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1. Einleitung

Auf der Suche nach phytoeffektorisch wirksamen Pflanzenstoffen gewannen Mitchell et
al. im Jahre 1970 aus Pollen von Brassica napus L. (Raps) einen als "Brassins"
bezeichneten Extrakt [1-5], der bei Applikation auf junge Bohnenpflanzen starke
wachstumsstimulierende Wirkung zeigte [6]. Durch die Isolierung von 4 mg des bioaktiven
Naturstoffes aus 40 kg Rapspollen durch Grove et al. und der Strukturaufklarung mittels
Rontgenstrukturanalyse wurde 1979 die nach ihrem Vorkommen Brassinolid genannte
Verbindung entdeckt [7]. Novum der ungewoéhnlichen Steroidstruktur ist der
siebengliedrige Lacton-B-Ring, der erstmals bei den naturlich vorkommenden Steroiden
und zudem mit vicinalen Diolfunktionen im Ring-A und in der Seitenkette zusammen
auftrat [8].

Die hohe wachstumsstimulierende Wirkung und die ungewohnlichen Strukturmerkmale
waren Ausgangspunkt flr umfangreiche phytochemische Untersuchungen [9-15]. In
ihrem Verlauf wurden inzwischen Uber 40 weitere endogene Vertreter dieser als Brassino-
steroide bezeichneten Stoffklasse aus verschiedenen Pflanzen isoliert [8,11,16-23].
Geringste Mengen (ng/Pflanze) dieser "botanischen Juvenilhormone" bewirken eine Be-
schleunigung der Zellstreckung und Zellteilung. Speziell férdern sie das Wachstum von
jungem Pflanzengewebe und stimulieren in submikromolaren Konzentrationsbereichen
(1077 bis 10-12M) Differenzierungsprozesse sowie die Photosynthese. Ein weiterer Effekt
nach exogener Applikation ist die Antistre3wirkung [9,24-26], die sich in der Erh6hung der
pflanzlichen Resistenz gegeniiber Strel3faktoren wie Kélte, Trockenheit, Ubersalzung und
pathogener Infektion auflert. Weiterhin umfal3t das multiple physiologische Wirkungs-
spektrum der Brassinosteroide insbesondere Membraneffekte, die Aktivierung
verschiedener Enzyme und die Stimulierung der Bildung spezifischer Proteine [9].

