere Individuen von G. barretti extrahiert und getrennt auf
thre Inhaltstoffe untersucht. Abbildung 40 (S. 40) zeigt die ESI-Massenspektren der
jeweiligen Butanolextrakte; Ionen, bei denen es sich aufgrund von MS-MS-Experimenten
hochstwahrscheinlich um Tochterionen handelt, wurden entsprechend gekennzeichnet.

Im Butanolextrakt des Exemplars aus dem das Barettin (58) isoliert wurde (A in Abbildung
40), sind neben Barettin nur zwei weitere Verbindungen erkennbar: Einerseits eine weitere
bromierte Verbindung (m/z 264/266) und andererseits eine nicht halogenierte Verbindung
(m/z 254). Bei den bromhaltigen lonen m/z 402/404 sowie m/z 360/362 handelt es sich
hingegen um Fragmentionen von 58.

Die Massenspektren der Butanolextrakte zweier weiterer Individuen von G. barretti, die der
Probenahme im Korsfjord (Bergen) entstammen (B und C), &hneln der zuerst erwéhnten
Probe, enthalten dariiber hinaus aber eine zusitzliche bromierte Verbindung mit m/z 279/281.

Exemplar D entstammt einem Experiment, welches im Herbst 2001 wéhrend eines
dreiwdchigen Forschungsaufenthaltes in Bergen (Norwegen) durchgefiihrt wurde und mit
dessen Hilfe iiberpriift werden sollte, ob eine Verletzung des Schwammes Einflufl auf die
Produktion von Barettin hat. Dazu wurde ein Individuum in Wiirfel von ca. 3 cm Kantenlidnge
geschnitten und 5 Tage lang im Aquarium gehalten. Jeden Tag wurden einige dieser Wiirfel
entnommen, tiefgefroren und spéter nach der allgemeinen Aufarbeitungsmethode extrahiert.
Massenspektrometrische Analyse zeigte, dass die Butanolfraktionen der Wiirfel
iiberraschenderweise gar kein Barettin enthielten, sondern statt dessen eine bromierte
Verbindung mit einer um zwei Einheiten hoheren Masse (m/z 421/423).

Wiéhrend der Probenahme tauchten immer wieder vereinzelte Exemplare von G. barretti auf,
die sich durch eine fiir die Art ungewohnlichen Korpergro3e und Wuchsform auszeichneten.
Von den am Forschungsprojekt beteiligten Biologen wird diskutiert, ob es sich bei diesen
Exemplaren um eine von G. barretti verschiedene unbeschriebene Art handelt, die im
Jugendstadium bislang nicht von G. barretti unterschieden werden kann.** Bei Exemplar E

handelt es sich um ein solches ungewohnliches Exemplar (Arbeitsname: ,,Geodia borealis*).
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Die Analyse des Butanolextrakts dieses Schwamms, zeigte ebenfalls die Verbindung mit den
Ionen m/z 421/423 (vgl. Probe D) und dariiber hinaus eine zweifach bromierte Komponente
mit m/z 672/674/676. Barettin (58) war auch hier nicht nachweisbar.

Aufgrund der Ahnlichkeit der Proben D und E kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich
auch bei D um diese mutmaBlich neue Art handelt. Gestiitzt wird diese Vermutung zudem
durch das Vorhandensein einer weiteren bromierten Verbindung (m/z 437/439), welche in A,
B und C nicht nachweisbar war.

Tabelle 4 gibt eine Ubersicht iiber die in den Butanolextrakten verschiedener Individuen
nachgewiesenen Komponenten. Strukturvorschldge fiir einige dieser Verbindungen werden

im folgenden diskutiert.

Tabelle 4
G. barretti ,G. borealis” ?
m/z Fragmentionen im MS1
9 Sula e orsfiord1  Korsfiord2 | Wirfel ganzes
Ricken Individuum
254 | 195 + + + + +
264
266 + + + + +
279
281 + + +
419 402, 360
421 | 404, 362 * * *
421 404, 362 + +
423 406, 364
437
439 * *
672 433, 374
674 433, 435, 374, 376 +
673 435, 376
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Abbildung 40 ESI-MS der Butanolextrakte verschiedener Individuen von G. barretti
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6.3.1. Strukturvorschlag flr m/z 421/423

Die durch hochauflésende Massenspektrometrie bestimmte Summenformel des Tons m/z 421

C17H2oBrNgO, unterscheidet sich um zwei zusitzliche Wasserstoffatome von der von

Barettin.
Tabelle 5 elementare Zusammensetzung der lonen m/z 421/423, bestimmt durch hochauflésende
Massenspektrometrie
m/z | gefundene Summenformel berechnete Abweichung Doppelbindungs-
Masse Masse Delta (ppm) aquivalente
421 [421.0988 CizHa"BrNgO,  [421.0988 -0.1 9.5
423 |423.0966 CizHap" BrNgO,  [421.0967 6.8 9.5

Auch das Tochterionenspektrum des lons m/z 421 entspricht dem von Barettin, nur das die
entsprechenden Tochterionen ebenfalls eine um zwei Einheiten erhthte Masse aufweisen.
Wie beim Barettin wird aus dem protonierten Molekiilion zundchst Ammoniak (M+H)-17)

und anschlieBend Carbodiimid abgespalten (vgl. Abbildung 41).

100 — 362
404
80 —
60 —
40
361
20 — 7
1?5 344 3ﬂ7 9 387 421
i 1 J
1é0 1é0 260 22‘0 2410 2f‘30 ZéO 360 32‘0 34{0 3230 3é0 460 42‘0 | miz
0
H
| .
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H
N~ H
- CNH(NH,), | | 4
9By H~ N\\
| ~NH
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|
9Br | H
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Abbildung 41 Tochterionenspektrum des lons m/z 421 (oben) und Fragmentierungsschema (unten)
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Aufgrund dieser Daten kann angenommen werden, dass es sich bei dieser Verbindung um
8,9-Dihydrobarettin (59) handelt, ein Barettin-Derivat, dessen zum Indolsystem in
Konjugation stehende Doppelbindung hydriert ist. Sjorgren et al. fanden diese Verbindung
mittlerweile ebenfalls in G. barretti und konnten den Strukturvorschlag durch Synthese

verifizieren.*?

6.3.2. Strukturvorschlag fur m/z 437/439

Fir die Ionen m/z 437/439 ergibt sich durch hochauflosende Massenspektrometrie eine
Elementarzusammensetzung von Ci7H2BrNgO;. Gegeniiber der im vorhergehenden
Abschnitt beschriebenen Verbindung mit der mutmaBlichen Struktur 59 ist also ein
zusitzliches Sauerstoffatom vorhanden. Verglichen mit Barettin (58) ist die Masse um 18

Einheiten erhoht.

Tabelle 6 elementare Zusammensetzung der lonen m/z 437/439, bestimmt durch hochauflgsende
Massenspektrometrie
m/z | gefundene Summenformel berechnete Abweichung Doppelbindungs-
Masse Masse Delta (ppm) aquivalente
437 |437.0924 Ci7H2”BrNsO; | 437.0934 2.9 9.5
439 |439.0902 Ci7H2°'BrNsO; | 439.0916 3.3 9.5

Das Tochterionenspektrum weist zwei lonenserien auf. Die erste lonenserie beginnt mit der
Abspaltung von 17 Masseeinheiten (Ammoniak) zum Ion m/z 420. Dieses verliert wiederum
ein Fragment mit m/z 42 (Carbodiimid) zu m/z 378. In der zweiten Serie fiihrt die Abspaltung
von 18 (Wasser) zum lon m/z 419, welches die gleiche Masse wie Barettin besitzt und auf
identische Weise weiter fragmentiert (Abspaltung von Ammoniak zu m/z 402 und von
Carbodiimid zu m/z 360). Da durch den Verlust von Wasser anscheinend Barettin entsteht,
handelt es sich bei dieser unbekannten Substanz vermutlich um 8,9-Dihydro-8-hydroxy-

barettin (60).

100
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80 | 402
377
60 360

40 | 359_
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Abbildung 42 Tochterionenspektrum des lons m/z 437
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Abbildung 43 Fragmentierungsschema von 60

6.3.3. Strukturvorschlag fir m/z 254

Die Verbindung mit m/z 254 hat die Elementarzusammensetzung C;;H;)NsO,. Das
Tochterionenmassenspektrum zeigt eine Fragmentierung, wie sie typisch fiir eine Verbindung
mit einer Guanidinofunktion ist (M+H)-17 und (M+H)-59). Geht man davon aus, dass es sich
auch bei dieser Verbindung um ein Diktopiperazin mit Arginin als der einen Aminoséure
handelt, kime aufgrund der Summenformel Prolin als die zweite Aminoséure in Frage. Somit

wiére cyclo-Pro-Arg (61) eine mogliche Struktur.

Tabelle 7 elementare Zusammensetzung des lons m/z 254, bestimmt durch hochauflgsende
Massenspektrometrie
m/z | gefundene Summenformel berechnete Abweichung Doppelbindungs-
Masse Masse Delta (ppm) aquivalente
254 | 254.1622 C11H2Ns0, 254.1617 -2.0 4.5
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Abbildung 44 Tochterionenspektrum des lons m/z 254 (oben) und Fragmentierungsschema (unten)

Mittels HPLC konnte die unbekannte Verbindung angereichert werden und ein 'H-NMR-
Spektrum (sieche experimenteller Teil) erhalten werden. Dieses steht im Einklang mit
Literaturdaten.®® die jedoch in einem anderen Losungsmittel aufgenommen wurden. Da die
Probe zudem nur sehr gering konzentriert und aullerdem leicht verunreinigt war, konnte die

Struktur nicht mit letzter Gewissheit bewiesen werden.

6.4. Diskussion

Wie gezeigt, reprisentiert Barettin (58) ein Diketopiperazinsystem, das sich aus der
Aminosdure Arginin und einem bromierten Tryptophanderivat mit einer zusitzlichen
Doppelbindung zusammensetzt.

Bromierte Verbindungen, insbesondere Derivate der aromatischen Aminoséuren Tyrosin und
Tryptophan, sind in marinen Organismen weit verbreitet. Zahlreiche marine Organismen
besitzen Haloperoxidasen, die die Oxidation von Halogeniden durch Wasserstoffperoxid
katalysieren. Dieser Proze3 geht mit der Halogenierung organischer Substrate einher.

Org-H + X + H,0, + H" — Org-Cl + 2 H,O
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Obwohl die Konzentration von Chlorid im Meerwasser ungefahr 500 mal hoher ist als die von
Bromid, findet man aufgrund der leichteren Oxidierbarkeit des Bromidions weitaus hiufiger
bromierte als chlorierte Naturstoffe.*>*

Der Tryptophanteil des Barettins weist neben der Bromierung auch eine recht ungewohnliche
weitere Unsittigung an C-8 auf. Moglicherweise ist 8,9-Dihydrobarettin  (59), ein
,Klassisches* Diktopiperazin aus 6-Bromtryptophan und Arginin, eine Vorstufe des Barettins.
Gestlitzt wird diese Vermutung durch den Nachweis der lonen m/z 437/439 im
Massenspektrum, fiir die 8,9-Dihydro-8-hydroxybarettin (60) als wahrscheinliche Struktur

postuliert wurde. 60 konnte durch Oxidation aus 59 hervorgehen und unter Wasserabspaltung

weiter zu Barettin reagieren.

O
| NH ||—|
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O
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Br | N\[H\/\/W 2
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Abbildung 45 postulierte Entstehung von Barettin (58) aus 8,9-Dihydrobarettin (59)

Die beschriebene Vinylfunktion in Position 3 des Indolsystems kommt auch in anderen Natur-
stoffen vor. In diesem Zusammenhang ist das nicht halogenierte Dipodazin (62) aus dem Pilz
Penicillium dipodomyis zu erwdhnen, welches ebenfalls ein Diketopiperazinsystem
aufweist,’” sowie die bromierten Aplysinopsin-Derivate 63a aus einem Schwamm der

Gattung Dercitus®® und 63 b aus dem Schwamm Smenospongia aurea.”’
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Abbildung 46 Naturstoffe mit einer Indol-3-vinyl-Substruktur: Dipodazin (62), Aplysinopsin-
Derivate 63a und 63b, Penaresin (64) und Coscinamid A (65)

Bei den ebenfalls aus Schwimmen stammenden Naturstoffen Penaresin (64 aus Penares sp.)’"
und Coscinamid A (65 aus Coscinoderma sp.)’" handelt es sich um Tryptophanderivate, die
jeweils eine Funktionalitit der Aminosdure, im ersten Fall die Aminogruppe im zweiten die
Sidurefunktion, verloren haben.

In einem jlingst veroffentlichten Artikel beschreiben Sjogren & Bohlin, dass Barettin (58) und
Dihydrobarettin (59) anti-fouling Eigenschaften aufweisen.® Als Testorganismus diente die
Seepocke Balanus improvisus. Die Autoren konnten zeigen, dass die Verbindungen in
Konzentrationen der gleichen GréBenordnung wirken, wie die heutzutage verwendeten anti-
fouling-Mittel. Insofern ist es wahrscheinlich, dass Barettin und die verwandten Substanzen
einen Beitrag zur chemischen Verteidigung des Schwamms leisten, indem sie ihn vor
Uberwiichsen schiitzen. Ob diese Substanzen auch einen Schutz gegen FraBfeinde bieten ist
dagegen schwerer zu iiberpriifen. Dazu miissten zunichst in den relevanten Okosystemen die
potentiellen Fraf3feinde der Schwidmme ermittelt werden. Mit den ermittelten Arten konnte
dann im Biotest eine mdgliche abschreckende oder toxische Wirkung der Verbindung
untersucht werden.

In von Kooperationspartnern durchgefithrten screening-Tests zeigte der Butanol-
Gesamtextrakt von G. barretti eine nematizide Wirkung, wohingegen keine antibakterielle

oder cytotoxische Aktivitdt festgestellt werden konnte.
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7. Glycolipide aus Pachymatisma johnstonia BOWERBANK

7.1. Einleitung

Abbildung 47: Teile von Pachymatisma johnstonia™

Pachymatisma johnstonia BOWERBANK, 1842 ist ein massiver Schwamm von vergleichsweise
unregelméBiger Form. Die Farbe seiner Oberfldche variiert von lila-grau iiber schieferfarben
bis hin zu weil}, wihrend sein Inneres Gewebe fest und gelblich ist. An den Atlantikkiisten
Europas ist P. johnstonia weit verbreitet, in den tieferen Tidezonen felsiger Kiisten sogar
relativ hdufig, und kommt in Meerestiefen bis zu 300 m vor. Als siidliche Verbreitungsgrenze
wird Spanien angegeben.*’

Wie bereits in der Einleitung erwihnt, ist das aus Pachymatisma johnstonia beschriebene L-6-
Bromohypaphorin (14) der erste Naturstoff, der aus einem Schwamm der Familie Geodiidae
identifiziert wurde. Spiter wurden mit Ausnahme einiger Sterole’> keine weiteren
niedermolekularen Verbindungen aus P. johnstonia beschrieben, allerdings existiert eine
Reihe von Publikationen, die sich mit biologisch aktiven Glycoproteinen befassen, deren

Strukturen jedoch bislang noch nicht aufgeklirt wurden.”**°
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7.2. Analyse des Butanolextrakts

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchte Exemplar entstammte der Probennahme
im Korsfjord bei Bergen (Norwegen). Der Schwamm wurde nach dem allgemeinen
Aufarbeitungsschema (vgl. Kapitel 4.2. und experimenteller Teil) extrahiert. Die Inhaltsstoffe
des Dichlormethanextrakts werden in Kapitel 8 aufgelistet und diskutiert.

Es zeigte sich, dass die Butanol-Fraktion im Gegensatz zu denen der anderen untersuchten
Arten sehr reich an extrahierten Substanzen war, welche nach dem Entfernen des
Losungsmittels als hochviskoser gelber Riickstand zuriickblieben. Ein Teil dieses Riick-
standes wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel weiter gereinigt (Laufmittel: Methanol/
Dichlormethan 2:1 mit 0.1% TFA). Aus zwei aufeinanderfolgende Fraktionen konnte nach
Entfernung des Losungsmittels jeweils ein farbloser, sproder Feststoff erhalten werden. Erste
SchluBfolgerungen {iiber die chemische Natur der Riickstinde, lieBen sich bereits aus den

NMR-Spektren ziehen, die fiir beide Fraktionen nahezu identisch waren.
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Abbildung 48 Ausschnitt aus dem Protonen-NMR-Spektrum (400 MHz, MeOH-d,) der unbekannten
Verbindungen aus Pachymatisma johnstonii

Das '"H-NMR (siche auch Abbildung 48) zeigt Signale, die sich iiber einen relativ weiten
Bereich der chemischen Verschiebung verteilen. Lediglich im Tieffeldbereich der
olefinischen und aromatischen Protonen sind keine Signale vorhanden.

Das Spektrum der unbekannten Substanz weist im Bereich zwischen 3 und 5.5 ppm (A in
Abbildung 48) eine relativ gleichmifBige Verteilung von Signalen auf. Dieser Bereich ist
charakteristisch fiir die Signale kohlenstoffgebundener Protonen in unmittelbarer Nachbar-
schaft eines Heteroatoms. Die Verteilung der Signale ist wiederum typisch fiir Kohlenhydrat-
strukturen. Im Hochfeld-Bereich des Spektrums fillt ein intensives und breites Signal bei

1.3 ppm (B) auf, welches mit hoher Wahrscheinlichkeit die Methylengruppen einer langen

48



Alkylkette repréasentiert. Etwas weiter zum Tieffeld verschoben befinden sich zwei Tripletts
bei 2.2 und 2.4 ppm (C), welche auf Protonen in Nachbarschaft einer Carbonylgruppe
zuriickgehen konnten. Die Signale zwischen 1.9 bis 2.3 ppm (D), wurden aufgrund ihrer
chemischen Verschiebung und der Tatsache, dass sie im HMBC auf Carbonylkohlen-
stoffatome (8~ 170 ppm) koppeln, als die Methylgruppen von Acetylresten angesehen.”’

Die NMR-Daten weisen damit einerseits auf eine (acetylierte) Zuckerstruktur, andererseits auf
eine aliphatische Struktureinheit hin. Gehoren beide Einheiten einem Molekiil an, ergibe sich
daraus ein Glycolipid. Glycolipide, wie die Erylusamine und die Eryloside, sind zudem aus
verwandten Schwammarten bekannt (vgl. Kapitel 3.2.).

Mit Hilfe der Massenspektrometrie konnte jedoch gezeigt werden, dass die Probe mehrere,

moglicherweise homologe, Substanzen enthélt.
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Abbildung 49 Positiv ESI-MS (oben) und negativ ESI-MS (unten) der unbekannten Verbindungen.
Durch Buchstaben und Pfeile sind exemplarisch Ionenserien gekennzeichnet, die sich
jeweils um die Masse 42 unterscheiden
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Im Positiv-ESI-MS ist im Massenbereich zwischen 1300 und 1700 eine Fiille von Signalen zu
erkennen, welche zum Teil die fiir protonierte Molekiilionen und Natriumaddukte typische
Differenz von 22 Masseeinheiten aufweisen (Abbildung 49 (oben)). Dieses Bild vereinfacht
sich im Negativ-ESI-MS deutlich. Auch dort ist eine groBe Anzahl verschiedener lonen zu
erkennen, jedoch weitaus weniger als im Positiv-ESI-MS, weshalb die Vermutung naheliegt,
dass sich das positiv-Spektrum durch Bildung verschiedener Addukte aus jeweils einer
Substanz verkompliziert. Aus dem Vergleich der beiden Massenspektren lassen sich wichtige
Erkenntnisse zur Strukturaufkldrung gewinnen.

Da in beiden Fillen die gleiche Probe vermessen wurde, miissen die Signale beider
Messungen logisch miteinander verkniipft sein. Elektrosprayionisation im Negativ-Modus
filhrt tiblicherweise zu deprotonierten Molekiilionen ((M-H)"), im Positiv-Modus hingegen
meist zu protonierten Molekiilionen ((M+H)"), bzw. zu Natriumaddukten ((M+Na)").
Aufgrund dessen wiirde man zwischen den Peaks im negativ- und positiv-ESI-MS eine
Differenz von zwei Massen erwarten, wenn dort anstelle des deprotonierten Molekiilions das
protonierte vorldge, bzw. eine Differenz von 24 Masseeinheiten zwischen dem deprotonierten
Molekiilion (negativ) und dem Natriumaddukt (positiv). Tatséchlich finden sich im Negativ-
ESI-MS mehrere intensive Ionen, zu denen im Positiv-ESI-MS intensitidtsstarke Ionen mit
einer um 24 Einheiten erhohten Masse existieren; so entspricht z.B. das negative lon m/z
1408 ((M-H)) dem Ion m/z 1432 (M+Na)") im Positiv-ESI-MS. Zu dieser (M+Na) -Serie
findet sich im Positiv-ESI-MS eine weitere Serie, die um 22 Einheiten gro3ere Massen als die
(M+Na)"-Serie aufweist (vgl. Abbildung 49 (oben)). Hierbei handelt es sich anscheinend um

Addukte mit jeweils zwei Natriumionen, aber nur einer positiven Ladung. Derartige

Aml/z: -1 R)J\O
[M-1]
R)J\OH l Am/z: +2 Am/z: +24 A m/z: +46
Y \)

+ +
Am/z: +1 )J\ A m/z +22 )C])\Na Am/z: +22 j])l\la

R~ NOH R~ >NONa*
[M+1]+ [M+23]* [M-1+2*23]*

Abbildung 50 Massendifferenzen zwischen den Ionen einer Carbonsdure, die durch Elektrospray-
ionisation im Negativen (oben) und im Positiven (unten) entstehen.
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(M+2Na)-Ionen sind zu erwarten, wenn eine Carbonsiurefunktion im Molekiil vorhanden ist:
Das (neutrale) Natriumsalz dieser Sdure kann dann ein Natriumaddukt bilden, welches sich
von der molekularen Masse der freien Sdure um 45 Masseeinheiten unterscheidet (vgl.
Abbildung 50). Aufgrund dieser Uberlegungen ist es wahrscheinlich, dass die gefundenen
Substanzen eine Carbonsédurefunktion aufweisen.
Weiterhin sind im negativ-MS gewisse GesetzméBigkeiten in den Massendifferenzen der
Ionen erkennbar: so gibt es Serien von lonen, deren Vertreter sich jeweils um 42 Massen-
einheiten unterscheiden (a, b, ¢ in Abbildung 49, jeweils durch Pfeile und Buchstaben
gekennzeichnet). Diese Massendifferenz entsteht typischerweise, wenn eine Hydroxyfunktion
durch eine Acetatgruppe ersetzt wird (auf das Vorhandensein von Acetatgruppen wiesen
bereits die NMR-spektroskopischen Untersuchungen hin, s.0.). Die einzelnen ,,42er-Serien*
unterscheiden sich untereinander wiederum durch ,logische® Massendifferenzen. Zum
Beispiel weisen die Serien a und b eine Differenz von 28 Masseeinheiten auf, was zwei
Methylengruppen entspricht.
MS-MS-Experimente, welche oftmals wertvolle Strukturhinweise liefern, ergaben im
vorliegenden Fall keine neuen Erkenntnisse. Aus den Molekiilionen erfolgte hauptsichlich die
Abspaltung von Essigséure, die entstehenden Tochterionen spalteten wiederum Essigsdure ab,
und dieser Vorgang setzte sich weiter fort, bis keine ausreichende Intensitit der MS"-
Tochterionen mehr vorhanden war. Insgesamt konnte auf keiner Ebene eine andere
Abspaltung als die von Essigsdure beobachtet werden, was jedoch mit dem postulierten
Vorhandensein von Acetylgruppen im Einklang steht.
Bis hierher wurden aus den Ergebnissen der NMR- und der Massenspektren folgende
SchluB3folgerungen gezogen:
e Bei den unbekannten Verbindungen handelt es sich um Glycolipide, die aus einem
langerkettigen Aglycon und einem Oligosaccharid bestehen.
e Das Zuckerskelett tragt eine unterschiedliche Anzahl von Acetylgruppen, was zu den
42er Abstinden innerhalb der Ionenserien a, b und ¢ im Massenspektrum fiihrt.
e Es gibt verschiedene Aglycone. Dies fithrt zu den Differenzen von jeweils 42 amu
zwischen Serien a, b und c.
¢ Die Molekiile enthalten eine Sdurefunktion.
Zudem wurden folgenden Annahmen gemacht:
e Alle Molekiile besitzen, von der unterschiedlichen Anzahl an Acetylgruppen

abgesehen, den gleichen Zuckergrundkorper.
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e Die Aglycone sind strukturell verwandt (vermutlich homolog) und tragen die
Saurefunktion.

Die Strukturaufkldarung von Substanzgemischen gestaltet sich normalerweise erheblich
komplizierter als die von Reinsubstanzen. Im vorliegenden Fall erwies es sich aufgrund der
geringen strukturellen Unterschiede zwischen den einzelnen Bestandteilen als nahezu
unmoglich, das Substanzgemisch aufzutrennen. Durch Chromatographie an Kieselgel,
modifizierten Kieselgelen oder Sephadex LH-20 lie sich zwar eine Antrennung in Gemische
mit wenigen, mittelvielen oder vielen Acetylgruppen erreichen, jedoch konnte kein Inhalts-
stoff in reiner Form erhalten werden. Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde eine andere
Strategie verfolgt.
Wenn die oben gemachten Annahme korrekt ist und alle Substanzen einen - abgesehen vom
Acetylierungsgrad identischen - Zuckergrundkorper besitzen, sollte sich dessen Struktur
durch entweder vollstindige Acetylierung oder vollstindige Deacetylierung vereinheitlichen
und NMR-spektroskopisch wesentlich leichter aufkldren lassen. Durch Spaltung aller
glycosidischen Bindungen, Umwandlung der dadurch erhaltenen Monosaccaride in leichter
fliichtige Derivate und gaschromatographische Analyse konnen weitere wichtige Hinweise
gewonnen werden. Auch die Strukturautkldarung der Aglycone wiirde durch Abspaltung vom

Zuckerteil und anschlieBender getrennter Analyse wesentlich erleichtert werden.

7.3. Strukturaufkldrung der Aglycone

Die Abspaltung der Aglycone vom Zuckerteil wurde durch Methanolyse erreicht. Dazu wurde
das Glycolipidgemisch in trockenem Methanol gelost, mit HCI in Dioxan versetzt und 12
Stunden lang auf 70°C erhitzt.”® AnschlieBend wurden die freigesetzten Aglycone durch
Saulenchromatographie an Kieselgel von den Zuckerbestandteilen getrennt. Das Positiv-ESI-
MS (Abbildung 51) der unpolaren Fraktion bestitigt erwartungsgemdll das Vorliegen
unterschiedlicher Aglycone im Glycolipidgemisch. Das Massenspektrum zeigt im
wesentlichen fiinf Signale, bei denen es sich jeweils um die Natriumaddukte der
Molekiilionen handelt. Mit Hilfe hochauflosender Massenspektrometrie konnte ferner gezeigt
werden, dass es zwei Serien von Aglyconen gibt, solche mit fiinf Sauerstoffatomen und

solche mit sechs (Abbildung 51).
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Abbildung 51 positiv ESI-MS der Aglycone und die Summenformel einiger lonen, bestimmt durch
hochauflésende Massenspektrometrie

7.3.1. Analyse des Hauptaglycons IV

Aus dem Aglycongemisch wurde durch HPLC an einer RP-18 Phase die Hauptkomponente
IV mit m/z 576.6 isoliert. Abbildung 52 zeigt das 'H-NMR-Spektrum dieser Verbindung. Um
die Diskussion zu erleichtern wurden die relevanten Signale mit Buchstaben versehen.
Tabelle 8 gibt eine Ubersicht iiber die aus den ein- und zweidimensionalen NMR-Spektren

gewonnenen Daten.
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Abbildung 52 'H-NMR (500 MHz, CDCl;) des Aglycons IV. Die Bezeichnungen der Signale mit
Buchstaben entspricht der Bezeichnung im Text und in Tabelle 8
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Tabelle 8 NMR-Daten des Aglycons IV aus P. johnstonia

1 8 ("C)lppm] 3 ("°C) [ppm]
Bez. & ('H)[ppm] Integral J[HZ] HMQC HMBC* COSY
A 088 8.96 m 22.71 14.45 B
B 1.20-1.35 42.28 br 29.62, 29.66, AEF
29.71,  29.76,
29.80, 29.84,
29.95, 30.05,
32.33
C 1.40 8.55 d,J=6.9 18.99 174.15 K
D 1.37-1.48 : 38.88 I
E 1.50-1.68 16.40 m 24.29 213.75 B, H
F 1.50-1.68 ' m 2597 173.07 B, G
G 220 212 t,J=76 36.97 173.07 F
H 238 3.59 t,J=74 43.23 213.75 E
I 3.52-3.62 0.57 72.34 D
J 3.75 2.82 s 52.83 174.15
K 461 1.00 quin., J=7.3 48.27 173.07,174.15 C,L
5.99 0.96 d, J=6.0 - K

L
* es sind nur Kopplungen zu quartiren Kohlenstoffatomen angegeben

Mit Hilfe verschiedener zweidimensionaler NMR-Experimente lassen sich drei
Strukturelemente des Molekiils erkennen:

Den ersten Einstiegspunkt bietet das breite Dublett L bei 5.99 ppm. Es zeigt im HMQC keine
Kopplung auf ein Kohlenstoffatom und entspricht auch aufgrund seiner Signalstruktur und
chemischen Verschiebung eher einem stickstoffgebundenen, amidischen Proton. Es koppelt
im '"H-"H-COSY mit dem Quintett K bei 4.6 ppm, welches seinerseits mit der zum Dublett
aufgespalteten CH3-Gruppe C bei 1.4 ppm koppelt. Aus dem HMBC geht hervor, dass sich
benachbart zu dieser Gruppierung zwei Carbonylkohlenstoffatome befinden miissen. Diese
zeigen mit ca. 173 und 174 ppm chemische Verschiebungen, die typisch fiir Ester- oder
Amidfunktionen sind. Eins der beiden Carbonylkohlenstoffatome (174.15 ppm) zeigt zudem
eine Fernkopplung auf das Singulett J bei 3.8 ppm, welches einer Methylgruppe entspricht
und aufgrund seiner chemischen Verschiebung an ein Heteroatom (wahrscheinlich Sauerstoft)
gebunden sein mul3. Das zweite Carbonylkohlenstoffatom (173.07 ppm) weist zusétzlich eine
Kopplung auf die zum Triplett aufgespaltene CH,-Gruppe G bei 2.2 ppm auf. Aus diesen
Informationen resultiert eine Alaninmethylester-Substruktur (siche auch Abbildung 53, links),
welche amidisch mit dem Rest des Molekiils verbunden ist. Wie in Kapitel 7.2. bereits
diskutiert, enthédlt das Glycolipid eine Carbonsdurefunktion. Die hier gefundene
Methylestergruppierung 148t sich als Artefakt der Spaltungsreaktion interpretieren, die unter
sauren Bedingungen in trockenem Methanol durchgefiihrt wurde und durch die die ehemals
freie Sdurefunktion in ihren Methylester {iberfithrt wurde. Der Vergleich mit dem Gesamt-
NMR des Glycolipidgemisches (vgl. Abbildung 48, S. 48), in dem sich kein Signal fiir die
Methylgruppe des Esters befindet, bestétigt diese Interpretation.
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Die zweite Substruktur, die sich aufgrund der NMR-Daten bestimmen 148t, enthilt ein drittes
Carbonylkohlenstoffatom, dessen chemischen Verschiebung von etwa 210 ppm auf eine
Ketofunktion hinweist. Es koppelt zum Triplett H bei 2.4 ppm, welches vier Protonen bzw.
zwel Methylengruppen entspricht und wiederum mit dem Multiplett E (1.50-1.68 ppm, 4H)
koppelt. Die sich daraus ergebende Substruktur ist in der Mitte von Abbildung 53 dargestellt.

Das dritte aus den NMR-Daten ersichtliche Strukturelement ist eine sekundére
Hydroxyfunktion. Auf diese weist das Multiplett I bei 3.55 ppm hin, welches im HMQC auf
ein Kohlenstoffatom mit einer chemischen Verschiebung um die 70 ppm koppelt. Sowohl die
chemische Verschiebung des Protons, als auch die des “C-Kerns deuten auf eine
Hydroxygruppe hin. Aufgrund der Signalstruktur muss es sich um einen sekundiren Alkohol

handeln, da die Protonen eines priméren Alkohols kleinere Multiplizititen aufweisen sollten.

173.07 213.75
(He)sC  Hk O/HF He He He O/HE He HO H,
0]
(HJ)3C/%MR R1WR2 R3)<R4
17415 O H_Hé He Hq TH T Hy

OH

O O
O N)K/R W )\
- \H)\ | R R Rs R4
O H

Abbildung 53 Aus den NMR-Daten abgeleitete Substrukturen des Aglycons IV (oben jeweils mit
Zuordnung der Signale dargestellt)

Zusétzlich zu diesen drei Strukturelementen ergaben sich aus den NMR-Daten keine weiteren
Funktionalitdten. Dies steht im Einklang mit der massenspektrometrisch bestimmten
Summenformel C;3;3HgNOs des Molekiils: Zieht man  von  dieser die atomare
Zusammensetzung der Substrukturen ab (Alaninmethylester: C4HgNO,, zwei Carbonyl-
gruppen: C,0,, sekundérer Alkohol: CH,0), bleiben fiir das tibrige Skelett des Aglycons 26
gesittigte Kohlenstoffatome zuriick. Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie ist jedoch weder die
Position der Ketofunktion noch die der Hydroxygruppe innerhalb der Alkylkette bestimmbar.
Deswegen wurden massenspektrometrische Experimente durchgefiihrt, mit Hilfe derer néhere
Aussagen getroffen werden sollten.

Zunichst durchgefiihrte ESI-MS-MS-Experimente lieferten keine neuen Erkenntnisse, da die
Tochterionenspektren bedingt durch die relativ sanfte Ionisierung lediglich Fragmente
aufwiesen, die aus der Abspaltung von Neutralteilchen resultierten. So konnte die Abspaltung
von Wasser, Methanol und Kohlenmonoxid beobachtet werden, jedoch kein Fragment,

welches auf eine Spaltung neben der Ketofunktion zuriickzufiihren wire.

55



Al SU0dA[3Y ud)3IuIerds sop SN-TH Je[uIdaI( $§ Sunpiqqy

zZ/w
| omwm L ow,m ) o8y ory 0ov 09¢ om,m o omm L o_,ym L owm L om,z ozl 08 oy
M T Ui A [ LA L A A 1 A R AL I LUl T
cdg ; _@m f j : ,j ; L , :
SONE9HEED YONSBSHZED olb cep yce 9ze 112 [4°r4
1414 ZA\ES62. YONSEHSEH rANTEL8E
7 mOzooIFmoi ZONESH'Ey C0fSHBeD  "ON™*H®'O Lpe ON"*H®*'O L
) Wmmmm z8t YONZEHB D g6l
ON™H**O SON®HED enNTHIL G6
ON“*H*D
€8 b
HO
O
k/z ~ 69
I L
O gy
mOZ_‘_\IwO
9.¥ z/w €05 z/w
51}
Pt P 1
oH-|  000HO-| |HosW- | o -
(0] L
yév z/w S€S Z/w b2s Z/w 82 LEHN ~
mOZome_‘O
0]
Y0l
€ - aq - _ NOZO_‘I?O [
OOO*HO OH HOSIN
€4S N 2w r
96¢ 2/ o
N g NP N
2 H.N H
ey ziw o 9zeziw O p8zZ/w o N°HZO
144

=00l

56



Ionisierung mittels Elektronensto3 (EI) erwies sich im folgenden als besser geeignet, da
hierbei energiereiche Radikalkationen entstehen, die ein anderes Fragmentierungsverhalten
als die in der ESI-Quelle erzeugten Kationen zeigen. Da die Verbindung aufgrund ihrer Grof3e
nur schlecht fliichtig ist, wurde sie dem Massenspektrometer im Direkteinlal zugefiihrt.
Abbildung 54 zeigt das EI-Massenspektrum der gereinigten Verbindung IV sowie die
elementare Zusammensetzung (bestimmt durch HR-MS) und postulierte Strukturen
ausgewdihlterFragmente.

Der durch die NMR-Experimente zugeordnete Alaninmethylester-Rest findet sich in den
Ionen m/z 104 und m/z 145 wieder. Letzteres entsteht durch McLafferty Umlagerung zum
Carbonylkohlenstoff der Amidfunktion. Das Ion m/z 104 hingegen ist relativ ungewohnlich.
Es entsteht durch Spaltung der Amidbindung und Ubertragung von zwei Wasserstoffatomen
auf das Stickstoffatom. Durch die Umsetzung von Alaninmethylester mit Carbonsduren
unterschiedlicher Lidnge wurden Modellverbindungen synthetisiert, anhand derer gezeigt
werden konnte, dass die Neigung, dieses Ion zu bilden, mit der Kettenldnge der Carbonsiure
zunimmt (s. experimenteller Teil).