Die biologische Prufung der Brassinosteroide in Testsystemen der klassischen Phyto-
hormone Auxine, Gibberelline und Cytokinine [10,12,27,28] zeigte, dal’ sich die Brassi-
nosteroide keiner dieser Klassen zuordnen lassen. In einigen Auxin-Testsystemen
wurden mit Brassinosteroiden synergistische Interaktionen [29], bei Untersuchungen zur
Genexpression von Soja-Epicotylen ein von Auxinen verschiedener Mechanismus
festgestellt [30,31]. Mit Gibberellinen werden additive Effekte beobachtet und mit
Cytokinin sind die Effekte unterschiedlich [8]. Brassinosteroide und die klassischen
Phytohormone modulieren ihre Wirkung wechselseitig und zeigen Interaktionen mit Licht
und anderen Signalen aus ihrer Umwelt [32-38]. Die Aufnahme durch die Pflanze, der
Transport und die Konjugation erfolgen ahnlich wie bei den klassischen Phytohormonen
[39-42]. Ein wichtiger kausaler Zusammenhang zwischen dem Wachstum einer Pflanze
und Brassinosteroiden konnte durch die Normalisierung von Arabidopsis-Mangelmutanten
nach exogener Applikation von Brassinosteroiden nachgewiesen werden [43-45].
Insgesamt mufl von den Brassinosteroiden als einer neuen Klasse endogener
Phytohormone zuséatzlich zu Auxinen, Gibberellinen, Cytokininen, Abscisinsdure und
Ethylen gesprochen werden.
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Brassinosteroide wurden aus einer groRen Anzahl von Pflanzen isoliert [8,11,16-23]. Aus
diesen vielfaltigen Vorkommen wird auf eine ubiquitére Verbreitung dieser Wachstums-
regulatoren bei den hoheren Pflanzen geschlossen [28,16,18]. So wurden diese
Naturstoffe bei Bedecktsamern (Angiospermen) und in den Pollen und Sprossen von
Nacktsamern (Gymnospermen) gefunden. Sie sind enthalten in den Samen und
Sprossen von einkeimblattrigen (Monokotyledonen) und in Pollen, Samen, Antheren,
Sprossen und Blattern von zweikeimblattrigen Pflanzen (Dikotyledonen). Auch in
wichtigen Kulturpflanzen wie Raps (Brassica napus L.) [7], Reis (Oryza sativa L.) [46-48],
Roggen (Secale sereale L.) [49], Mais (Zea mays L.) [50-52], Tee (Thea sinensis L.)
[53,54], Zuckerribe (Beta vulgaris L.) [55], Sonnenblume (Helianthus annuus L.) [56] und
in Kiefern (Pinus sylvestris Lour., Pinus thunbergii Parl.) [57,58] wurden Brassinosteroide
identifiziert. Auf3erdem wurden Brassinosteroide aus Acker-Schmalwand (Arabidopsis
thaliana (L.) Henyh.) [59-61], den Strobili des Schachtelhalmes (Equisetum arvense L.)
[62], aus Kolonien der Grunalge (Hydrodictyon reticulatum) [63,64], sowie aus
verschiedenen Zellkulturen isoliert [65-68]. In den einzelnen Pflanzenarten kommen dabei
meistens Gemische verschiedener Brassinosteroide vor. Die pro Kilogramm
Pflanzenmaterial isolierten Mengen liegen normalerweise in den oberirdischen
Pflanzenteilen im Nanogrammbereich und in den Samen im Mikrogrammbereich.
Dagegen zeichnen sich Pollen mit hohen Gehalten von mehreren hundert Mikrogramm
pro Kilogramm Pflanzenmaterial aus [9]. Bemerkenswert ist der im Vergleich zu den
Blattern der Wirtspflanze bis zu 300-fach héhere Gehalt an 6-Oxobrassinosteroiden in
Insektengallen der Hamamelidaceae Distylium racemosum [69]. In Wurzeln konnten
bisher keine Brassinosteroide nachgewiesen werden [9].

Eine intensive Bearbeitung erfahren auch praxisrelevante Ansatze [21,70] in der Land-
wirtschaft und im Gartenbau, die sich besonders aus den wachstumsférdernden und
AntistreReigenschaften der Brassinosteroide ergeben [9,11]. Obwohl fir diese Anwen-
dungen nur wenige Milligramm dieser Naturstoffe pro Hektar landwirtschaftliche
Nutzpflanzen wie Getreide, Leguminosen, sowie verschiedene Obst- und Gemiisesorten
eingesetzt werden, wurden Ertragsteigerungen von bis zu 60% beobachtet [21]. Viele
dieser Entwicklungen wurden daher patentiert. Aber auch Antiecdysonwirkung bei
Insekten [71,72] sowie Forderung der Stecklingsbewurzelung bei der Fichte Picea abies
sind von potentieller Praxisrelevanz [73]. Neben diesen Anwendungen wurden in den
letzten Jahren verstarkte Bemihungen zur optimalen Formulierung von Brassinosteroiden
far die Felderprobung unternommen, um Verbindungen mit langanhaltender Aktivitat zu
finden [70,74,75]. Ein strukturmodifiziertes Brassinosteroid, genannt TS303, zeigt
glunstige Effekte bei Keimung, Frucht-, Wurzelbildung und Ertrag fur eine Anzahl von
Nutzpflanzen [70,76-78].

In den letzen Jahren werden zunehmend biochemische und molekularbiologische
Untersuchungen durchgefihrt [79-84]. Neben Biogenese [21,80,82,85] und Metabolismus
[13,41,82,86-97] wird der Charakterisierung des Rezeptors besondere Bedeutung zuteil.
Als wesentlicher Beitrag ist die Auffindung von Brassinosteroid-Mangelmutanten
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[80,98,99] bei Arabidopsis thaliana [43-45,100-104] und Erbse [105,106] zu werten. Aber
auch Arbeiten Uber die Enzymologie des Brassinosteroid-Stoffwechsels [107] und
"Molekular Modeling"-Studien [108,109] werden Beitrage zur molekularen Wirkung liefern.

Da die Gewinnung gréf3erer Mengen der verschiedenen Brassinosteroide am geringen
Gehalt in pflanzlichen Ressourcen scheitert, wurden schon ein Jahr nach der
Strukturaufklarung von Brassinolid drei verschiedene Synthesen entwickelt [110-112]. In
der Folgezeit wurden in enger Verflechtung mit den biologischen Untersuchungen
weitreichende chemische, insbesondere synthetische Arbeiten initiiert. Der dringende
Substanzbedarf fur biologische und in zunehmenden Mal3e auch fir molekularbiologische
Arbeiten lalt diese Synthesebemihungen unvermindert anhalten [8,11,21,113-119].
Schwerpunkte sind die Darstellung natirlich vorkommender Brassinosteroide und ihrer
Strukturanaloga einschlieB3lich deren radioaktiver Markierung [120-124] zur biologischen
Prufung, sowie fir Biogenese- und Metabolismusuntersuchungen.

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit sind Metabolismus-Untersuchungen des
halleschen Arbeitskreises, die zeigten, dal3 24-Epibrassinolid in Zellkulturen von Tomaten
zu 25-[3-D-Glucopyranosyloxy]-24-epibrassinolid metabolisiert wird [88,89]. Fir das freie
25-Hydroxy-24-epibrassinolid wurde im Reis-Lamina-Inklinationstest eine Aktivitats-
steigerung festgestellt [89]. Es ist denkbar, dalR die 25-Hydroxylierung als finaler Schritt
der Brassinosteroid-Biosynthese stattfindet und zum eigentlichen, am Rezeptor
bindenden Wirkmolekdl fihrt. In diesem Zusammenhang ist von Interesse, dald der 25-
Hydroxyfunktion bei Ecdysonen und Vitamin-D-Metaboliten [125] eine gro3e Bedeutung
fur die biologische Aktivitat dieser Steroidhormone zukommt.

Auf der Grundlage dieser Vorarbeiten sind die Ziele dieser Arbeit wie folgt definiert:

1. Synthese der als mogliche Endstufen der Biosynthesekette postulierten
Brassinosteroide 25-Hydroxycastasteron und 25-Hydroxybrassinolid.

2. Synthese von 25-Methylcastasteron und 25-Methylbrassinolid fiir NMR-
Untersuchungen und Molecular Modeling.

3. Biotestung und Untersuchung der Struktur-/Wirkungsbeziehungen dieser
Brassinosteroide und synthetischer Vorstufen.

4. Darstellung von TS303 und Isomeren, sowie Vergleich von Reis-Lamina-
Inklinations- und Arabidopsis-Mangelmutanten-Hypocotyllangentest anhand
dieser strukturell @hnlichen Verbindungen mit unterschiedlicher Bioaktivitat.

Mit diesen Arbeiten sollen die stofflichen Voraussetzungen sowohl fiur weiterfihrende
biologische und molekularbiologische Untersuchungen als auch fir anwendungs-
orientierte Experimente geschaffen werden, die gemeinsam mit Kooperationspartnern
vorgesehen sind.
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2. Grundlagen
2.1. Nomenklatur und Struktur der Brassinosteroide

Die konsequente Anwendung der systematischen Nomenklatur auf die Steroide wirde zu
unibersichtlichen Namen fihren. GemaR den Empfehlungen der IUPAC [126] werden
die Grundgeriste deshalb mit Trivialnamen bezeichnet. Die Nomenklatur der Brassino-
steroide wird dementsprechend vom 5a-Cholestan-Grundkorper abgeleitet. Die vier Ringe
des Steroidgeristes sind jeweils in trans-Stellung miteinander verknipft, als Bezugspunkt
fur die sterische Anordnung wurde die angulare Methylgruppe am Kohlenstoffatom C-10
festgelegt. Samtliche H-Atome und Substituenten, die sich mit dieser auf der Vorderseite
des Molekdls befinden, werden als B-sténdig bezeichnet und durch einen ausgezogenen
Keil symbolisiert. Die auf der Rickseite des Molekils befindlichen sind a-stéandig und
werden gestrichelt dargestellt. Die Struktur und die Stereochemie von Brassinolid (18),
dem ersten Vertreter dieser neuen Wirkstoffklasse, konnte durch Réntgenstrukturanalyse
aufgeklart werden (Schema 1) [7, vgl. auch 127]. Die Benennung nach der Nomenklatur
erfolgte als (22R,23R,245)-2a,30,22,23-Tetrahydroxy-24-methyl-B-homo-6a-oxa-5a-
cholestan-6-on. Weitere fiir die Brassinosteroide verwendete Prafixe sind Homo- (eine C-
Einheit mehr), Nor- (eine C-Einheit weniger) und Epi- (veranderte Konfiguration).