Das Ion mit der Masse m/z 284 gibt schlielich Aufschluf3 tiber die Lage der Ketofunktion.
Aus seiner elementaren Zusammensetzung (C;sH3NOs) ist ersichtlich, dass es den
Alaninrest, nicht jedoch die Ketofunktion enthilt. Unter Beriicksichtigung des {iiblichen
Fragmentierungsverhaltens von Alkanonen wire zu vermuten, dass das Fragment durch eine
a-Spaltung neben der Carbonylfunktion entstanden ist. In diesem Fall wiren zwei weitere
Fragmentionen zu erwarten: Eines mit m/z 312, welches der a-Spaltung auf der anderen Seite
der Carbonylgruppe entspriache, sowie ein weiteres mit m/z 327 welches aus einer
McLafferty-Umlagerung hervorginge (siehe auch Abbildung 55). Da jedoch keines dieser
beiden Ionen im Spektrum vorhanden ist, war anzunehmen, dass das Ion m/z 284 nicht durch
a-, sondern durch B-Spaltung entsteht. Die Carbonylgruppe wére also im Vergleich zum
ersten Fall eine weitere Methylengruppe vom Alaninrest entfernt. Das lon der a-Spaltung m/z
298 vor der Carbonylgruppe (von der Alaninseite aus betrachtet) ist, wenn auch mit geringer
Intensitdt, im Spektrum vertreten. Das der o-Spaltung hinter der Carbonylgruppe
entsprechende Ion (m/z 326) hat eine relativ hohe Intensitét, genauso wie das McLafferty-Ion
m/z 341. Somit scheint Position 14 fiir die Carbonylgruppe trotz der ungewohnlichen [3-
Spaltung erheblich wahrscheinlicher.
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Abbildung 55 Die beiden denkbaren Positionen der Ketofunktion und die postulierte Fragmen-
tierungen.

Das EI-Massenspektrum gibt weiterhin Hinweise auf die Position der Hydroxygruppe. Das
Fragmention m/z 482 besitzt die elementare Zusammensetzung C,sHs;NOs, ist also durch
Verlust von m/z 71 (CsH;;) aus dem Molekiilion entstanden und trdgt noch alle
Sauerstoffatome. Es ist anzunehmen, dass es aus einer o-Spaltung neben der Hydroxy-
funktion resultiert, woraus folgt, dass sich die Hydroxygruppe an C6, vom Kettenende aus
gezdhlt, befdnde. Durch die Umsetzung der Probe zum Trimethylsilylether und anschlieende

massenspektroskopische Untersuchung konnte diese Vermutung untermauert werden.
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Abbildung 56 Massenspektrum des silylierten Aglycons IV und die postulierte Struktur.

Das Massenspektrum (Abbildung 56) zeigt ein intensives Fragmention mit der Masse m/z

173, welches wahrscheinlich aus der a-Spaltung neben der Silyletherfunktion hervorgeht.
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Auch der Bruch auf der anderen Seite der Gruppierung, der zu einem Fragment der Masse
m/z 554 fiihrt, ist zu beobachten.

Aufgrund der genannten Beobachtungen und Uberlegungen wurde 2-(24-Hydroxy-14-oxo-
nonacosanylamino)-propionsduremethylester (66) als Struktur des Aglycons IV postuliert. Da
bei der Interpretation der Massenspektren jedoch verschiedene Annahmen, insbesondere zur
Positionen der Keto- und der Hydroxygruppe, gemacht wurden, wurde 66 synthetisiert, um
durch den Vergleich der Massenspektren zu tiberpriifen, ob diese Annahmen korrekt sind und
das Molekiil tatsdchlich in der vorgeschlagenen Weise fragmentiert. Fiir die Synthese von 66

siche Kapitel 7.6..
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Abbildung 57 Vergleich der Direkteinlal EI-Massenspektren von 66 (oben) und des Aglycons IV
(unten)

In Abbildung 57 sind die Massenspektren der synthetischen Substanz 66 und des Aglycons IV
einander gegeniibergestellt. Im unteren Massenbereich weisen beide Spekren hohe
Ubereinstimmung auf, dies gilt insbesondere fiir die Ionen m/z 284, 326 und 341 anhand derer
die Position der Ketofunktion festgelegt wurde. Die Struktureinheit vom Alaninmethylester
bis zur Ketofunktion scheint damit gesichert zu sein. Im oberen Massenbereich zeigen sich
jedoch groBere Unterschiede: Das Ion m/z 482, welches aus dem Bruch neben der
Hydroxyfunktion resultiert, ist in der synthetisierten Substanz wesentlich intensiver als in der
Naturprobe. Damit liegt die Vermutung nahe, dass es sich trotz der einheitlichen molekularen

Masse der Naturprobe, immer noch um ein Substanzgemisch handelt. Betrachtet man unter
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diesem Gesichtspunkt noch einmal das Massenspektrum der silylierten Naturprobe
(Abbildung 56), fillt neben dem Fragment m/z 173 auch das um 14 Masseeinheiten groflere
Ion m/z 187 auf, aufgrund dessen man auf das Vorhandensein einer geringeren Mengen einer
zweiten Substanz schliefen kann, deren Hydroxyfunktion sich an anderer Position befindet.
Zur weiteren Untersuchung des Gemischs wurde nun zundchst nach einer Methode zum
definierten Abbau der Substanzen gesucht mit Hilfe derer leichter fliichtige Bruchstiicke der
Molekiile erhalten werden konnen, welche der gaschromatographischen Analysiert zugénglich
sind.

Fiir eine Spaltung der Molekiile neben der Ketofunktion bietet sich die Baeyer-Villiger-
Oxidation an. Diese sollte jeweils zu zwei Produkten fiihren, welche anschlieBend durch

Methanolyse in je einen Methylester und einen Alkohol spaltbar sein sollten.
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a: 1. TFAA, 2. MPCA, CCH4; b: 1. MeOH, 2. BSTFA

Abbildung 58 Spaltung von 66 durch Baeyer-Villiger-Oxidation
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Diese Reaktionsfolge wurde zunédchst mit der synthetischen Substanz 66 getestet. Da mit dem
freien Alkohol keine befriedigenden Ergebnisse erzielt werden konnten, wurde die
Hydroxyfunktion zu Beginn trifluoracetyliert. Nach der Baeyer-Villiger Oxidation mit meta-
Chlorperbenzoesdure wurden die Produkte 67 und 68 durch Umesterung mit Methanol in die
jeweiligen Methylester, bzw. die freien Alkohole gespalten. Um aussagekriftigere
Massenspektren zu erhalten, wurden die Hydroxyfunktionen der Bruchstiicke abschlie3end zu
den Trimethylsilylethern umgesetzt (69 - 72).

Durch gaschromatograpische Analyse der Derivatisierungsprodukte von Natur- und Synthese-
probe konnte gezeigt werden, dass es sich bei keiner der natiirlichen Substanzen um das
geradkettige 66 handelt (vgl. Abbildung 59), da die Abbauprodukte der Naturstoffe deutlich

kiirzere Retentionszeiten aufweisen als die der synthetischen Substanz.
OsiMes OSiMe;
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Abbildung 59 Ausschnitt aus den Totalionenstromchromatogrammen des derivatisierten 66 (oben)
und der ebenso derivatisierten Naturprobe [Sdule: 30 m DB-1 MS; Temperatur-
programm: 100°C-5 min isotherm, 10°C/min, 320 °C, 40 min isotherm]

Bei den mit a, b, ¢ und d gekennzeichneten Verbindungen handelt es sich nach den
Massenspektren um die Methylester, bei a*, b* ,¢* und d* um die entsprechenden Diole. Die
Massenspektren von ¢ und d sowie von ¢* und d* sind jeweils identisch und fragmentieren
auf die gleiche Weise wie die beiden Abbauprodukte von 66.

Abbildung 60 zeigt die Massenspektren der Diol-Spaltungsprodukte a*, b* ,c¢*/d* und 72 (die
der Ester befinden sich im Spektrenanhang S. 143). Die Verbindung a* weist mit dem Ion
m/z 187 ein siliciumhaltiges Fragment auf, welches um die Masse 14 grofler ist als das
entsprechende Bruchstiick von 72. Dementsprechend ist das Gegenstiick mit m/z 303 um 14
Masseeinheiten kleiner als das von 72. Daraus kann geschlossen werden, dass die
Hydroxyfunktion dieser Verbindung sieben und nicht sechs Kohlenstoffatome vom
Kettenende entfernt ist. Die Massenspektren der Verbindungen b* und ¢*/d* zeigen wie 72
ein Ton mit der Masse m/z 173; das von ¢*/d* weist zusétzlich das Gegenstiick m/z 314 auf.

Da die Retentionszeiten kiirzer sind als die der Referenzverbindung ist anzunehmen, dass b*
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und c¢*/d* eine Methylverzweigung innerhalb der Kette aufweisen. Lediglich eine

Verzweigung in iso-Position kann aufgrund der NMR-Daten ausgeschlossen werden, da in

diesem Fall eine Aufspaltung der terminalen Methylprotonen zu einem Dublett sichtbar wire.
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Abbildung 60 Vergleich der Massenspektren der Verbindungen 72, mit den Diolen a*, b* und ¢*/d*

aus Abbildung 59

Zur Bestimmung der genauen Position dieser Methylverzweigungen wéren weitere

Derivatisierungen notig. Zum Beispiel konnten die Diole, die aus der Baeyer-Villiger-

Oxidation entstehen, zu den Mesylaten umgesetzt und anschlieBend geméf Abbildung 61 zu

den reinen Kohlenwasserstoffen reduziert werden.””
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a: MeSO,Cl, NEts, CHCl5; b: LiAlH, Ether

Abbildung 61 Reduktion von Alkoholen zu Alkanen
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Da methylverzweigte Kohlenwasserstoffe in charakteristischer Weise neben der Verzweigung

100
Im

fragmentieren, lieBe sich die Position der Verzweigung durch GC-MS bestimmen.
Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte dieser Ansatz jedoch nicht weiter verfolgt werden

und muf} daher Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.

7.3.2. Ubersicht tiber die Aglycone

Wie eingangs beschrieben, wurden die Aglycone der P. johnstonia Glycolipide durch saure
Methanolyse von ihren Zuckerbestandteilen getrennt. Im Zuge dieser Reaktion wurde die
urspriinglich vorhandene freie Carbonsdurefunktion verestert (s.o.). Die durch hochauflosende
Massenspektrometrie bestimmte Elementarzusammensetzung der Aglycone (s. auch S. 53) ist
folglich um eine Methylengruppe zu groB. Tabelle 9 gibt eine Ubersicht iiber die analytisch
bestimmten Zusammensetzungen der Methylester und die daraus folgenden chemischen

Formeln der freien Sauren.”

Tabelle 9
Aglycon | M+Na | Zusammensetzung | M (m/z) | M freie Sédure | Zusammensetzung
Fraktion | (m/z) (m/z)
I 536.7 CyoHs5sNOgNa 513 499 CysHs3NOg
Il 548.6 C31H59NO5N3 525 511 C30H57N05
11 562.6 C32H61NO5N3 539 525 C31H59N05
\Y 576.7 C33H63NO5N3 553 539 C32H51N05
V 592.6 Cs3HssNOgNa 569 555 C3,Hs1NOg

Wie aus Tabelle 9 ersichtlich wird, besitzen die Aglycone I und IV jeweils ein Sauerstoffatom
mehr als die tibrigen. Aus dem Gesamt-NMR des Aglycongemischs wird deutlich, dass I und
IV eine zusdtzliche Hydroxyfunktion aufweisen und beide Hydroxyfunktionen direkt
benachbart sind. Das "H-NMR-Spektrum ist in Abbildung 62 dargestellt, und die relevanten
Signale sind mit Iy bis I4 gekennzeichnet. Die chemische Verschiebung dieser Protonen weist
auf ein Heteroatom in unmittelbarer Nachbarschaft hin, die chemische Verschiebung der
dazugehorenden BCKerne bestitigt dieses. Da I; und I3 ebenso wie I, und I4 im 'H-'H-

COSY direkt miteinander koppeln, miissen diese Protonen jeweils direkt benachbart sein.

¥ Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, handelt es sich bei ,,Aglycon IV in Wirklichkeit
um mehrere methylverzweigte Substanzen mit jeweils identischer Elementarzusammen-
setzung. Es ist durchaus wahrscheinlich, dass sich unter I, II, III, und V ebenfalls Isomeren-
gemische verbergen, welche jedoch im Folgenden aus Griinden der Ubersichtlichkeit als

Einheiten behandelt werden.
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Abbildung 62 'H-NMR des Aglycongemischs (700 MHz CD,Cl,)

Das EI-MS des Aglycongemisches zeigt die gleiche Fragmentierung fiir die Ketofunktion wie
die aufgereinigte Fraktion IV. Es ist daher anzunehmen, dass die Struktur aller Aglycone bis
zur Ketofunktion identisch ist, der darauf folgende Rest jedoch hinsichtlich der Kettenldnge,
der Zahl und Position der Hydroxyfunktionen sowie der Methylverzweigungen variiert.
Abbildung 63 gibt einen Uberblick iiber die Strukturen der Aglycone, soweit wie sie im

Rahmen der vorliegenden Arbeit bestimmt werden konnten.
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Abbildung 63 Uberblick iiber die Strukturen der Aglycone I-V
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7.4. Aufklédrung des Zuckerteils

7.4.1. Bestimmung der Monosaccharid-Bausteine

In der Literatur sind zahlreiche Methoden beschrieben, um Monosaccharide zu fliichtigen
Derivaten umzusetzen und sie anschlieend gaschromatographisch durch den Vergleich mit
authentischem Material zu charakterisieren.'’! Viele Derivatisierungsmethoden wie zum
Beispiel die Acetylierung oder Silylierung aller freien Hydroxygruppen haben den Nachteil,
dass sie zu einem Substanzgemisch fithren. Dieses setzt sich im ungiinstigsten Fall aus den a—
und B—Formen der Pyranose und der Furanose sowie dem offenkettigen Zucker zusammen
und fiihrt dadurch héufig zu untibersichtlichen Gaschromatogrammen. Bei einem Gemisch
unterschiedlicher Zucker ist es folglich giinstiger, eine Methode zu wéhlen, die die Anzahl an
Derivatisierungsprodukten minimiert. Dies ist z.B. der Fall bei der Umsetzung zu O-Methyl-
oxim-Derivaten, bei der die Zucker in der offenkettigen Form abgefangen werden und
lediglich zwei Doppelbindungsisomere entstehen. Um die Fliichtigkeit der Derivate zu

erhéhen werden die freien Hydroxygruppen anschlieBend acetyliert.'”
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OH OH
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a: 4N TFA, 120 °C; b: O-Methylhydroxylamin Hydrochlorid, 1-Dimethylamino-2-propanol,
Met hanol, Pyridin; ¢: Pyridin / Essigsaureanhydrid (1:3, v/v)

Abbildung 64 Spaltung und Derivatisierung von Oligosacchariden zu O-Methyloxim-Acetaten

Im Fall eines Oligosaccharids oder Glycolipids miissen die Monosaccharide vor der
Derivatisierung voneinander bzw. vom Aglycon gespalten werden, wofiir meist im sauren
Milieu hydrolysiert wird. Zur Bestimmung der Zuckerbestandteile des hier gefundenen
Glycolipids wurde nach einer von Neeser et al. beschriebenen Methode verfahren.'” Die

Monosaccharide wurden durch Hydrolyse mit TFA/Wasser freigesetzt, zu den O-
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Methyloxim-Derivate umgesetzt und abschlieBend acetyliert (siche Abbildung 64). Abbildung
65 (unten) zeigt das Gaschromatogramm der Derivatisierungsprodukte. Man erkennt (da jeder
Zucker zwei Derivate ergibt) drei verschiedene Zucker, bei denen es sich aufgrund ihrer
Massenspektren um zwei Hexosen und eine Pentose handeln muss. Um
Referenzverbindungen zu erhalten, wurde eine Auswahl an Cs- und Cs-Zuckern (Glucose,
Galactose, Mannose, Xylose und Arabinose) nach der gleichen Methode derivatisiert.
Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren ergab, dass sich der Zuckerteil des

Glycolipids aus Glucose, Galactose und Xylose zusammensetzt.
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Abbildung 65 Totalionenstromchromatogramme der derivatisierten Naturprobe (unten) und der
entsprechenden Derivate aus Xylose, Glucose und Galactose (von oben nach unten).
[Sédule: 30m DB-5MS , Temperaturprogramm: 100°C, 5 min isotherm, 10°C/min,
300°C, 30 min isotherm]

Das Verhiltnis der drei Monosaccharide zueinander wurde aus den integrierten Peakflachen
berechnet (Tabelle 10) und betrdgt 1 : 2.19 : 5.90 (Xylose:Galactose:Glucose). Diese Werte

sind sicherlich mit einem leichten Fehler behaftet, da keine response-Faktoren bestimmt
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wurden. Dennoch kann aus ihnen geschlossen werden, dass nicht alle Glycolipide der
Naturprobe einen einheitlichen Zuckerteil besitzen. Dieser miiite aufgrund der Verhéltnisse
der Zucker zueinander in erster Ndhrung ein Nonasaccharid sein, welches kombiniert mit den
Aglyconen wesentlich hohere Massen als die experimentell bestimmten aufwiese. Eine
sinnvolle Interpretation ist das Vorhandensein von zwei Tetrasacchariden, von denen das erste
aus Xylose, Galactose und zweimal Glucose (im folgenden mit TS-1 bezeichnet) und das
zweite aus Galactose und dreimal Glucose (TS-2) besteht. Diese Interpretation steht im

Einklang mit den NMR-spektroskopischen Daten (vgl. folgende Kapitel).

Tabelle 10 Integration des Gaschromatogramms in Abbildung 65 (unten).

Zucker Peakflachen Summe der Peakflachen Verhaltnis
Xylose 2603570649592 2688151 1.00
Galactose lgggggg 5876206 2.19
Glucose 132172335753260 15859256 5.90

Zur Bestimmung der absoluten Konfigurationen der Zucker wurden gaschromatographische
Analysen der leichtfliichtigen Derivate an chiralen stationdren Phasen durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich, dass sich weder die O-Methyloxim Acetate, noch die vollstindig silylierten und
acetylierten Zucker auf den zur Verfligung stehenden chiralen Sdaulen (FS-Lipodex G und
Hydrodex®-3-6-TBDM der Firma Macherey und Nagel) trennen lieen. Eine gute Trennung
gelang erst mit den trifluoracetylierten Zuckern an einer Hydrodex®-B-6-TBDM-Phase.
Abbildung 66 zeigt beispielhaft die gaschromatographische Trennung von D- und L-

Glucosepentatrifluoroacetat.