OH 28
//,"
OH
HO,,
= W
4 H 6 Cholestan HO O/O Brassinolid

Schema 1. Die Nomenklatur von Brassinolid.

Die Strukturvielfalt der nattrlichen Brassinosteroide kommt durch die unterschiedliche
Funktionalisierung des A/B-Ringsystems und der Seitenkette zum Ausdruck (Schema 2)
[8,16]. Charakteristisch fur die biologisch aktiven Brassinosteroide ist eine vicinale 2a,3a-
Diolgruppe im Ring A. Neben moglichen Epimerisierungen der 2- und 3-Position besitzen
einige Vertreter nur eine Hydroxygruppe in 3a-Position (2-Deoxybrassinolid, Typhasterol)
oder in 3B-Stellung (3-Epi-2-deoxy-25-methyldolichosteron, Teasteron). 3-Oxoteasteron
und 3-Dehydro-6-deoxoteasteron enthalten im A-Ring eine 3-Oxo-Funktion [128,129],
zwei weitere natirliche Brassinosteroide, das Secasteron [49] und sein 24-Epimeres [130]
verfliigen Uber eine 2[3,3B-Epoxyfunktion. Typisch flr den B-Ring der Brassinosteroide ist
ein siebengliedriger 6-Oxo0-6a-oxa-Lactonring. Es kommen auch Vertreter mit
sechsgliedrigem Ring und 6-Oxo-Funktion vor, wesentlich seltener sind die 6-Deoxo-
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Brassinosteroide. Die ebenfalls biologisch aktiven 6-Oxo-Verbindungen, wie Castasteron,
gelten als biogenetische Vorstufen des entsprechenden Lactontypes (Schema 3) [39].
Alle natirlich vorkommenden Br's sind durch eine (22R,23R)-Diolgruppierung
gekennzeichnet. Die Seitenketten der einzelnen Vertreter weisen unterschiedliche
Substitutionsmuster an C-24 auf. Diese Muster reflektieren die verschiedenen
Phytosterole als Biogenesevorstufen. Bezogen auf die Cholestan-Seitenkette treten
folgende Alkylierungstypen auf: (24S)-Methyl, (24 S)-Ethyl (28-Homo), (24R)-Methyl, 24-
Methylen, 24-Ethyliden, 24-Methyliden-25-methyl (25-Homo) und 24-Nor (Schema 2). Mit
23-0-B-D-Glucopyranosyl-25-methyldolichosteron [131] und 23-O-[-D-Glucopyranosyl-2-
epi-25-methyldolichosteron aus Samen der Gartenbohne Phaseolus vulgaris [16] und
Teasteron-3-myristat aus Antheren von Lilien Lilium longiflorum [128] wurden die ersten
Brassinosteroidkonjugate aus Pflanzen isoliert.

HO,, HO,, O
HO HOY /g/

HO*O Variationen OH
HO™ im Ring A

Variationen
in der Seitenkette

Ho\‘O
S
OQ Variationen im Ring B
)

el e

o ¢

2 PR

Schema 2. Variationen bei den nattirlich vorkommenden Brassinosteroiden [80,132].
2.2. Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Fur eine hohe biologische Aktivitat ist das Vorhandensein von bestimmten funktionellen
Gruppen erforderlich [10,21,133-137]. In der Seitenkette ist das wichtigste Merkmal die
Diolgruppe in 22,23-Position, wobei Brassinosteroide mit (22R,23R)-Konfiguration er-
heblich aktiver sind als mit (22S,23S)-Konfiguration. Brassinosteroide mit vicinaler 2a,3a-
Diolgruppe zeigen eine hthere Aktivitat als Vertreter mit monohydroxyliertem A-Ring. In
Bezug auf den Ring B tritt die hdchste Aktivitat bei 6a-Oxalactonen auf, die 6-Oxo-Ver-
bindungen sind weniger wirksam. Weiterhin sind die Alkylgruppen an C-24 wichtig, hier
wird die hdchste biologische Aktivitat mit einer (24S)-Methylgruppe erreicht.
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2.3. Biosynthese und Metabolismus der Brassinosteroide

Brassinosteroide konnen nach der Anzahl der Kohlenstoffatome der Seitenkette in Cy7-,
Cog- oder Cog-Steroide eingeteilt werden. Die Strukturen der Seitenketten sind von
Phytosterolen bekannt. Das deutet daraufhin, dal} sich die verschiedenen Brassino-
steroide aus den Phytosterolen mit entsprechender Seitenkette ableiten lassen. Diese
wiederum werden aus Cycloartenol durch eine Reihe von Reaktionen einschlief3lich ein-
facher oder doppelter Methylierung in der Seitenkette biosynthetisiert [80]. Die Coy7-
Brassinosteroide ohne 24-Alkylgruppe entstehen wahrscheinlich aus Cholesterol. Die
Cog-Bausteine mit einer Methylgruppe an C-24 werden in Abhangigkeit von der Stereo-
chemie derselben von Campesterol bzw. 24-Epicampesterol ausgehend aufgebaut.
Entsprechend sollten die Brassinosteroide mit einer Methylengruppe in Position C-24 aus
24-Methylencholesterol gebildet werden. Weiterhin steht fur die C,g-Brassinosteroide
Stigmasterol als Startmaterial in der Pflanze zur Verfigung.

o
6a-Hydroxy 6-Oxocampestanol
‘ campestanol

Campesterol

HO'
6-Deoxoteasteron

3-Dehydro-6-
deoxoteasteron

HO
6-Deoxo- HO,
typhasterol |

HO™

6-Deoxocastasteron
3-Dehydroteasteron

| x

Brassinolid Castasteron Typhasterol

Schema 3. Biosynthese von Brassinolid (18). "Fruher" (rechts) und "spater" 6-Oxo-Weg
(links) [80,20].

Am besten untersucht ist die Biosynthese von Brassinolid (18). Ausgehend von
Campesterol wurde die Sequenz mit der C-6 Oxidation vor Funktionalisierung von A-Ring
und Seitenkette zuerst aufgeklart ("friiher" 6-Oxo-Weg) (Schema 3). Auf3erdem wurde ein
weiterer Biosyntheseweg nachgewiesen, bei dem die C-6 Oxidation erst zu einem
spateren Zeitpunkt stattfindet ("spater" 6-Oxo-Weg). Es wurde beobachtet, dal? beide
Wege in einer Pflanze auftreten kénnen.
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Die meisten Erkenntnisse Uber die Biosynthese von Brassinolid (18) wurden durch die
Futterung markierter Intermediate (zum Teil radioaktiv) an Zellkulturen verschiedener
Pflanzen und die Untersuchung der gebildeten Metabolite gewonnen. In letzter Zeit haben
sich vollig neue Mdoglichkeiten fir die Aufklarung der Biogenese und ihrer Steuerung
durch den Einsatz von Brassinosteroid-Mangelmutanten ergeben.1 Bei diesen Mutanten
sind Stufen der Brassinolid-Biosynthese blockiert. Da Brassinolid (18) nicht gebildet
werden kann, zeigen solche Mutanten eine drastisch verringerte Wuchshdhe und einen
veranderten Habitus (vgl. 2.4.2.). Durch exogene Applikation von synthetischen
Verbindungen des Biosyntheseweges kann eine Normalisierung des Wachstums erreicht
und somit die Stelle des Blocks genau lokalisiert werden.

Fir die Experimente zum Metabolismus der Brassinosteroide wurden meist Verbindungen
der synthetisch besser zugénglichen 24-Epi-Reihe (24 R-Methyl) verwendet [138,139]. 24-
Epibrassinolid und 24-Epicastasteron werden mit Deuterium bzw. Tritium im B-Ring
[121,123] oder in der Seitenkette [120,124] markiert und dann Zellkulturen verschiedener
Pflanzen verabreicht. Dadurch konnten weitreichende Einblicke in den Metabolismus der
Brassinosteroide gewonnen werden (Schema 4).