‘ L-Glucose

‘ D-Glucose D-Glucose

20 | L-Glucy

20.0 20.5 21.0 21.5 22.0 rt [min]

Abbildung 66 gaschromatographische Trennung von D- und L-Glucosepentatrifluoroacetat [Saule:
25m Hydrodex®-3-6-TBDM; Temperaturprogramm: 100°C, 5 min isotherm,
5°C/min, 220°C, 40 min isotherm]
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Obwohl auch bei der Trifluoracetylierung aus einem Zucker mehrere Derivate entstehen,
konnten die einzelnen Monosaccharide problemlos zugeordnet werden. Erwartungsgemél
handelte es sich bei den Bausteinen des Glycolipids um Zucker der D -Reihe. In Abbildung 67
sind der derivatisierten Naturprobe (oben), ein Vergleichsgemisch der Trifluoracetate von D-
Xylose, D-Arabinose, D-Mannose, D-Glucose und D-Galactose (mitte) sowie eine Mischung

von Naturprobe und Vergleichssubstanzen (unten) gegeniiber gestellt.
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Abbildung 67 Gaschromatogramme trifluoracetylierter Monosaccharide. Oben: derivatisierte
Naturprobe, Mitte: Gemisch von Vergleichssubstanzen, Unten: Koinjektion [Sdule:
25m Hydrodex®-3-6-TBDM; Temperaturprogramm: 100°C, 5 min isotherm,
5°C/min, 220°C, 40 min isotherm]
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7.4.2. Vereinheitlichung des Oligosaccharids: Deacetylierung

Die Deacetylierung des Substanzgemisches wurde in Anlehnung an eine Vorschrift von Mori
et al.'™ durchgefiihrt. Dazu wurde der Zucker in trockenem Methanol gelést und mit
Natriummethanolat bei Raumtemperatur gertihrt.

Das Negativ-ESI-MS der Derivatisierungsprodukte weist keine lonenserien mehr auf, die sich
um die Masse 42 unterscheiden und bestétigt so die vollstindige Entfernung der Acetyl-
gruppen (Abbildung 68).
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Abbildung 68 negativ ESI-MS der deacetylierten Verbindungen

Dennoch zeigt das Massenspektrum weiterhin ein Produktgemisch, welches sich im Fall der
Ionen m/z 1128, 1142, 1156 und 1172 auf die Kombination des oben erwihnten Tetra-
saccharids aus Xylose, Galactose und Glucose (TS-1) mit den unterschiedlichen Aglyconen
zuriickfithren 146t. Das Ion m/z 1186 ergibt sich durch Kombination des ,,Hauptaglycons* IV
mit TS-2, dem Tetrasaccharid aus einer Galactose- und drei Glucoseeinheiten (TS-2) (vgl.

Tabelle 11)

Tabelle 11 Berechnung der Zusammensetzung der deacetylierten Glycolipide

M-H M = M Aglycon + n M* Hexose + n M* Pentose
1128 | 1129 = 511 + 3 162 + 1 132
1142 | 1143 = 525 + 3 162 + 1 132
1156 | 1157 = 539 + 3 162 + 1 132
1172 | 1173 = 555 + 3 162 + 1 132
1186 | 1187 = 539 + 4 162

M* entspricht der durchschnittichen Masse einer Zuckereinheit (Mzycker-18) in einem
Mehrfachzucker.

Durch die Derivatisierung und massenspektrometrische Analyse mufl die eingangs
aufgestellte Hypothese eines einheitlichen Zuckergeriistes aller Glycolipide korrigiert werden.
Weitere Hinweise auf die Struktur konnten durch MS-MS-Experimente mit dem
deacetylierten Extrakt gewonnen werden. Das Tochterionenspektrum des Ions m/z 1156 soll
hier exemplarisch diskutiert werden. Es zeigt neben dem Verlust von Wasser die Abspaltung

einer Pentose ((M-H)-132) zum Ion m/z 1024 und die Abspaltung einer Hexose (M-H)-162)
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zum lon m/z 994. Die Abspaltung von Zuckerfragmenten aus Oligosacchariden erfolgt unter

Verlust des verbriickenden Sauerstoffs und Protonentransfer (siehe auch Abbildung 69).

100+

1138,6
OH + ’
HO O Ho o*R_| i 162
g0y HO °© o
OH on oH
HO C . HO o-R
60— HO ~ ot o 1067.,6
OH
132 g/mol 1156,9
40 156,
1024,5 132
‘ 456
20 6294 w
611:4‘ 700,5
\ . nA l - T . hAJ ” n ” ) A | ) |
T T e e A e e e e e e
400 500 600 700 800 900 100 1100 m/z

Abbildung 69 Tochterionenspektrum des lons m/z 1156 und das Fragmentierungsschema von
Mehrfachzuckern

Dariiber hinaus ist die Abspaltung eines Trisaccharides ((M-H)-456) bestehend aus einer
Pentose und zwei Hexosen zum Ion m/z 700 erkennbar, jedoch keine Abspaltung eines
Disaccharides ((M-H)-294) zum Ion m/z 862. Dieser Befund 148t Schliisse auf die
Verkniipfung der Zuckerbausteine untereinander zu: Wird davon ausgegangen, dass das
Tochterionenspektrum hauptsédchlich Ionen zeigt, die aus der Spaltung von nur einer Bindung
hervorgehen, sollte ein linear gebautes Tetrasaccharid sowohl Mono-, als auch Di- und

Trisaccharidabspaltung zeigen. Bei einem am ersten Zucker nach dem Aglycon verzweigten
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Abbildung 70 Fragmentierung von Tetrasacchariden
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Tetrasacchararid wére neben der Abspaltung zweier Monosaccharide, die eines Disaccharids
zu erwarten. Lediglich ein am zweiten Zucker verzweigtes Trisaccharid sollte die hier
beobachtete Abspaltung zweier Monosaccharide und die eines Trisaccharids zeigen (siche
hierzu auch Abbildung 70). Das Ion m/z 1186, welches TS-2 beinhaltet, fragmentiert
vollkommen analog zu TS-1: Auch hier ist keine Abspaltung eines Disaccharids zu
beobachten, und so ist anzunehmen, dass die Struktur von TS-2 der von TS-1 entspricht, nur
dass Xylose durch Glucose ersetzt ist.

Die aufgrund der massenspektrometrischen Experimente gewonnenen Strukturinformationen
lassen sich durch die NMR-spektroskopischen Daten bestdtigen. In den folgenden
Abschnitten wird zunédchst die vollstindige Strukturaufkldrung des Tetrasaccharids TS-1
beschrieben, und anschlieBend werden die die Erkenntnisse, die sich fiir die Struktur von

TS-2 ableiten lassen, diskutiert.

NMR-spektroskopische Strukturaufkléirung des deacetylierten Tetrasaccharids TS-1:

Um die Diskussion der NMR-spektroskopischen Daten zu erleichtern, werden im folgenden
die Signale und Signalgruppen, deren chemischen Verschiebung im Bereich der

Zuckerprotonen liegt, mit Buchstaben versehen (vgl. Abbildung 71).

a4 Ty T TR gy g
—r T 1 T 1 T [ T [ T [ T 1 T [ T [ T 1 T [ T [ T [ T 1 T [ T [ T T T [ T [ T T T [ T T T T 7T
4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8

(ppm)

Abbildung 71 'H-NMR-Spektrum (MeOH-d;) der deacetylierten Verbindungen. Die Buchstaben
entsprechen den Bezeichnungen im Text sowie in Tabelle 12 und Abbildung 72
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Unter einem so gekennzeichneten Signal konnen sich mehrere Protonen verbergen; so
entspricht zum Beispiel das Signal D fiinf unterschiedlichen Protonen. In Tabelle 12 werden
die Ergebnisse der verschieden NMR-Experimente fiir diese Signale aufgelistet. Die
vollstdndige Beschreibung der Spektren befindet sich im experimentellen Teil.

Das 'H-NMR bestitigt ebenfalls die vollstindige Deacetylierung der Probe. Die Zuordnung
der Signale zu den einzelnen Zuckerringen wird dadurch verkompliziert, dass sich viele
Signale der Zuckerprotonen {iiberlagern. Hier sollen zunéchst die Einstiegspunkte der
Strukturaufkliarung diskutiert werden:

Die "*C-Signale der C1-Kohlenstoffatome von Zuckern sind charakteristisch zum Tieffeld
verschoben; im vorliegenden Fall zeigen sie eine chemische Verschiebung um 105 ppm. Mit
Hilfe des HMQCs konnten die dazugehérenden Protonen unter den Signalen J und L
lokalisiert werden. J und L koppeln lediglich auf die C1-Kohlenstoffatome und entsprechen
jeweils zwei Protonen, woraus folgt, dass sich die Signale von jeweils zwei Ringen
iiberlagern. Da J im "H-"H-COSY ausschlieBlich eine Kopplung zum Signal A und L nur eine
zum Signal E aufweist, miissen sich unter A und E die Protonen von C2 verbergen.

Weiterhin sind die Methylengruppen der Zucker gut zu erkennen, da die zugehdrigen °C-
Signale im HMQC ein zu Methingruppen entgegengesetztes Vorzeichen haben. Die Protonen
der CH,-Gruppen sind unter den Signalen G und I, G und H, zweimal F sowie A und H zu
finden. A und H weisen zudem eine sehr unterschiedliche chemische Verschiebung auf und
konnen deshalb der im Ring liegenden Methylengruppen einer Pento-Pyranose (Xylose)
zugeordnet werden.

Den dritte Ansatzpunkt fiir die Strukturaufklarung bieten die Kohlenstoffatome, die wie C1 an
ein Ring-verbriickendes Sauerstoffatom gebunden sind. Sie sind ebenfalls charakteristisch
zum Tieffeld verschoben, wenn auch weniger deutlich als die C;-Kohlenstoffatome. Die zu
diesen C-Atomen gehorenden Protonen sind unter den Signalen E (zweimal) und C zu finden.
Weitere wichtige Informationen lieBen sich aus dem TOCSY-Spektrum gewinnen, welches
alle Kopplungen eines Spinsystems zeigt. In diesem Fall existieren zwei Ringe, die Protonen
der Signale A, B, C, D, G, H, I und J beinhalten und zwei Ringe mit Protonen der Signale D,
E, F, G, H und L. Mit Hilfe dieser Informationen gelang es, die ]H-Signale den einzelnen
Zuckerringen zuzuordnen (siche dazu auch Abbildung 72). Die Verkniipfung der Ringe ergibt
sich aus dem HMBC, welches auch C-H-Kopplungen iiber die glycosidischen Bindungen
zeigt. Mit Hilfe dieser Daten kann in Ubereinstimmung mit den massenspektrometrischen
Daten gezeigt werden, dass sich eine Verzweigung am zweiten Glucosering befindet. Da sich

die Signale der Protonen, die sich an den Briickenbasen dieses Ringes befinden (2-H und 4-H,
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Signal E), tiberlagern, konnten die Positionen der Ringe vertauscht sein. Die NMR-Spektren
des vollstindig acetylierten TS-1 liefern jedoch in dieser Frage eindeutige Informationen (vgl.
ndchstes Kapitel) und bestétigen die in Abbildung 72 dargestellte Verkniipfung. Die Ringe
weisen aufgrund der grofBen Kopplungskonstante der Dubletts der C1-Protonen J und L (7.6
bzw. 8 Hz) mit hoher Wahrscheinlichkeit -Verkniipfungen auf.'®

Wegen der starken Signaliiberlagerungen, ist es nicht moglich, die Methylenprotonen des
Xylose-Rings A und H anhand ihrer Kopplungskonstanten der axialen bzw. &dquatorialen
Position zuzuordnen. Da sie sich jedoch hinsichtlich ihrer chemischen Verschiebung stark
unterschieden, gelang die Zuordnung durch Vergleich mit Literaturdaten.'” In Abbildung 72
ist die ermittelte Struktur dargestellt. Da die chemische Verschiebung der *C-Kerne nur aus
den zweidimensionalen Spektren bestimmt werden konnte, kann fiir stark tiberlagerte Signale
wie D aufgrund der geringeren Auflosung des HMQC nur eine gemittelte chemische

Verschiebung angegeben werden.

Abbildung 72 Struktur des entacetylierten TS-1 mit Zuordnung der NMR-Signale.
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7.4.3. Vereinheitlichung des Oligosaccharids: Vollstdndige Acetylierung

Zur vollstandigen Acetylierung wurde das Glycolipidgemisch analog zu einer Vorschrift von

Flugge et al.'”’

in Pyridin gelost und mit Essigsdureanhydrid unter DMAP-Katalyse
umgesetzt. Nach Aufarbeitung wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt. Aus den massenspektrometrischen Untersuchungen konnten keine neuen Erkennt-
nisse gewonnen werde, da bei MS-MS-Experimenten aufgrund der Acetylgruppen keine
Abspaltung der Zuckereinheiten zu beobachten ist (sieche weiter vorn).

Die Auswertung der NMR-Spektren hingegen wird durch die vollstindige Acetylierung
erheblich erleichtert, da sich die Zuckerprotonen {iber einen weiteren Bereich der chemischen
Verschiebung (3.2 bis 5.4 ppm gegeniiber 3.2 bis 4.6 ppm beim deacetylierten Produkt)
verteilen. Zudem treten auch vermehrt Signale auf, die nur einem Proton entsprechen und
somit keine Uberlagerung aufweisen. Abbildung 73 zeigt das 'H-NMR-Spektrum des
vollstidndig acetylierten Glycolipids. Auch hier sind zum besseren Verstindnis die einzelnen
Signale im Bereich der Zuckerprotonen mit Buchstaben versehen. In sind die NMR-
spektroskopischen Daten dieses Bereichs aufgefiihrt, die vollstdndige Beschreibung der

Spektren befindet sich im experimentellen Teil.
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Abbildung 73 Protonen NMR-Spektrum (CDCI;) der acetylierten Verbindungen. Die Buchstaben
entsprechen den Bezeichnungen im Text sowie in Abbildung 74, Abbildung 75 und in
Tabelle 13.
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Im folgenden soll zunéchst auf die Strukturaufkldarung des Tetrasaccharides TS-1 aus Xylose,
Galactose und (zweimal) Glucose eingegangen werden. Hinweise auf die Struktur des zweiten
Tetrasaccharids werden im anschlieSenden Kapitel diskutiert.

Zur Aufklarung der Struktur leistete besonders das TOCSY wertvolle Hilfe. Im Gegensatz zur
deacetylierten Probe sind hier alle Zuckerringe deutlich unterscheidbar. Geht man von einem
isoliert liegenden Proton aus, konnen anhand der cross peaks alle weiteren Protonen des
betreffenden Spinsystems bzw. Ringes benannt werden. Abbildung 74 zeigt den relevanten
Ausschnitt des TOCSY-Spektrums. Exemplarisch sind, ausgehend von einem isoliert
liegenden Signal, alle cross peaks eines Ringes jeweils grau unterlegt. Ein erster Ring

P

3.2

3.6

4.0

4.4

4.8

5.2

5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2

Abbildung 74 Ausschnitt aus dem TOCSY-Spektrum des vollstindig acetylierten Glycolipids und
Zuordnung der Signale zu den verschiedenen Zuckerringen (grau unterlegt)
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setzt sich aus den Signalen A, G, I, M, N und P zusammen; ein zweiter aus den Signalen B,
C, G, H, I und P und ein dritter aus den Signalen B, D, J, K, L, N und Q. Der vierte Ring (E,
F, H, L, O, P, R) weist ein unterbrochenes Spinsystem auf. Man kann eine Kopplung der
Signale L, O, P und R beobachten sowie eine weitere der Signale E, F, H und R. Ein solches
Verhalten ist typisch fiir Galactose, bei der das Proton an C4 &quatorial und nicht wie bei
Glucose axial steht. Dieses fiihrt aufgrund der Karplus-Beziehung zu kleinen Kopplungs-
konstanten zwischen 3-H und 4-H sowie zwischen 4-H und 5-H und stellt sich im TOCSY als
unterbrochenes Spinsystem dar.

Innerhalb der Ringe lassen sich die Cl-Protonen wiederum gut aufgrund der chemischen
Verschiebung ihrer Kohlenstoffatome zuordnen. Sie verbergen sich unter den Signalen K, L
und I (zweimal). Die zu den Methylengruppen gehérenden Signale G und H, J und L, F und
H sowie A und G ergeben sich aus dem Vorzeichen der entsprechenden Kohlenstoffatome im
HMQC. Anhand der zum Tieffeld verschobenen Kohlenstoffsignale lassen sich auch hier die
Protonen bestimmen, die wie H-1 an einer Briickenbasis sitzen. Sie liegen unter den Signalen
B, C und D. Mit Hilfe des "H-'H-COSYs lassen sich anschlieBend die direkten Nachbarn
dieser charakteristischen Protonen bestimmen und iiber diese auch alle weiteren Signale.

Im vorherigen Kapitel wurde diskutiert, dass die Monosaccharid-Bausteine mit hoher
Wahrscheinlichkeit iiber eine B-glycosidische Bindung verkniipft sind. Dieses kann anhand
der Spektren der vollstindig acetylierten Probe bestitigt werden. Im Xylose-Ring gelingt
diese Zuordnung am einfachsten. 2-H (M) spaltet zu einem Doppeldublett mit zwei grofen
Kopplungskonstanten auf, so dass beide Nachbarprotonen (P und I) ebenfalls axial gebunden
sein miissen. Bei den drei Hexosen sind die 1-H (I, L und K) und 2-H Signale (B, N und P)
leicht iiberlagert. Anhand der jeweiligen cross peak-Strukturen von 1-H und 2-H im 'H-'H-
COSY 4Bt sich jedoch sehr gut erkennen, dass es sich bei den jeweiligen 1-H Signalen um
Dubletts mit groBen Kopplungskonstanten handelt.