Spaltung
Hydroxylierung 3 Hydroxylierung
l OH H Konjugation:
Konjugation: “u, _ Glucose
Glucose -
HO,, Konjugation:
Glucose

Oxidation L Reduktion \ﬂ/

Epimerisation R =

Konjugation: O I
Glucose, Gentiobiose \n/o
Lycobiose/ Fettsaureester R = 0O

Schema 4. Durch Metabolismus modifizierte Positionen im Brassinosteroidmolekiil [140].

! Die meisten Mangelmutanten wurden bisher von Arabidopsis thaliana erzeugt. So gibt es neben
der Blockierung der Steroidhydroxylase (cbbl = cabbage, auch dwfl-6 = dwarf; cbb3 (cpd)) und
Steroidreduktase (det2) noch andere Mutanten wie bril (cbb2). Weitere Mutanten wurden aus der
Erbse (lka und lkb) und der Tomate (dampy) gewonnen.
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Nach diesen Untersuchungen sind grundlegende Aussagen Uber den Ablauf des
Metabolismus mdglich. Wahrend die Konjugate mit Glucose [16,131] sowie mit
Gentiobiose oder Lycobiose [95] mdglicherweise der Speicherung der Brassinosteroide
dienen, konnte bisher nicht zweifelsfrei geklart werden, ob die Hydroxylierungen an C-25
und C-26 (mit nachfolgender Glycosidierung) einen letzten Aktivierungsprozel3 oder
bereits den ersten Abbauschritt darstellen [88,89]. Denn gerade die 25-Hydroxylierung ist
auch von anderen steroidalen Hormonen bekannt. So entsteht erst durch die
Hydroxylierungen des Vitamin D3 in 25- und la-Position das bioaktive Calcitriol (1a,25-
Dihydroxycholecalciferol) [125]. Da das Calcitriol nur in geringen Mengen im Korper
vorkommt, wurde anfangs das Vitamin D3 fur den Wirkstoff gehalten. Mittlerweile ist
bekannt, daf} das Vitamin D3 die Speicherform fur das in hoheren Konzentrationen stark
toxisch wirkende Calcitriol darstellt. Von Bedeutung ist die 25-Hydroxylierung auch bei
den Ecdysonen fir die biologische Wirkung als Juvenilhormone der Insekten (Schema 5).

//h,

OH OH
//,"
on | OH
HOw,
HO™ o)
HO™ OH o
Ecdyson 1a,25-Dihydroxy-Vitamin D 4 25-OH-Brassinolid

(Calcitriol)

Schema 5. 25-Hydroxylierungen bei steroidalen Hormonen.

Mdoglicherweise stellt die Epimerisierung der Hydroxygruppe in 3-Position den ersten
Schritt im Katabolismus der Brassinosteroide dar. Diese Epimerisierung in 3-Position
verlauft Gber ein reversibles Oxidations-Reduktions-System [20,96], an dem 3-Ketone
beteiligt sind [93,96]. AnschlieBend wird das 2a,3p3-Diol entweder glycosidiert [93] oder
die 3B-Hydroxygruppe wird mit Fettsduren verestert [90]. Der weitere Abbau erfolgt durch
Hydroxylierung von C-20 und Spaltung der C-20/22 Bindung zum Pregnantyp. Nach der
Abspaltung der Seitenkette konnte weiterhin eine Reduktion der 6-Ketofunktion
nachgewiesen werden [87].
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2.4. Biotestung der Brassinosteroide
2.4.1. Reis-Lamina-Inklinationstest (RLI-Test)
Der Reis-Lamina-Inklinationstest [141] (lamina joint test), bei dem die Abwinkelung des 1.
Fahnenblattes gekappter Reissamlinge gemessen wird (Abbildung 1), wurde urspringlich
als Biotest fur die Phytohormongruppe der Auxine entwickelt [142]. Nach Versuchen mit
Brassinosteroiden konnte eine bis zu 10°-fache Wirkung im Vergleich zu Auxinen

festgestellt werden [143]. Wegen der recht einfachen Handhabung ist der RLI-Test mit
einer Nachweisgrenze von 10-13 M am weitesten verbreitet.

osumon A AN AV
e\ LTS
24 Epicastastron \\h‘-\\ S5

cocamso TN )

Abbildung 1 . Reis-Lamina-Inklinationstest mit 24-Epicastasteron.