Die Verkniipfung der Zucker untereinander 14Bt sich mit Hilfe des HMBC-Spektrums
eindeutig bestimmen. L, das 1-H des Galactoserings, koppelt auf C-2 (77.41) des zweiten
Glucoserings (die entsprechende Kopplung von 2-H (B) auf C-1 (101.29) des Galactoserings
ist ebenfalls sichtbar). I (1-H der Xylose) koppelt hingegen auf C-4 (77.15) des zweiten
Glucosering (auch hier ist die entsprechende Kopplung von 4-H (C) auf das C-1 (101.89) der
Xylose vorhanden). Im Fall des vollstdndig acetylierten TS-1 iiberlagern sich folglich weder
die 1-H Signale (I und L) von Galactose und Xylose, noch die entsprechenden Signale (B und
C) des Zuckers, der die Verzweigung triagt, wodurch eine eindeutige Zuordnung méglich ist.

Diese Ergebnisse werden zudem durch das NOESY bestitigt. Hier konnen Raumkopplungen
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von Protonen eines Zuckerringes auf den benachbarten Ring beobachtet werden. Das gilt
insbesondere fiir die Protonen des anomeren Kohlenstoffatoms, so koppelt z.B L auf B und I
auf C. Die Zuordnung der Protonen der Methylengruppe im Xylose-Ring gelingt ebenfalls
mit Hilfe des NOESY-Spektrums. Das Proton A zeigt Raumkopplungen auf I und P und muss

sich folglich in axialer Position befinden.

Abbildung 75 Struktur des acetylierten TS-1 mit Zuordnung der NMR-Signale.
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7.4.4. NMR-Spektroskopische Strukturaufklarung des zweiten Tetrasaccharids TS-2

Wie bereits im Zusammenhang mit den massenspektrometrischen Daten diskutiert, setzt sich
das zweite Tetrasaccharid TS-2 aus den Hexosen Galactose (einmal) und Glucose (dreimal)
zusammen und ist vom Aglycon aus gezdhlt, am zweiten Zuckerbaustein verzweigt. Somit ist
zu vermuten, dass es eine analoge Struktur zu TS-1 aufweist, mit dem Unterschied dass
Xylose durch Glucose ersetzt ist. Diese Vermutung 146t sich mit Hilfe der NMR-
spektroskopischen Daten bestétigen.

Im 'H-'"H-COSY-Spektrum der deacetylierten Probe sind einige Protonen des zusitzlichen
Glucoserings eindeutig von den ansonsten stark iiberlagernden 'H-Signalen getrennt. Dieses
gilt fiir das Proton am anomeren C-Atom, welches jedoch mit einem Proton des Aglycons
tiberlagert und fiir die Protonen der Methylengruppe, die ,,zwischen* den iibrigen Signalen

liegen. In Abbildung 76 sind die entsprechenden cross peaks mit Pfeilen gekennzeichnet.

E1

[ (ppm)

44

(ppm) 44 4.0 36 32

Abbildung 76 Ausschnitt aus dem 'H-'H-COSY des entacetylierten Glycolipids (500 MHz,
MeOH-d,)

Ausgehend von dem isolierten Signal des HI-Protons lassen sich aus dem TOCSY-Spektrum

die tibrigen Protonen des Ringes bestimmen, deren Signale in Abbildung 76 mit A, B, E1, G1
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und K bezeichnet sind. Die Zuordnung ist in Abbildung 77 dargestellt. Zudem beweist die
HMBC-Kopplung von K auf das C-4-Kohlenstoffatom des Ringes, der die Verzweigung
enthilt, dass die zusétzliche Glucoseeinheit die gleiche Position wie die Xyloseeinheit in TS-1

einnimmt.

Abbildung 77 Struktur des entacetylierten TS-2 mit Zuordnung der NMR-Signale.

In der vollstandig acetylierten Probe werden die Signale des zusitzlichen Glucoserings von
TS-2 stark iiberlagert, dennoch lassen sich die Signale zuordnen:

Im "H-"H-COSY koppelt das Signal I auf zwei Protonen, die zu TS-1 gehdren, namlich auf G
und auf N (Abbildung 78). Weiterhin ist deutlich zu erkennen, dass beide Kopplungen unter-
schiedliche Signalschwerpunkte besitzen. Im HMQC zeigt das Signal I sowohl Kopplungen
auf ein tertidres Kohlenstoffatom mit einer chemischen Verschiebung von ca. 100 ppm (C-1),
als auch auf ein sekundéres Kohlenstoffatom. Dieses sekundédre Kohlenstoffatom koppelt im
HMQC auch auf G, weswegen I zum einen Bestandteil der Methylengruppe des dritten
Glucoserings sein muss und zum anderen auch das C-1 Proton verbirgt. Aus dem 'H-'H-
COSY geht ferner hervor, dass H-1 der direkte Nachbar von N ist, welches wiederum mit P
koppelt. Die Protonen der Methylengruppe (G und I) sind benachbart zu B. Damit wére nur
noch H-4 zuzuordnen, welches sich aufgrund der Kopplungen im 'H-'"H-COSY nur unter den
Signalen P oder B verbergen kann. Der Vergleich mit Literaturdaten'®” zeigt jedoch, dass B
aufgrund der zu niedrigen chemischen Verschiebung ausgeschlossen werden kann. Die

Zuordnung ist in Abbildung 79 dargestellt.
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Abbildung 78 Ausschnitt aus dem 'H-"H-COSY des peracetylierten Glycolipids (500 MHz, CDCl;)

Abbildung 79 Struktur des acetylierten TS-2 mit Zuordnung der NMR-Signale.
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7.5. Uberblick iiber die Zusammensetzung des Glycolipidgemisches

Durch Kombination verschiedener Derivatisierungsmethoden mit massenspektrometrischen
und NMR-spektroskopischen Analysen konnte die Struktur der Zuckergeriiste des
Glycolipidgemischs aufgeklart werden. Es handelt sich um die beiden in Abbildung 80
dargestellten verzweigten Tetrasaccharide TS-1 und TS-2. In der Natur tragen TS-1 und TS-2
Acetylgruppen in unterschiedlicher Anzahl, deren Position nicht bestimmt werden konnte.

RO OR

OR

TS-1 ro’| ,©
o OR RO OR
RO
oR o RO oR O=R, o TS-2
OR RO
OR OR
o)

R=Ac oder H RO o R O~pg,

OR oR OR

Aglycon z.B.:
O
HO\H)\N/U\/\/\/\/\/\/\H/\/\/\/\/\(CSH’H
I
© H Ry=TS-1 oder TS-2 o RO
Abbildung 80

Es wurde ferner festgestellt, dass im Gemisch verschiedene Aglycone vorhanden sind, welche
die gemeinsame Struktureinheit 73 besitzen (Abbildung 81). Die Reste konnen in der Liange
variieren und sind mono- oder dihydroxyliert. Die Hydroxyfunktion kann unterschiedliche
Positionen in der Néhe des Kettenendes einnehmen, und die Alklykette kann Methylver-

zweigungen aufweisen.

@]
HO

%VK/\/WVWW/\/\R
0] H @]
& I:R= CgH15(OH)2
II: R= C1oHo(OH)
Il: R= C41Hop(OH)
IV: R= C12H24(O H)
V:R= C12H23(O H)2

Abbildung 81 Struktur der Aglycone
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In Abbildung 82 ist noch einmal des Negativ-ESI-MS des Glycolipdgemisches dargestellt, die

Zusammensetzung der einzelnen Peaks wird in Tabelle 14 aufgeschliisselt.

100 a
1408
90—
80—
a
1450 C
1480
70— c
1438
a
60— 1366 b
b 143
1394
50—
40— (o3
c 1522
30—
b d e
1352 1422 1466
20— a
1324 d
1380 1508
10—
a 1310 1338
“”\mh\ H\ L
\ummn“H\u‘hmhh\u\h\ Dot h\ [l H\h\ \Uh I ‘ m“ “mm ‘M i \H ..o ‘\ \H “ H ‘\ H ‘\ H ‘\ ‘\ HM‘M Hhh\ hmh ! ‘”\‘ - s o
1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 m/z

Abbildung 82 Negativ-ESI-MS des Glycolipidgemisches aus Pachymatisma johnstonia

Tabelle 14 Zusammensetzung der lonen aus Abbildung 82

m/z Serie Tetrasaccharid Aglycon Anzahl Acetatgruppen
1282 a TS-1 v 3
1310 b TS-1 11 4
1324 a TS-1 v 4
1338 d TS-1 Il 5
1352 b TS-1 11 5
1354 c TS-2 v 4
1366 a TS-1 v 5
1380 d TS-1 Il 6
1394 b TS-1 11 6
1396 c TS-2 v 5
1408 a TS-1 Y 6
1422 d TS-1 Il 7
1436 b TS-1 11 7
1438 c TS-2 v 6
1450 a TS-1 Y 7
1464 d TS-1 Il 8
1466 e TS-1 V 7
1478 b TS-1 11 8
1480 c TS-2 v 7
1492 a TS-1 v 8
1508 e TS-1 V 8
1522 C TS-2 v 8
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7.6. Darstellung von 2-(24-Hydroxy-14-oxo-nonacosanylamino)-propionséure-
methylester (66)

7.6.1. Syntheseplanung:
Das Zielmolekiil 66 ist das Amid aus Alaninmethylester (74) und 24-Hydroxy-14-

oxononacosansdure (75). Es bietet sich folglich eine konvergente Synthese an, deren letzter
Schritt die Kupplung dieser beiden Bausteine ist.

Fiir die Darstellung der Hydroxyketosdure 75 sind prinzipiell mehrere Retrosynthesewege
denkbar. Hier wird mit der Bindung zwischen C14 und C15 begonnen, welche zu den
Edukten Tetradecandisduremonomethylesterchlorid (76) und 15-Brom-6-hydroxypentadecan
(77) fiihrt. Literaturangaben zufolge sollten diese iiber das entsprechende Cuprat gut zu
kuppeln sein.'*®

Tetradecandisduremonomethylesterchlorid (76) sollte sich nach Standardmethoden aus der
kommerziell ~erhéltlichen Tetradecandisdure (78) darstellen lassen. 15-Brom-6-
hydroxypentadecan (77) kann als das Produkt der Grignard-Reaktion von 10-Bromdecanal

(79) und Pentylmagnesiumbromid (Mg-80)angesehen werden. Ersteres lieBe sich aus dem

entsprechenden Diol 34 synthetisieren, welches kommerziell erhéltlich ist.

O
4 CsH
\O W 57111
o) 190 " OH
66

o U
HO CH
~ NH, . W 5111
o) e} ’ OH
74 75

HO OH MeO. Cl CeH
m ) — W + Br 5H11
10
O O o) 06 7 OH
76

78 77 U
H Br
HO/\éﬁ/\/OH Brm + SN
7
34 79 o

80

Abbildung 83 Retrosynthese von 2-(24-Hydroxy-14-oxo-nonacosanylamino)propionsduremethyl-
ester (66)
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7.6.2. Synthese

Dem Syntheseplan folgend wurde zunichst 1,10-Decandiol (34) mit wéssriger HBr in einem
2-Phasen-System selektiv zu 10-Brom-1-decanol umgesetzt und im folgenden durch Swern-
Reaktion zum entsprechenden Aldehyd 79 oxidiert. Durch Grignard-Reaktion mit Pentyl-
magnesiumbromid wurde aus dem Aldehyd 79 15-Brom-6-hydroxy-pentadecan (77) erhalten,
dessen Hydroxyfunktion anschlieBend als THP-Acetal blockiert wurde (81).

Fir die Synthese des Saurechlorids 76 war ein Umweg nétig. Der Versuch iiber die
Darstellung des Disduremonochlorids und anschlieender Umsetzung mit Methanol direkt
den Tetradecansduremonomethylester (82) zu erhalten, lieferte nur unbefriedigende
Ausbeuten (<5%). So wurde zuerst durch sdurekatalytische Umsetzung mit Methanol der
Dimethylester (83) dargestellt, der im folgenden nach Dors et al. mit Ba(OH), zum Halbester
verseift wurde.'” Bei dieser Reaktion wird die geringe Loslichkeit des Mono-
Bariumcarboxylates im verwendeten Losungsmittel (MeOH) ausgenutzt. Das Sdurechlorid 76

wurde durch Umsetzung der Sdure 83 mit Oxalylchlorid erhalten.

OTHP
a,b c,d
—_—> —_—>
HO//\foE\\OF' Br [ H Br/AfE%Z}\CSHﬂ
34 79 81
O @) O @) O @)
e f
HOMOH — \OMO/ — \OMOH
12 12 12
78 83 82

0] @]
\OMOH _9 o
12 @] @]
82

/L> ~0 CsHi
OTHP ' 8
h OTHP
Br 8 C5H11 84
81

a: 48% HBr, Toluol; b: Oxalychlorid/DMSO/EtsN, CH,Cl,; ¢: Pentylmagnesiumbromid, THF; d:DHP/
p-TsOH, CH,Cl,; e: MeOH/H,SOy; f: Ba(OH),, MeOH; g: Oxalylchlorid, CH,Cl,; h: 1) Mg, THF
2) CuBr/LiBr, THF

Abbildung 84 Versuch der Synthese von 84

Die Kupplung des Saurechlorids mit dem Bromid 81 tiber das entsprechende Cuprat zu 84
scheiterte. Dieses 146t sich auf die schon schlechte Umsetzung des Bromids zum Grignard-

Reagenz zuriickfithren, die sicherlich in der GroBe des Molekiils begriindet ist. Bei der
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Zugabe des Kupferiodids fand eine Kreuzkupplung zwischen unumgesetztem Edukt und
Organokupferverbindung statt. Da auch Optimierungsversuche nicht zum Erfolg fiihrten,
mufBte eine andere Strategie zur Darstellung des Zielmolekiils gewahlt werden.

Der retrosynthetische Schnitt zur Teilung der Ketohydroxysdure 75 wurde nun um eine
Methyleneinheit verschoben, so dass nicht direkt mit dem Saurechlorid gearbeitet werden
multe, sondern mit dem aktivierten Ester 85. Dieser kann nach Deprotonierung mit dem Iodid
86 gekuppelt werden und solle nach Verseifung und Decarboxylierung die gewiinschte Séure

75 liefern.

HO\H/\WM/\(%HH : WCSHﬂ
10 5 5
O @) 75 OH 86 OH

+

MY = ™
0 10 o o) "o o
76 85

Abbildung 85 Modifizierte Retrosynthese der Hydroxyketosdure 75

Da bei dieser Strategie der Schnitt im Molekiil um eine Methylengruppe verschoben wurde,
mul} das benétigte lodid 86 entsprechend kiirzer sein. Es wurde analog zur ersten Synthese
aus 1,9-Nonandiol (42) dargestellt, welches partiell bromiert, zum Aldehyd oxidiert und durch
Grignard-Reaktion zu 14-Bromtetradecan-6-ol (87) umgesetzt wurde. AnschlieBend wurde
die Hydroxyfunktion als THP-Acetal (88) geschiitzt und das Bromid durch
Finkelsteinreaktion in das entsprechende Iodid 89 umgewandelt (Abbildung 86).

OTHP OTHP
a-d

e
HOMOH — Br , CsHyy —> i CsHq4
42 88 89

a: 48% HBr, Toluol; b: Oxalychlorid/DMSO/Et3N, CH.Cl,; ¢: Pentylmagnesiumbromid, THF;
d: DHP/p-TsOH, CH,Cl,; e: Nal, Aceton

Abbildung 86 Synthese von 2-(9-Iod-1-pentylnonyloxy)-tetrahydro-2H-pyran (89)

Zur Darstellung des aktivierten Esters 85, wurde zunichst Tetradecandisduremonomethylester
(82) zum Séurechlorid (76) umgesetzt. AnschlieBend wurde durch Reaktion mit Meldrums
Sdure (2,2-Dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion) unter leicht basischen Bedingungen (Pyridin) 14-
(2,2-Dimethyl-4,6-dioxo[ 1,3 ]dioxan-5-yl)-14-oxotetradecansduremethylester (90) erhalten,
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welcher durch die Reaktion mit Methanol in der Siedehitze zum aktivierten Ester 85, Aceton

und CO, zerfillt (siche auch Abbildung 87).''%!!!

O O
(coci,_ o
M o - Cl Pyr|d|n W
76 o)<

H
O oM | o) 'e)
MeOH )6y 0
A LA (0 -Aceton o~
N )( -CO, 12
07 o 85

Abbildung 87 Umsetzung des Séurechlorids 76 mit Meldrumsséure zum aktivierten Ester 85

Der aktivierte Ester 85 reagiert dann als Enolat mit dem Iodid 89.''> Das Produkt wurde unter

basischen Bedingungen decarboxyliert und zur THP-geschiitzen Hydroxyséure 91 verseift.

O O O OTHP OTHP
+
85 89
(@) O O OH
NH b,c 0)
o+ o e /%M
12
O 7
74 66

a: 1) K,CO3, Aceton/DMF 2) 3% wéssrige KOH, MeOH; b: DCC, CH,Cl5; ¢: MeOH, p-TsOH

Abbildung 88 Synthese von 2-(24-Hydroxy-14-oxo-nonacosanylamino)-propionsduremethylester
(66) aus dem aktivierten Ester 85 und dem Iodid 89

Die Hydroxysdure 91 wurde im folgenden mit Alaninmethylester (74) unter DCC-

113

Aktivierung (Dicylcohexylcarbodiimid) umgesetzt. Nach Abspaltung der THP-

Schutzgruppe mit saurem lonentauscher (Amberlite IR-120) Hd

Produkt 66 erhalten (Abbildung 88).

wurde das gewiinschte
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7.7. Diskussion

In den polaren Extrakten des Schwamms Pachymatisma johnstonia konnte, im Gegensatz zu
allen anderen im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Arten, eine groRe Fiille chemisch
verwandter Glycolipide nachgewiesen werden. Durch die Kombination zweier
Tetrasaccharide, welche im unterschiedlichen Ausmall acetyliert sind, mit verschiedenen
langkettigen oxigenierten Aglyconen, die neben einer konstanten Struktureinheit einen
variablen Teil besitzen, entsteht eine grofle Vielzahl dhnlicher Verbindungen. In Analogie zur
kombinatorischen Chemie konnte man auch hier von einer ,,Substanzbibliothek* sprechen.

In verwandten Schwimmen der Gattung Erylus wurden mit den Erylusaminen 18 A-D sowie
den Verbindungen 18 TA, 92 und 93 strukturell &hnliche Substanzen isoliert und
charakterisiert. Der Zuckerbestandteil der Erylusamine A-D ist ebenfalls ein verzweigtes
Tetrasaccharid, welches ausschlielich aus den Pentosen D-Xylose und L-Arabinose besteht
und die Verzweigung im Gegensatz zu den P. johnstonia-Glycolipiden am ersten Zucker-
baustein aufweist. Das Zuckerskelett der Verbindungen 18 TA, 92 und 93 besteht hingegen
aus drei Zuckereinheiten, bei denen es sich um die Hexosen Glucose und Galactose handelt.
Die Aglycone dieser Verbindungen weisen wie auch die im Rahmen dieser Arbeit
beschriebenen Glycolipide als gemeinsames Strukturelement eine Keto- und eine Amid-
funktion auf, welche durch eine 12 Einheiten lange Alkylkette getrennt sind. Im Gegensatz zu
den Glycolipiden aus Pachymatisma johnstonia findet sich jedoch keine Aminosdureeinheit,
und es handelt sich ausschlieBlich um dihydroxylierte Verbindungen. Fiir die Verbindungen
18 TA, 92 und 93 wurde cytotoxische Aktivitit nachgewiesen, die Erylusamine 18 A-D

blockieren den Rezeptor fiir das Interleukin-6, welches als multifunktionales Zytokin unter

. o . . . 14 29-31,115,116
anderem bei Arthritis und Entziindungen eine Rolle spielt. S
RO HO
OAc HO
ol OH
HO' 0]
QA OH 6]
AcO o gHo d HO o-R
OAc o d o
R= M OH OH "OR
EZWWRZ OH o '
H 0 OH R= R
2\‘ s CaHi1
18A RyH;Ry &~ 18D RyAg Ry o -~ H o " OR;
He R 18E AC; Ry oS
18B RyH;Ry: ,&)\ 8E RyAciR, 18TA Ry=Ac; Ry=H, n=2, Ry= MeaN__~ _~ e

18 C Ry Ac Ry: |
92 Ry=Ac; Rg=H, n=2, Rp= MeoN~ >

H
|
93 Ry=H; R3=COCH,CH(CHj),, n=3, R,= HZWN\/\/N
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Abbildung 89 Strukturen der Erylusamine A-E und TA (18 A-E, 18 TA) sowie von Erylusine (92)
und Erylusidine (93) aus Schwiammen der Gattung Erylus
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Fir das aus P. johnstonia nachgewiesene Glycolipidgemisch konnte bislang keine
pharmakologische Aktivitit nachgewiesen werden, aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten
zu den Erylus-Glycolipiden erscheint eine solche jedoch durchaus moéglich. AbschlieBend
stellt sich die Frage, welchen Nutzen diese Substanzen fiir den Schwamm haben. Da sie in
relativ groBen Mengen produziert werden und ihre Biosynthese ein energieaufwendiger
Prozef sein diirfte, ist anzunehmen, dass sie eine mehr oder weniger wichtige Funktion
erfiillen.

Allgemein fungieren Glycolipide zumeist als Membranbestandteile und spielen eine wichtige
Rolle bei zelluldren Erkennungsprozessen. So existieren mit den Lectinen Proteine, die in der
Lage sind, spezifische Kohlenhydratstrukturen zu erkennen. Lectine finden sich zum Beispiel
auf der Oberfliche von Bakterien und Viren und helfen nicht nur beim Auffinden geeigneter
Wirtszellen, sondern spielen auch bei der Infektion der Zelle eine aktive Rolle. Freie
Oligosaccharide, die aufgrund ihrer Struktur in der Lage sind solche bakteriellen oder viralen
Lectine zu blockieren, werden deswegen als potentieclle Medikamente gehandelt. Folglich
stellt sich auch die Frage, ob die aus P. johnstonia nachgewiesenen Glycolipide frei oder
membrangebunden vorliegen, ob sie also das Charakteristikum bestimmter Zelltypen sind,
oder ob sie als freie Glycokonjugate eine Rolle in der Abwehr oder als Botenstoffe spielen.
Diese Fragen konnen jedoch bislang nicht abschlieBend beantwortet werden. Die
Aufarbeitung des Schwammmaterials schliet eine lingere Extraktion im Ultraschallbad ein,
wobei die Membranstrukturen aufgebrochen werden sollten. Dafiir spricht auch, dass in den
unpolaren Extrakten grofere Mengen Sterole nachgewiesen wurden (siehe Kapitel 8), die im
allgemeinen auch als Membranbestandteile angesehen werden. Insofern ist sowohl das
membrangebundene, als auch das freie Vorliegen der Glycolipide moglich.

SchlieBlich wére es interessant zu iiberpriifen, ob das Vorliegen derart groer Mengen an
Glycolipiden typisch fiir P. johnstonia ist, oder vielleicht auf einen bestimmten Prozef3, wie
z.B. Infektion oder Wachstum in dem untersuchten Exemplar zuriickzufiihren ist. Hierzu wére
die Beschaffung und Untersuchung weiterer Individuen von Pachymatisma johnstonia

erforderlich.
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8. Vergleich der leichtfliichtigen Bestandteile der Schwamme
Geodia barretti, Geodia macandrewii, Isops phlegraei und
Pachymatisma johnstonia (Geodiidae) sowie Hemigellius pumiceus
(Niphatidae) und Thenea muricata (Theneidae)

8.1. Analyse der Dichlormethanextrakte

Im folgenden werden die leichtfliichtigen Bestandteile der unfraktionierten Dichlormethan-
extrakte von sechs verschiedenen Schwammarten verglichen. Vier dieser Arten (Geodia
barretti, Geodia macandrewii, Isops phlegraei und Pachymatisma johnstonia) gehoren der
Familie der Geodiidae an, die ibrigen Arten gehéren zu den Niphatidae (Hemigellius
pumiceus) und den Theneidae (Thenea muricata). Die Schwdmme wurden nach dem
allgemeinen Aufarbeitungsschema extrahiert (siche S. 12 und 104-105).

In Abbildung 91 sind die Gaschromatogramme der unterschiedlichen Extrakte einander
gegeniibergestellt, ein Ausschnitt aus dem vorderen Bereich dieser Chromatogramme ist zur
besseren Erkennbarkeit der leichter fliichtigen Komponenten in Abbildung 92 noch einmal
vergroflert dargestellt. Hauptbestandteile aller untersuchten Dichlormethanextrakte sind
Cholesterol-Derivate, welche typische Modifikationen in der Seitenkette aufweisen. Derartige
Sterole sind bislang ausschlieBlich aus marinen Organismen bekannt und sind charakteristisch
fiir Schwidmme. Neben Modifikationen der Seitenkette kommen auch solche des Ringsystems,

wie z.B. zusidtzliche Unsittigungen, fehlende Methylgruppen oder weitere Oxidationen,
117

VOr.
R
HO 94
95 96 97 98
X
99 100 101 102

Abbildung 90 Schwammtypische Steroide, die in Extrakten der untersuchten sechs Schwammarten
nachgewiesen wurden.
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Abbildung 91 Totalionenstromchromatogramme der Dichlormethanextrakte von sechs Schwamm-
arten. Die Nummerierung entspricht der in Tabelle 15. [Sdule: 30 m DB-1,
Temperaturprogramm: 60°C, 5 min isotherm, 10°C/min, 300°C, 40 min isotherm]
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Geodia barretti
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Abbildung 92 Ausschnitt aus den Gaschromatogrammen in Abbildung 91
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Tabelle 15 Komponenten der Dichlormethanextrakte der sechs untersuchten Schwammarten. Die
Nummern beziehen sich auf die in den Abbildungen 91 und 92. [++++: intensivster
Peak, ++++: Hauptkomponente (>50 %), +++: Hauptkomponente (10-50%), ++:
Nebenkomponente (1-10%), +: Spurenkomponente (< 1% der Flache des intensivsten
Peaks im Chromatogramm)]

— 3
= %) © T
Sl os18 |2l g, S
Nr. Substanz < % = g = < 2 | E
8 S |2 SS |58 |3
ke T ® %) R Z) == <
3 38|55 [85|s§|2
G} OE |© Ao | T |~
E1 Squalen ++ ++ ++ ++
E2 26,27-Dinorergosta-5,22-dien-3p-ol 94 ++ ++H+ | At
E3 27-Norergosta-5,22-dien-33-ol 95 + ++ +++
E4 Cholesta-5,22-dien-33-ol 96 ++ ++ + ++ +++ ++++
E5 Cholesterol 97 ++ ++ ++ ++ ++++ | ++++
E6 Dihydrocholesterol ++
E7 Ergosta-5,22-dien-33-ol 98 ++ ++ ++ ++ tH++ |+t
E8 Ergost-5,24(24')-dien-3B-ol 99 FIFIFUNRS [FUIIIRY PRI JPIFII RIS R
E9 Ergost-5-en-33-ol 100 ++ +++
E10 Stigmasta-5,22-dien-33-ol 101 ++ +++
E11 Stigmast-5-en-3p-ol 102 ++ ++ ++ ++ ++++ | ++++
E12 Fucosterol ++ ++
E13 unbekannt B 59, M+ 159 ? + + + + ++
E14 Chinolin +
E15 Phenylessigsdure ++
E16 1-Phenyl-1-buten-3-on +
E17 unbekannt B 79 M 168 ++
E18 p-Hydroxybenzaldehyd ? ++
E19 [Bromindol’® +
E20 unbekannt B 171, M 2147 ++
E21 Tetradecansaure + ++ + + ++ ++
E22 unbekannt B 175 M 218 +
E23 unbekannt +++
E24 13-Methyltetradecanséure + +++ |+ ++ ++
E25 12-Methyltetradecanséure + +++ |+ +
E26 Pentadecanséure ++
E27 Hexadecensaure ' ++ +
E28 Hexadecensaure 1 +++ +++ ++ +++ +++ +++
E29 Hexadecensaure ' + ++ + +
E30 Hexadecanséaure + +++ |+ ++ ++ ++
E31 Heptadecensaure ' ++ +H+ |+t ++ ++
E32 | Methylhexadecanséure ° + +++ [ ++ ++ +
E33 15-Methylhexadecanséure + ++ +
E34 14-Methylhexadecansdure + ++ +
E35 Octadecensaure ' ++ ++
E36 Octadecensaure ' + ++ + + ++
E37 Octadecanséure ++ + ++
E38 Methyloctadecansaure ° + +++ |+ + +
E39 Nonadecansaure +
E40 unbekannte Sdure ++
E41 unbekannt ++ +
E42 unbekannt B 117 ++

! Position der Doppelbindung wurde nicht bestimmt
? Position der Methylgruppe wurde nicht bestimmt
3 Position des Broms wurde nicht bestimmt
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Hauptsteroid bei der untersuchten Geodiiden ist das Ergost-5,24(24")-dien-3p-ol (99). Andere
Steroide kommen in erheblich geringeren Konzentrationen vor, die Intensitdten ihrer Signale
im Gaschromatogramm sind jeweils kleiner als 10% des Signals des Hauptsteroids 99.
Letzteres wurde im Fall von Geodia barretti isoliert und die Struktur mit Hilfe der NMR-

118 . e
Die Schwimme

Spektroskopie und durch den Vergleich mit Literaturdaten bestétigt.
Hemigellius pumiceus und Thenea muricata zeigen ein vollkommen anderes Steroidmuster.
Cholesterol (97) reprédsentiert in beiden Schwidmmen die Hauptkomponente, jedoch sind
andere Sterole wie 96, 98 und 99 in vergleichbaren Konzentrationen vorhanden.

Neben Sterolen enthalten die Extrakte Carbonsduren mit Kettenldngen zwischen 14 und 19
Kohlenstoffatomen, welche teilweise einfach ungesittigt oder methylverzweigt sind. Wéahrend
auf den ersten Blick kein familientypisches Verteilungsmuster erkennbar ist, fillt bei ndherer
Betrachtung auf, das alle vier Geodiiden Heptadecensédure enthalten, welche bei den beiden
Vertretern der anderen Familien fehlt. Als einzige halogenierte Verbindung unter den
fliichtigen Bestandteilen konnte in Hemigellius pumiceus ein Bromindol nachgewiesen
werden.

FEinige der in den Extrakten nachgewiesenen Verbindungen konnten anhand ihrer

Massenspektren nicht identifizierte werden. Sie sind in Tabelle 15 mit ,unbekannt*

bezeichnet, Abbildungen ihrer Massenspektren finden sich im Anhang.

8.2. Diskussion

Die gaschromatographisch-massenspektrometrische Analyse der Dichlormehtanextrakte der
sechs Schwammarten zeigte ein recht einheitliches Bild. Hauptbestandteile sind in allen
Féllen Sterole und Fettsduren. Eine solche Zusammensetzung ist bei Schwidmmen haufig zu
beobachten, obwohl es auch Arten gibt, die andere leichtfliichtige Substanzen wie terpenoide
Verbindungen enthalten.'"’

Beziiglich der Steroidzusammensetzung féllt auf, dass diese innerhalb der Geodiidae sehr
einheitlich ist. Gegeniiber Vertreter der andern beiden Familien traten jedoch deutliche
qualitative Unterschiede zutage. Auch im Bereich der leichter fliichtigen Inhaltsstoffe fanden
sich Unterschiede zwischen den Arten, wobei sich auch hier die Geodiidae untereinander
weniger unterschieden als von den tibrigen zwei Familien.

Schon seit langerem wird der Frage nachgegangen, ob sich Schwédmme durch die chemische
Analyse ihrer leichtflichtigen Inhaltstoffe  taxonomisch  klassifizieren lassen

(Chemotaxonomie). Dafiir werden in erster Linie Lipidbestandteile wie Steroide oder

membrangebundene Fettsduren analysiert. Letztere werden fiir die gaschromatographische
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Analyse durch Umesterungsreaktionen aus den Phospholipiden freigesetzt. Schwamm-
membranen enthalten charakteristische langkettige Fettsduren, die Doppelbindungen an den
Positionen 5 und 9, oft aber auch zusitzliche Funktionalititen wie z.B. Brom aufweisen.
Diese Fettsduren haben Kettenldngen von mehr als 24 Kohlenstoffatomen und werden von
einigen Autoren als demospongic acids bezeichnet.'” Da die in dieser Arbeit verwendete
Aufarbeitungsmethode keinen Umesterungsschritt beinhaltet, zeigen die Chromatogramme
ausschlieflich freie Fettsduren. Diese sind aufgrund ihrer Kettenlingen (14 und 19
Kohlenstoffatome) nicht den demospongic acids zuzuordnen, und es wird diskutiert, dass
diese kurzkettigeren Fettsiuren bakteriellen Ursprungs sind.'*!

Inwieweit die Chemotaxonomie eine sinnvolle alternative oder zumindest ergidnzende
Methode zur morphologischen Klassifizierung von Schwédmmen ist, wird kontrovers
diskutiert.'”*'> Aus Sicht der Naturstoffchemiker stellt sie jedoch vielfach ein niitzliches
Hilfsmittel dar, gerade in Féllen, in denen verglichen werden soll, ob zwei Individuen einer
Art angehoren oder nicht.

SchlieBlich sei noch einmal darauf hingewiesen, dass sich im Spurenbereich der Extrakte
durchaus noch interessante Verbindungen befinden kénnen. Eine genaue Analyse sémtlicher
unbekannter Spurenkomponenten hitten den Rahmen der vorliegenden Arbeit bei weitem
tiberstiegen, jedoch wurde z.B. im Fall von Isops phlegraei gezeigt, dass sich auch unter den

Spurenkomponenten neue und bemerkenswerte Substanzklassen finden lassen.
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9. Zusammenfassung

Obwohl die marine Naturstoffchemie ein relativ junges Forschungsgebiet ist, hat sie in den
letzten 30 Jahren stetig an Bedeutung gewonnen. Besonderes Interesse wurde von Anfang an
den Schwimmen gewidmet, die sich als Produzenten einer Vielzahl ungewohnlicher
Naturstoffe erwiesen haben.

Die vorliegenden Arbeit befaf3t sich mit der Identifizierung neuer Naturstoffe aus borealen
Schwidmmen, wobei ein Schwerpunkt auf Schwidmme der Familie Geodiidae gelegt wurde.
Aus den drei Arten Isops phlegraei, Geodia barretti und Pachymatisma johnstonia konnten
strukturell recht unterschiedliche Verbindungen isoliert und charakterisiert werden.

Die unpolaren Extrakte des Schwamms Isops phlegraei enthielten drei chemisch verwandte
Spurenkomponenten mit  auffilligen, unbekannten Massenspektren. Mit  Hilfe
hochauflésender Massenspektrometrie konnte die molekulare Zusammensetzung der

Verbindungen bestimmt werden. Durch unabhingige Synthese wurden die Substanzen als

O 23a: R= 1‘{\/\/\/\/\)\/
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0
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2-(12-Methyltetradecyl)-furan-3-on (23a, Hauptkomponente) und 2-(13-Methyltetradecyl)-
furan-3-on (23b) identifiziert.

Durch Uberlegungen zur Biosynthese dieser beiden Substanzen wurde 2-(12-Methyltridecyl)-
furan-3-on (41) als Struktur der dritten Komponente postuliert. Auch diese Struktur wurde
Durch Synthese bewiesen. Die 2-Alkyl-furan-3-one 23a, 23b und 41 reprisentieren als
,verkappte* 4-Hydroxy-3-oxo-alkanale Vertreter einer bisher unbekannten Naturstoffgruppe.
Aus Geodia barretti ist seit 1986 ein bromiertes Alkaloid mit dem Namen Barettin bekannt,
dem die Struktur 3-(6-Bromo-1H-indol-3-ylmethylene)-hexahydro-pyrrolo[1,2-a]pyrazin-1,4-

dion (57) zugeordnet wurde.”®”

(0] 0]
HN HN NH,
BN YQ e
H (0] H 0] NH
57 58

Im Zuge der vorliegenden Arbeit konnte Barettin erneut isoliert werden und die Struktur, N-

{3-[(6-Brom-1H-indol-3-ylmethylen)-3,6-dioxo-piperazin-2-yl]-propyl } -guanidin  (58), mit
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Hilfe der NMR-Spektroskopie und massenspektroskopischer Methoden ermittelt werden.
Barettin ist ein Diketopiperazin aus einem bromierten Tryptophanderivat sowie Arginin und

nicht Prolin, wie urspriinglich vermutet wurde.

Der polare Extrakt des Schwamms Pachymatisma johnstonia erwies sich als reich an
Gylcolipiden, welche dhnliche Strukturen mit leichten Modifikationen aufweisen und dadurch
eine Substanzbibliothek im Sinne der kombinatorischen Chemie bilden.