Der Reis-Lamina-Inklinationstest wird wie folgt durchgefiihrt [141,143]: Vom Reis (Oryza
sativa L. cv. Koshihikari) werden Samlinge sechs Tage lang in der Dunkelheit bei 27-30
°C auf einem Agar-Medium angezogen. Nach dem Abschneiden der etiolierten
Keimpﬂanzen2 2 cm unter der Blattscheide werden die Segmente bei 27-30 °C im
Dunkeln fir 24 h flottiert. AnschlieRend werden jeweils 10 Segmente in 20 ml Losung
unterschiedlicher Konzentrationen (0.01 umol/l; 0.1 pmol/l; 0.5 umol/l) fur 48 h im Dunkeln
inkubiert. Danach wird der Inklinationswinkel zwischen Sprof3verlangerung und Blatt
gemessen. Die Abwinkelung wird durch die von Brassinosteroiden induzierte Schwellung
der an der adaxialen Nodiumseite zwischen Blatt und Blattscheide lokalisierten Zellen
verursacht. Die Inklinationswinkel kénnen direkt oder nach Abzug der Kontrolle
(unbehandelte Reissdmlinge) mit strukturrelevanten Brassinosteroiden (Standards)
verglichen werden.

2 Die Langenstreckung der Hypocotyle (Etiolement) wird durch Lichtmangel hervorgerufen.
AuRRerdem wird kein Chlorophyll gebildet, so dal3 die Keimpflanzen fast farblos sind.
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2.4.2. Arabidopsis -Mangelmutanten-Hypocotyllangentest (  AraMH-Test)

Die Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana)s, auch Ganserauke genannt, ist ein fur
molekularbiologische Untersuchungen bevorzugtes Objekt [144], da sie sich gut im Labor
ziehen laRt, eine Generationszeit von nur 5 Wochen aufweist und sich mit ca. 104 Samen
pro Pflanze gut vermehrt. AuBerdem kann man Arabidopsis th. selbsten® und damit neue
Mutationen homozygot machen [145]. Entscheidend fUr den Modellcharakter der Pflanze
ist auch das relative kleine, bereits zu 40% sequenzierte Genom (5 Chromosomen, 7x107
Basenpaare) mit sehr wenigen repetitiven Sequenzen. Weiterhin lassen sich neue Gene
durch Agrobacterium tumefaciens bequem in das Genom der Pflanze stabil integrieren.

Abbildung 2 . Morphologische Merkmale von Arabidopsis th. Wildtyp und den Mutanten
cbbl, cbb2, cbb3. A) Die Mutante cbb3 ohne (Vordergrund) und nach exogener
Applikation von Brassinosteroiden (Hintergrund) [43]. B) Brassinolid (18) im AraMH-Test:
Wildtyp, cbbl, cbb2 (insensitiv), cbb3 [146], (a = Hypocotyllange).

3 Arabidopsis thaliana [v. mlat. arabis = arab. Pflanze, Kresse, gr. opsis = Aussehen], ist ein ein-
jahriges, bis 30 cm hohes Kraut aus der Gattung der Kreuzblitler mit grundstéandiger Blattrosette
und kleinen, weil3en Bluten. Arabidopsis thaliana ist die einzige in Mitteleuropa beheimatete Art.

4 Selbstung, Bez. fur die erzwungene Selbstbefruchtung bei Pflanzen mit Fremdbestaubung, hier
um einheitliche Nachkommen mit identischem Erbgut zu erzeugen (homozygot = reinerbig).



2. Grundlagen 11

Abbildung 3 . Langsschnitt von Hypocotylzellen der Mutante cbb3. C) ohne Br's, D) mit
0.5 uM 24-Epibrassinolid [43].