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der nachgewiesenen Substanzen war es nicht moglich,
Reinsubstanzen zu isolieren. Deswegen wurden Kombinationen aus Spaltungs- und Derivati-
sierungsreaktionen in Verbindung mit gaschromatographischen, massenspektrometrischen
und NMR-spektroskopischen Experimenten angewandt, um aus dem Gemisch die Strukturen
der Zucker- und der Aglyconbestandteile des Glycolipids zu bestimmen. Alle Glycolipide
bestehen aus je einem Tetrasaccharid und einem Aglycon. Im Gemisch konnten zwei
verzweigte Tetrasaccharide (TS-1 und TS-2) nachgewiesen werden. TS-1 besteht aus Xylose,
Galactose und zweimal Glucose wihrend TS-2 eine Galactose- und drei Glucoseeinheiten

aufweist. Im Glycolipidgemisch tragen diese Tetrasaccharide unterschiedliche Anzahlen von

Acetylgruppen.
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Im Fall der Aglycone konnten mehrere eng verwandte Substanzen verschiedener Massen
nachgewiesen werden. Alle Aglycone bestehen aus Alanin, welches amidisch mit einer
Hydroxy- oder Dihydroxy-oxo-carbonsdure verkniipft ist. Durch die Synthese -einer
Vergleichssubstanz konnte die Position der Ketogruppe festgelegt werden. Sie ist in allen
Aglyconen relativ zur Sdurefunktion identisch. Die Linge der Carbonsdure variiert jedoch
ebenso wie die Position(en) der Hydroxyfunktion(en). Durch Spaltungsreaktionen konnte
gezeigt werden, dass sich die Hydroxyfuntionen sechs oder sieben Kohlenstoffatome vom

Kettenende entfernt befinden und dass eine Methylverzweigung des Rests vorliegen muss.

98



Q ||_I Q R: C1oH19(OH),
R CoHOH
H
O)KVN\H/\/\/\/\/\/\)K/ CaHaOH
@ C13H25(OH),

Obwoh!l #hnliche Glycolipide aus verwandten Arten bekannt sind,®>' wurde eine

Substanzbibliothek des hier beschriebenen Typs bislang noch nicht publiziert.

Im letzten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die leichtfliichigen Bestandteile von sechs
Schwammarten analysiert und miteinander verglichen. Vier der untersuchten Arten gehorten
der Familie Geodiidae an, die beiden anderen Arten waren nicht nidher verwandt.

Schwammtypische Cholestrol-Derivate mit modifizierten Seitenketten und Fettsduren mit
Kettenldngen zwischen 14 und 19 Kohlenstoffatomen stellten die Hauptkomponenten in allen
untersuchten Extrakten dar. Im Fall der Sterole konnte ein familientypisches

Verteilungsmuster fiir die Arten der Familie Geodiidae festgestellt werden.
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10. Summary

Although a relative young research field, marine natural products chemistry gained more and
more importance during the last 30 years. Especially sponges were found to be sources of a
variety of unusual natural products.

This thesis deals with the identification of new natural products from boreal sponges. A focus
was made on sponges of the family Geodiidae. From three species, Isops phlegraei, Geodia
barretti and Pachymatisma johnstonia, new substances belonging to different classes of
compounds were isolated and identified.

In non polar extracts of the sponge Isops phlegraei traces of three new, structurally related
components with unknown mass spectra were found. The atomic composition was determined
by high resolution mass spectrometry. Independent synthesis proved the main compound to
be 2-(12-methyltetradecyl)-furan-3-one (23a) while a minor component was shown to be 2-

(13methyltetradecyl)-furan-3-one (23b)

O 23a: R= 1‘{\/\/\/\/\)\/
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Considering the possible biosynthesis of the two identified compounds, 41 was proposed to be
the structure of the third component, which was veryfied by independent synthesis. The
identified 2-alkyl-furan-3-ones 23a, 23b and 41 can be considered as the condensation
products of 4-hydroxy-3-oxoaldehydes and represent a so far unknown group of natural
products.

In 1986, a brominated alkaloid from the sponge Geodia barretti, was published and called
barettin. The structure of this compound was believed to be 57. However, independent

78,79

synthesis proved this assignment to be wrong. During the present investigations barettin

was reisolated, and the structure 58 was deduced by NMR spectroscopic and mass

spectrometric experiments.

(0] (0]
HN HN NH,
BN YQ e S
H (0] H (0] NH
57 58
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Barettin represents a diketopiperazine including a brominated tryptophane derivative and
arginine, not proline as originally proposed.

Polar extracts of the sponge Pachymatisma johnstonia contained a large number of
glycolipids with similar, slightly modified structures which form a library in terms of
combinatorial chemistry.

Due to the similarity of the structures, separation of pure compounds was impossible.
Therefore, cleavage reactions and further derivatisations were used in combination with gas
chromatographic and mass spectrometric as well as NMR spectroscopic methods to determine
the structure of the glycolipds” sugar- and aglycon moiety.

All glycolipids consist of a tetrasaccharide and a long chain, oxygenated aglycone. Two
different branched tetrasaccharides (TS-1 and TS-2) were shown to be present. TS-1 is
composed of xylose, galactose and two units of glucose while TS-2 consists of galactose and
three glucose units. In the glycolipid mixture these tetrasaccharides carry a varying number of

acetyl groups.
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Regarding the aglycones, a number of related components with different masses could be
detected. All components consist of alanine which is linked to a long chain hydroxy- or
dihydroxy-oxo-carboxylic acid. The relative position of the keto function to the carboxyl
group is identical in all aglycons, whereas the length of the carboxylic acid and the position(s)
of the hydroxy group(s) may differ. In addition, the variable rest of the agylcone may be
methyl branched. Although similar glycolipds are known from related sponge species,””' no
comparable library has yet been known.

In the final part of this thesis volatile compounds of six sponge species were analysed and
compared. Four of these sponges belonged to the family Geodiidae, the others were not
related. Main components in all extracts were sponge specific cholesterol derivatives and fatty

acids. The members of the family geodiidae showed a typical distribution pattern of the

sterols.
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11. Experimenteller Teil

11.1. Allgemeines

NMR-Spektroskopie:

NMR-Spektren wurden an den Gerdten AMX 400 (400 MHz fiir Protonen- und 101 MHz fiir
PC-Spektren) und DRX 500 (500 MHz fiir Protonen-Spektren) der Firma Bruker
aufgenommen. In Ausnahmefillen wurde das Gerdit Avance DRX 700 (700 MHz fiir
Protonen-Spektren) der Firma Bruker eingesetzt. Kalibriert wurde auf das jeweilige Losungs-

mittelsignal oder auf den zugesetzten internen Standard Tetramethylsilan (TMS, 6=0).

Gaschromatographie:

Gaschromatographische Untersuchungen wurden mit Hilfe eines HP 6890 Gaschroma-
tographen der Firma Agilent mit Split/Splitless-Injektor und Flammenionisationsdetektor
(FID), sowie eines Gaschromatographen der Firma SatoChrom mit Split/Splitless-Injektor
und Flammenionisationsdetektor (FID) durchgefiihrt. Als Triager- und als Brenngas diente
Wasserstoff. Es wurde mit Hilfe folgender Kapillarsdulen getrennt:

e 30mHPI, ID 0.25 mm, FD 0.25 pum (Hersteller: Agilent)

e 60 m CPSil 8 Low Bleed/MS, ID 0.25 mm, FD 0.25 pm (Hersteller: Varian)

e 25 m Hydrodex®-B-6-TBDM, ID 0.25 mm, FD nicht angegeben (Hersteller:

Macherey-Nagel)

Gaschromatographie-Massenspektrometrie / Direkteinlal} EI-Massenspektrometie:

Gaschromatographisch-massenspektrometrische Untersuchungen wurden mit folgenden GC-
MS-Kopplungen mit lonenstoBionisation (70 eV) und Helium als Tragergas durchgefiihrt:

e Dem Sektorfeldmassenspektrometer VG 70/70 E der Firma VG Analytical mit
vorgeschaltetem Gaschromatographen HP 6890 der Firma Agilent mit Split/Splitless-
Injektor.

e Sektorfeldmassenspektrometer VG 70/250 SE der Firma VG Analytical mit
vorgeschaltetem Gaschromatographen HP 5980 der Firma Hewlett-Packard,
ausgeriistet mit Split/Splitless-Injektor sowie on-column-Injektor. Mit diesem Gerit
wurden auch die DirekteinlaBB-EI-Massenspektren gemessen.

e Quadrupolmassenspektrometer MD 800 mit vorgeschalteten Gaschromatographen GC

8060 (ausgeriistet mit Split/Splitless-Injektoren) der Firma Fisons.
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Trennungen wurden mit folgenden Kapillarsdaulen durchgefiihrt:
e 30m DBS5 MS, ID 0.25 mm, FD 0.25 pum (Hersteller: J&W Scientific)
e 60 m Optima5 MS, ID 320um, FD 0.25um (Hersteller: Macherey und Nagel)
e 60 mDBI MS, ID 0.25 mm, FD 0.25 um (Hersteller: J&W Scientific)
e 60 m CPSil 8 Low Bleed/MS, ID 0.25 mm, FD 0.25 um (Hersteller: Varian)

Elektrospray-Tandemmassenspektrometrie:

Massenspektrometrische Untersuchungen von Losungen wurden an der Sektorfeld-Ionen-
fallen-MS-MS-Kopplung MAT 95 der Firma ThermoQuest vorgenommen. Ionisation erfolgte
durch Elektrospray. Die Probe wurde der Quelle mittels einer Spritzenpumpe mit Flufraten
zwischen 2 und 20 pl/min (bei 2 pl/min wurde ohne sheath-Gas gearbeitet) zugefiihrt, als
Losungsmittel dienten Methanol/Wasser Gemische oder Isopropanol. Das Kapillar-Potential

lag zwischen 2.8 und 3.5 kV, die Quellentemperatur zwischen 250 und 280°C.

HPLC:
Fiir die Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie wurde eine analytische Anlage von Merck
Hitatchi mit der Pumpe L-6200 Intelligent Pump und des Dioden-Array-Detectors (DAD) L-
4500 Diode Array Detector sowie eine praparative Anlage ebenfalls von Merck Hitatchi mit
der Pumpe L-7150 und dem UV-Detektor L-4000 UV-Detector verwendet. Als mobile Phase
dienten Methanol/Wasser- und Acetonitril/Wasser-Gemische. Die FluBiraten lagen im Fall der
analytischen Anlage zwischen 1 und 2 ml / min, im Fall der préparativen Anlage zwischen 10
und 15 ml / min. Folgende Trennsdulen wurden verwendet:

e Lichrosphere 100 RP18 (5um), Lange 250 mm, ID 4 mm (Hersteller : Merck)

e Lichrosorb NH, (7um), Lange 250 mm, ID 7 mm (Hersteller : Merck)

e Kromasil 5 NH2 (S5um), Lange 250 mm, ID 21.2 mm (Hersteller : Phenomenex)

o Kromasil 5 C18 (5um), Lange 250 mm, ID 21.2 mm (Hersteller : Phenomenex)

Drehwertbestimmunag:

Die Drehwerte optisch aktiver Substanzen wurden mit dem Polarimeter 341 der Firma Perkin-

Elmer in 10 cm Kiivetten bei einer Wellenldnge von 589 nm bestimmt.

Dinnschichtchromatographie:

Fiir die Diinnschichtchromatographie wurden fertig beschichtete Aluminiumfolien der Firma

Merck verwendet. Die Detektion erfolgte unter UV-Licht, mit Iod oder mit Anisaldehyd-
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Reagenz (Anisaldehyd, Schwefelsdure, Essigsdure (je 2 Vol%) in Ethanol) und

anschlieBendem Erwirmen.

Saulenchromatographische Trennungen:

Sdulenchromatograhische Trennungen wurden, wenn nicht anders erwdhnt an Kieselgel
(PartikelgroBe 32-63 pm, PorengroBe 60 A) der Firma ICN mit 0.2 bar Uberdruck

durchgefiihrt. Die jeweiligen Laufmittel sind den Versuchsvorschriften zu entnehmen.

Schmelzpunktbestimmungen

Schmelzpunkte wurden mit dem ,,Schmelzpunkt Bestimmer apotec®* der Firma Kleinfeld

Labortechnik bestimmt.

Reaktionen mit hydrolyseempfindlichen Substanzen:

Reaktionen mit hydrolyseempfindlichen Substanzen wurden mit wasserfreien Losungsmitteln

und unter Argon-Schutzgasatmosphéire durchgefiihrt.

Reagenzien und Lésungsmittel:

Die fiir die Extrakte und fiir deren chromatographische Trennung verwendeten Losungsmittel
wurden von der Firma Merck in SupraSolv bzw. LichroSolv Qualitdt bezogen. Wasserfreie
Losungsmittel wurden entweder bei den Firmen Merck, Aldrich, Acros oder Fluka erworben
oder nach den gingigen Methoden absolutiert.'**

Die fiir die Synthesen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Aldrich,
Fluka und Bachem bezogen und wenn nicht anders erwdhnt ohne vorherige Reinigung

eingesetzt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Erstellung von Schwammextrakten

20 g Schwamm (Nassgewicht) werden mit 100 ml Aceton versetzt und mit Hilfe eines
Schneidstabes homogenisiert. Das Homogenisat wird in zwei 100 ml Zentrifugengldser
umgefiillt und 10 min im Ultraschallbad extrahiert. Darauf wird 5 min lang bei 2500 U/min
zentrifugiert. Die tiberstehende Losung wird abgenommen, der Riickstand mit je 20 ml
Aceton versetzt und mit einem Spatel aufgelockert. Danach wird erneut fiir 10 min im
Ultraschallbad extrahiert und zentrifugiert. Diese Prozedur wird nochmals wiederholt. Der
vereinigte Acetonextakt wird am Rotationsverdampfer eingeengt (300 mbar, 35 °C
Wasserbadtemperatur, dann den Druck langsam bis auf 190 mbar verringern). Der
zuriickbleibende wissrige Extrakt wird mit 50 ml Wasser versetzt und im Scheidetrichter

dreimal mit je 20 ml Dichlormethan extrahiert. Der Dichlormethanextrakt wird iiber 1 g
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MgSO,4 getrocknet, filtriert, und das Filterpapier sowie der Kolben werden mit 10 ml
Dichlormethan gespiilt. Es wird am Rotationsverdampfer eingeengt (35 °C, 600 mbar, dann
den Druck bis auf 100 mbar vermindern, 3 mal beliiften und wieder kurz Vakuum bis auf 100
mbar anlegen).

Der wéssrige Extrakt wird dreimal mit je 20 ml n-Butanol extrahiert. Wenn nétig, wird zur
Phasentrennung zentrifugiert. Der vereinigte Butanolextrakt wird am Rotationsverdampfer

eingeengt (35 °C, 10 mbar) und anschlieBend eine Stunde lang an der Olpumpe getrocknet.

11.2. Synthesen und Herstellung der Extrakte zu Kapitel 5

Herstellung des in Kapitel 6 diskutierten Extrakts von Isops phlegraei

20 g Schwamm (POS30VII9918J-1-6¢) wurden mit 100 ml Methanol versetzt und mit Hilfe
eines Schneidstabes homogenisiert. Das Homogenisat wurde 10 min im Ultraschallbad
extrahiert und anschlieBend 5 min lang bei 2500 U/min zentrifugiert. Die iiberstehende
Losung wurde abgenommen, der Riickstand mit je 20 ml Methanol versetzt und mit einem
Spatel aufgelockert. Es wurde erneut fiir 10 min im Ultraschallbad extrahiert, zentrifugiert
und die Prozedur ein drittes Mal wiederholt. Der vereinigte Methanolextakt wurde im
Vakuum eingeengt. Der zuriickbleibende hauptsidchlich wiéssrige Extrakt wurde mit 50 ml
Wasser versetzt und im Scheidetrichter zunédchst dreimal mit je 20 ml Pentan extrahiert,
anschliefend dreimal mit je 20 ml Dichlormethan und abschliefend dreimal mit je 20 ml 1-
Butanol extrahiert.

Der Petanextrakt wurde im Vakuum auf ca. 0.5 ml eingeengt und iiber 5 g Kieselgel
sdulenchromatographisch in Fraktionen von je ca. 2 ml aufgetrennt (Laufmittel: 5 ml Pentan,

dann mit Pentan/Ethylacetat 10:1).

2-(3-Butin-1-yloxy)-tetrahydropyran (33) Q\ /%
10.8 ml (10.0 g, 142.7 mmol) 3-Butin-1-ol wurden in ca. 100 ml abs. O
Dichlormethan vorgelegt, mit einer Spatelspitze p-Toluolsulfonsdure versetzt und auf -5°C
gekiihlt. 14.2 ml (13.2 g, 157.0 mmol) Dihydropyran wurden langsam zugetropft, so dass die
Temperatur nicht tiber 0°C stieg. Nach einer Stunde férbte sich die Reaktionslosung dunkel.
Es wurden ca. 100 ml Pentan zugegeben und vier Mal mit gesittigter NaHCOj3-Losung

gewaschen bis pH 8 erreicht war. Die wissrige Phase wurde dreimal mit Ether extrahiert, die

vereinigten organischen Phasen iiber MgSO4 getrocknet und eingeengt. Das zuriickbleibende
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gelbe Ol wurde im Wasserstrahlvakuum destilliert (Sdp.: 73-75°C). Es wurden 15.49 g (100.4

mmol) 33 alsr farblose Fliissigkeit erhalten, das entspricht einer Ausbeute von 70%.

"H-NMR [400 MHz, CDCl;3] 8[ppm]:1.48-1.89 (m, 6H, C3-H, /C4-H, / C5-Hy); 1.98 (¢, 1H,
J= 2.5 Hz, C4'-H); 2.49 (dt, 2H, J= 6.6 Hz/2.5 Hz, C2’-H); 3.47-3.55 (m, 1H, C6-H,); 3.57
(dt, 1H, J= 9.7 Hz/7.1 Hz, C1’-H,), 3.84 (dt, 1H, J= 9.7 Hz/7.1 Hz, C1'-Hy), 3.84-3.92 (m,
1H, 6-Hy); 4.65 (dd, 1H, J= 4.1 Hz/ 3.0 Hz, C2-H)

3C-NMR [101 MHz, CDCl5] 8[ppm]: 19.41 / 19.97 / 25.44 / 30.56 (t, C2'/C3/C4/C5); 62.23
/65.55 (t, C6/C17), 69.21 (d, C4"), 81.45 (s, C3"), 98.79 (d, C2)

MS (EI, 70 eV)[m/z]: 38 (2), 39 (13), 40 (5), 41 (28), 42 (3), 43 (11), 44 (2), 50 (2), 51 (5),
52 (6), 53 (35), 54 (6), 55 (16), 56 (16), 57 (15), 65 (1), 66 (3), 67 (21), 68 (2), 69 (2), 70 (1)m
71 (3), 77 (1), 79(9), 80 (1), 81 (2), 82 (1), 83 (6), 84 (2), 85 (100), 86 (6), 95 (4), 96 (8), 97
(2), 98 (3), 99 (10), 100 (3), 101 (4), 109 (2), 115 (1), 125 (2), 126 (1), 154 (M, 0.1)

1-lodpentadecan (32)

3.1 g (20.6 mmol) wasserfreies Natriumiodid und 4.0 g (13.8 mmol) 1-Brompentadecan
wurden in 100 ml abs. Aceton gelost und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Aceton wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand mit ca. 400 ml Petrolether/Wasser 1:1
versetzt. Die organische Phase wurde dreimal mit Wasser und einmal mit gesittigter NaCl-
Losung gewaschen, iiber MgSO4 getrocknet und eingeengt. Die Reinheit des Produkts wurde
gaschromatographisch iiberpriift, eine weitere Aufreinigung war nicht notig. Es wurden 4.4 g

(13 mmol) erhalten, das entspricht einer Ausbeute von 94 %.

"H-NMR [400 MHz, CDCl;] 8[ppm]: 0.88 (t, 3H, J=6.9 Hz, -C15H3); 1.26 (br, 24H, C3-
C14H,); 1.79-1.85 (m, 2H, C2-H,); 3.19 (t, 2H, J= 7.1 Hz, C1-H,)

BC-NMR [101 MHz, CDCl;] 8[ppm]: 7.71 / 23.11 / 28.96 / 29.78 / 29.97 / 30.04 / 30.07 /
30.10/30.94 /32.34 / 34.01 (t, C1-C14); 14.53 (q, C15)

MS (EL 70 eV)[m/z]: 39 (5), 40 (2), 41 (33), 42 (7), 44 (61), 44 (2), 53 (2), 54 (2), 55 (23),

56 (8), 57 (89), 58 (5), 67 (3), 68 81), 69 (16), 70 (5), 71 (100), 72 (5), 83 (4), (84 (1), 85 (43),
86 (2), 97 (1), 99 (8), 127 (3), 141 (2), 155 (6), 211 (M'-1, 0.3)
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2-(3-Nonadecin-1-yloxy)-tetrahydropyran (30) Q

Zu einer Losung von 1.88 g (12.2 mmol) 2-(3-Butin-1- >0 OW
yloxy)-tetrahydropyran (33) in 15 ml abs. THF wurden bei 0°C 8.03 ml (12.85 mmol) einer
15 %igen n-Butyllithiumlosung in Hexan langsam getropft und zwei Stunden lang bei 0°C
geriihrt. AnschlieBend wurden 4.4 g (13 mmol) 1-Iodpentadecan (32) in 25 ml abs. DMPU
langsam zugetropft und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung
wurde in Eiswasser gegeben und vier Mal mit Petrolether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSO,4
getrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel
(Laufmittel PE/EE 20:1) gereinigt. Es wurden 1.3 g (3.6 mmol) 30 erhalten, das entspricht

einer Ausbeute von 30 %.

"H-NMR [400 MHz, CDCl;] 8[ppm]: 0.88 (t, 3H, J= 6.9 Hz, -CHs); 1.13-1.41 (br, 24H, C7’-
C18°Hy); 1.41-1.64 (m, 6H, C3H»/C4H/C5Ha); 1.67-1.76 (m, 1H, C6'H,); 1.78-1.90 (m, 1H,
C6'Hp); 2.09-2.19 (m, 2H, C5'H); 2.41-2.50 (m, 2H, C2'Hy); 3.43-3.58 (m, 2H, C6-H,/ C1'-
H.,), 3.75-3.83 (m, 1H, C1'-Hy); 3.85-3.91 (m, 1H, C6-Hy); 4.64 (dd, 1H, J= 4.1 Hz/ 3.0 Hz,
C2-H)

BC-NMR [101 MHz, CDCl3] 8[ppm]: 14.51 (q, C197); 19.16 / 19.83 / 20.67 / 23.09 / 25.88 /
29.28 /29.43 / 29.60 / 29.77 / 29.97 / 30.07 / 31.01 / 32.33 (t, C3/C4/C5/C2'/C5’-C18");
62.56 / 66.67 (t, C6 und C1°); 81.80 (s, C3'und C4°); 99.12 (d, C2)

MS (EL 70 eV)[m/z]: 39 (8), 40 (9), 41 (35), 42 (6), 43 (31), 44 (16), 55 (21), 56 (6), 57 (20),
67 (29, 68 (8), 69 (15), 71 (7), 73 (7), 77 (6), 79 (11), 80 (6), 81 (17), 82 (7), 83 (12), 84 (7),
85 (100), 86 (6), 91 (6), 93 (6), 95 (10), 96 (5), 97 (8), 101 (9), 109(6), 115 (6)

2-(Nonadecan-3,4-dion-1-yloxy)-tetrahydropyran (29) O

800 mg (2.2 mmol) 2-(3-Nonadecin-1-yloxy)-tetra- O O/\)J\H/\W

O
hydropyran (30) wurden in 20 ml Acetonitril/Tetra-

chlorkohlenstoff (1:1) gelost. Dazu wurden eine Losung von 1.93 g (9.02 mmol) Natrium-
meta-periodat in 15 ml Wasser sowie 8.8 mg (0.07 mmol) Ruthenium(VI)oxid gegeben und
es wurde bei Raumtemperatur kréftig geriihrt (DC-Kontrolle; Eluens: PE/EE, 9:1). Nach
Beendigung der Reaktion (2 Stunden) wurden durch Zugabe von 50 ml Wasser die
anorganischen Salze gelost. Die wéssrige Phase wurde zwei Mal mit je 100 ml Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 2N Natronlauge sowie gesittigter

NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Da sich das Produkt auf Kieselgel
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zersetzte wurde auf eine sdulenchromatograhische Reinigung verzichtet und das Rohprodukt
in der folgenden Reaktion eingesetzt. Es wurden 0.62 g (1.6 mmol) des Produkts erhalten, das

entspricht einer Ausbeute von 71 %.

"H-NMR [400 MHz, CDCl;] S[ppm]: 0.87 (t, 3H, J= 6.9 Hz, -CHs); 1.25 (br, 26H, C6’-
CI18°Hy); 1.45-1.77 (m, 6H, C3Hy/CAHL,/C5H,); 2.74 (t, 2H, J=7.4 Hz, C5'Hy); 2.98-3.04 (m ,
2H, C2'H,); 3.45-3.53 (m, 1H, C6HL); 3.69-3.76 (m, 1H, C1'H,); 3.78-3.85 (m, 1H, C6Hy);
4.07-3.99 (m, 1H, C1'Hp); 4.60 (dd, 1 H, J= 4.1 Hz/ 3.0 Hz, C2-H)

BC-NMR [101 MHz, CDCl;] 8[ppm]:14.13 (g, C19"); 19.30 / 25.37 / 31.94 (t, C3/C4/C5);
29.16/29.37 /29.45 /29.61 / 29.68 / 30.48 (t, C6'-C18"); 35.93 / 36.67 (t, C2'/C5"); 62.09 /
62.14 (t, C2/C1°); 98.89 (d, C6); 198.26 / 199.73 (s, C3’,C4")

MS (EL 70 eV)[m/z]: 39 (3), 41 (29), 42 (4), 43 (27), 44 (2), 53 (1), 55 (21), 56 (7), 57 (23),
58 (1), 67 (6), 69 (6), 70 (2), 71 (15), 81 (4),83 (7), 84 (4), 85 (100), 86 (5), 95 (5), 97 (3), 98
(3), 99 (2), 101 (4), 109 (3), 111 (2), 112 (1), 123 (2), 140 (5), 157 (4), 158 (6), 239 (5), 296
(M", 0.02)

2-Methoxy-2-pentadecyltetrahydrofuran-3-on (28) o

OMe
70 mg (0.18 mmol) 2-(Nonadecan-3,4-dion-1-yloxy)-tetrahydropyran (29) %
O
11

wurden in 2 ml abs. Methanol geldst und mit 4 mg p-Toluolsulfonsdure

versetzt. Es wurde zwei Stunden lang bei 40 °C geriihrt. Nach Zusatz einer Spatelspitze
NaHCO; wurde im Vakuum bis zur Trockne eingeengt und in Ether und Wasser
aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mehrmals mit Ether extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Laufmittel: Dichlormethan) wurden 48.3

mg (0.15 mmol) des Produkts erhalten, das entspricht einer Ausbeute von 83 %.

"H-NMR [400 MHz, CDCl3] 8[ppm]: 0.87 (t, 3H, J= 6.9 Hz, C"15Hz); 1.11-1.20 (m, 1H,
C2'H,); 1.20-1.32 (br, 24H, C3'H,-C14'H,); 1.32-1.45 (m, 1H, C2'Hy), 1.66-1.74 (m, 1H,
C1'H,); 1.78-1.85 (m, 1H, C1'Hp); 2.41-2.52 (m, 1H, C4H,); 2.53-2.61 (m, 1H, C4Hy); 3.27
(s, 3H, -O-CHz); 4.13-4.25 (m, 2H, C5H,)

BC.NMR [101 MHz, CDCls] 8[ppm]: 14.12 (q, C'15); 22.70 / 23,14 / 29.37 / 29.43 / 29.53 /

29.63 /29.66 / 29.69 / 29.78 / 30.41 /30.92 / 31.94 (t, C1'-C14"); 34.80 (t, C5); 49.34 (q, -O-
CHs); 62.13 (t, C4); 101.07 (s, C2), 209.51 (s, C3)
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MS (EI, 70 eV)[m/z]: 39 (5), 41 (44), 42 (11), 43 (62), 44 (2), 45 (3), 53 (4), 55 (77), 56 (14),
57 (42), 59 (24), 67 (9), 68 (4), 69 (29), 70 (5), 71 (15), 72 (2), 74 (94), 75 (12), 79 (3), 81 (8),
82 (3), 83 (20), 84 (27), 85 (9), 87 (75), 88 (6), 93 (3), 95 (8), 96 (3), 97 (25), 98 (17), 99 (6),
100 (3), 101 (8), 102 (37), 103 (4), 107 (2), 109 (4), 110 (2), 111 (13), 112 (5), 113 (3); 115
(100), 116 (8), 117 (1), 121 (3), 123 (3), 125 (4), 126 (1), 129 (9), 130 (1), 135 (3), 137 (1),
139 (3), 143 (9), 144 (2), 149 (2), 153 (2), 157 (4), 158 (1), 171 (6), 172 (1), 185 (3), 199 (3),
213 (2), 219 (3), 227 (5), 237 (3), 241 (2), 255 (2), 269 (2), 271 (5), 294 (1), 295 (2), 298 (6),
299 (1), 326 (M", 0.1)

2-Pentadecyl-2,3-dihydro-2H-furan-3-on (23) O

35 mg (0.1 mmol) 2-Methoxy-2-pentadecyltetrahydrofuran-3-on (28) U\/W
wurden in 10 ml Toluol geldst, mit einer Spatelspitze p- © 11
Toluolsulfonsdure versetzt und kurz (mit Hilfe eines HeiBluftfons) zum Sieden erhitzt.
Anschliefend wurde (warm) auf ges. NaHCO; Losung gegeben und mehrfach mit Ether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgSO4 getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch an RP18-Kieselgel

(Laufmittel: Methanol) gereinigt. Die Ausbeute betrug 28 mg (0.95 mmol; 95 %).

"H-NMR [400 MHz, Benzol-Dg] 8[ppm]: 0.92 (t, 3H, J= 6.9 Hz, C'15H;); 1.08-1.39 (br, 24
H, C3'H,-C14'Hy); .1.45-1.56 (m, 2H, C2'Hy); 1.73.1.82 (m, 2H, C1'H,); 3.93 (dd, 1H, J=4.1
Hz/8.1Hz, C2H); 5.23 (d, 1H, J=2.5 Hz, C4H); 7.21 (d, 1H, J=2.5 Hz, CSH)

MS (EI, 70 eV)[m/z]: 39 (3), 41 (21), 42 (3), 43 (18), 53 (2), 54 (8); 55 (17), 56 (3), 57 (8),
67 (4), 68 (1), 69 (7), 70 (2), 71 (10), 79 (1), 81 (2), 84 (100), 85 (6), 95 (1), 97 (69), 98 (4),
99 (1), 110 (1), 111 (5), 125 (1), 294 (M", 3)

10-Benzyloxy-1-decanol (35) @/\O/W\OH
8

6.88 g (172 mmol) NaH Suspension (60% in Paraffin) wurden

dreimal mit Hexan gewaschen und in 200 ml abs. DMF suspendiert. Die Suspension wurde
auf 0°C gekiihlt, bei dieser Temperatur tropfenweise mit einer Losung von 30 g (172 mmol)
1,10-Decandiol in 300 ml abs. THF und 100 ml abs. DMF versetzt und zwei Stunden lang
geriihrt. AnschlieBend wurden 20 ml (168 mmol) Benzylbromid hinzugetropft. Nach Riihren
tiber Nacht bei Raumtemperatur wurde bei 0°C mit 300 ml Eiswasser versetzt und dreimal mit
Ether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung
gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch an

Kieselgel gereinigt. (Laufmittel zuerst PE:EE 4:1, dann PE:EE 1:1). Es wurden 20 g
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(76 mmol) 10-Benzyloxy-1-decanol in Form eines farblosen Ols erhalten, das entspricht einer

Ausbeute von 44 %.

"H-NMR [400 MHz, CDCl3] 8[ppm]: 1.26-1.40 (br, 12 H, C3-C8H,-); 1.49 (s, 1H, -OH);
1.51-1.65 (m, 4 H, C2H, und C9H,); 3.46 (t, 2 H, J=6.6 Hz, C10H,); 3.62 (t, 2 H, J=6.6 Hz,
C1H,); 4.49 (s, 2H, Ph-CHy); 7.25-7.35 (m, 5 H, arom. H)

BC-NMR [101 MHz, CDCl;] 8[ppm]: 26.15 / 26.60 / 29.82 / 29.87 / 29.93 / 29.95 / 30.18 /
33.21 (t, C2-C9); 63.47 (t, C1); 70.94 (t, C10); 73.27 (t, Ph-C), 127.88 /128.04 /128.76 (d,
arom. C); 139.13 (s, arom. C)

MS (EI, 70 eV)[m/z]: 39 (8), 41 (31), 42 (7), 43 (13), 44 (1), 45 (1), 51 (3), 52 (1), 53 (3), 54
(3), 55 (31), 56 (5), 57 (6), 63 (2), 65 (17), 66 (1), 67 (11), 68 (3), 69 (15), 70 (3), 71 (5), 77
(7), 78 (3), 79 (13), 80 (2), 81 (15), 82 (3), 84 (1), 85 (2), 89 (3), 91 (100), 92 (38), 93 (3), 95
(14), 96 (1), 97 (2), 104 (4), 105 (4), 107 (79), 108 (16), 109 (2), 246 (0.3, M"-18), 264 (0.01,
M)

9-Benzyloxy-1-nonanol (46) @AOAWOH
7

Die Synthese wurde analog zu der von 10-Benzyloxy-1-decanol

(35) durchgefiihrt. Es wurden 30 g (187.5 mmol) 1,9-Nonandiol, 7.5 g (188 mmol) NaH-
Suspension (60 % in Parrafin) und 20.4 ml (184 mmol) Benzylbromid eingesetzt. Die
Ausbeute betrug 21 g (83.96 mmol), das entspricht 45% der theoretischen Ausbeute.

"H-NMR [400 MHz, CDCL;] O[ppm]: 1.26-1.40 (br, 10 H, -CH,-); 1.52-1.64 (m, 4 H, C2H,
und C8H»); 3.46 (t, 2 H, J=6.6 Hz, C9H,); 3.63 (t, 2 H, J=6.6 Hz, C1H,); 4.50 (s, 2H, Ph-
CH»); 7.247.30 (m, 1H, arom H); 7.32-7.34 (m, 4 H, arom. H)

BC-NMR [101 MHz, CDCl3] 8[ppm]: 26.13 / 26.58 / 29.77 / 29.81 / 29.94 / 30.17 / 33.21 (t,
C2-C8); 63.44 (t, Cl); 70.92 (t, C9); 73.28 (t, Ph-C), 127.88 /128.03 /128.75_ (d, arom. C);
139.13 (s, arom. C)

MS (EI, 70 eV)[m/z]: 39 (3), 40 (2), 41 (11), 42 (2), 43 (4), 44 (1), 51 (2), 53 (1), 54 (2), 55
(17), 56 (3), 57 (4), 63 (1), 65 (9), 67 (8), 68 (2), 69 (9), 70 (2), 71 (4), 77 (4), 78 (2), 79 (93),
80 (1), 81 (15), 82 (2), 83 (3), 85 (1), 89 (2), 91 (100), 92 (28), 93 (2), 95 (3), 97 (1), 104 (3),
105 (3), 107 (52), 108 (10), 232 (0.2, M'-18), 250 (1, M")
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10-Benzyloxydecanal (36)

(0]
In einer Stickstoffatmosphidre wurden 4.9 ml (57 mmol) @AO%H

Oxalylchlorid in 110 ml abs. Dichlormethan gelost. Die Losung

wurde auf -78°C gekiihlt und tropfenweise mit einer Losung von 8.1 ml (114 mmol) DMSO
in 40 ml Dichlormethan versetzt. Nach halbstiindigem Rithren wurden 10 g (38 mmol) 10-
Benzyloxy-1-decanol (35) hinzugetropft und eine weitere Stunde lang geriihrt. 31.9 ml (228
mmol) Triethylamin wurden hinzugetropft, und es wurde auf Raumtemperatur erwérmt. Die
Reaktionslosung wurde in ges. NH4Cl Losung gegossen und mit Ether versetzt. Die wéssrige
Phase wurde dreimal mit Ether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Das Produkt wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE:EE 10:1). Es wurden 8.39 g
(32 mmol) des Produktes in Form eines farblosen Ols erhalten, das entspricht 84 % der
theoretischen Ausbeute.

In einem weiteren Ansatz wurden 4.8 ml (56 mmol) Oxalylchlorid, 8 ml (112 mmol) DMSO,
9.9 g (37.5 mmol) 10-Benzyloxy-1-decanol (35) und 31 ml (224 mmol) Triehtylamin
eingesetzt. Es wurde analog zum ersten Ansatz verfahren und 8.21 g (31 mmol) Produkt (82%

Ausbeute) erhalten.

"H-NMR [400 MHz, CDC