Durch ihre Zugehdrigkeit zu den zweikeimblattrigen Pflanzen stellt Arabidopsis th. eine
wertvolle Ergadnzung zu dem bereits vorgestellten RLI-Test (einkeimblattrig) dar. Im
AraMH-Test [43] werden ganze Pflanzen eingesetzt, die Aufnahme der Testsubstanzen
erfolgt Uber die Wurzeln. Die in Methanol gelésten potentiellen Wirkstoffe werden daher
vor dem Giel3en in das noch flussige, halbverdiinnte Murashige/Skoog-Medium [147]
eingearbeitet. Danach wird der sterilisierte Samen (70% EtOH/ 5%iges Natriumhypo-
chlorid) mit einer 5%igen Agarose-Losung in Suspension gebracht und gleichméaRig auf
die vorbereiteten Petrischalen verteilt (ca. 10-15 Samen pro Petrischale). AnschlieRend
werden die Petrischalen mit einem Deckel versehen und fir 11 Tage in einer
Klimakammer eingestellt. Nach dieser Zeit erfolgt die Messung der Hypocotyllangen unter
einem Lichtmikroskop mit einem skalierten Okular. Ebenso wie beim RLI-Test werden die
Ergebnisse mit den Werten von bioaktiven Brassinosteroiden verglichen.

2.5. Wege zur Synthese von Brassinosteroiden

Fur die Synthese der am haufigsten vorkommenden Hormone Brassinolid (18) und
Castasteron (17) wurden eine grof3e Anzahl von Verfahren beschrieben [110-119]. Diese
kénnen in Einfihrung der typischen Strukturmerkmale im A/B-Ring des Steroidgertstes
und Seitenkettenaufbau unterteilt werden.

Praktisch alle Brassinosteroidsynthesen sind Partialsynthesen, wobei meistens fur die
Funktionalisierung des A/B-Ringsystems ein 3B-Hydroxy-A>-Steroid als Ausgangsstoff
verwendet wird. Die Auswahl des Seitenkettenfragmentes wird durch das Vorhandensein
einer A22-Doppelbindung und durch den Alkylierungsgrad der Position-24 bestimmt. So
startet die Synthese von 28-Homobrassinolid von Stigmasterol (Schema 6), die von 24-
Epibrassinolid von Ergosterol. Das fur die Synthese von Brassinolid am besten geeignete
Sterol ist deshalb Crinosterol (Dehydrocampesterol). Da Crinosterol nicht in den fir die
Synthese bendétigten Mengen verfligbar ist, mufd bei der Synthese von Brassinolid (18),
von geeigneten Pracursoren ausgehend, die Seitenkette neu aufgebaut werden.
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/Iy, NN /, N ,, NS

HO HO HO

Stigmasterol Er gosterol Crinosterol

[ — [ — [ —

\VARD Vo e AN (VAR

OH

HOy,, HO, HO,
HOY HOY HOY

o) o) o)
28-Homobrassinolid 24-Epibrassinolid Brassinolid

Schema 6. Geeignete Phytosterole fur die Synthese von Brassinosteroiden.

2.5.1. Die Funktionalisierung des A/B-Ringsystems

Fir die Funktionalisierung des A/B-Ringsystems ausgehend von 3p-Hydroxy-A>-Steroid-
vorstufen werden hauptséchlich Verfahren eingesetzt, bei denen neben den Lactonen
auch die entsprechenden 6-Ketone zugéanglich sind. Diese 6-Ketone kommen ebenfalls
nativ vor und kénnen fur biologische Untersuchungen eingesetzt werden.

Meistens wird der Weg uber ein als 2,3-Acetonid-6-ketal geschiitztes 2a,3a-Dihydroxy-6-
keton gewahlt [8,21]. Im Anschlu’? daran wird der Seitenkettenaufbau durchgefihrt, die
Lactonisierung durch Baeyer-Villiger-Oxidation erfolgt am Ende des Syntheseweges
(Schema 7). Diese Strategie wurde in der vorliegenden Arbeit angewendet, die
ausfuhrliche Beschreibung erfolgt im Kapitel 3.2.. In einer zweiten Strategie wird zunachst
in zwei Synthesestufen die vorhandene 3p3-Hydroxygruppe als 3,5-Cyclosterol geschitzt,
dann die Seitenkette aufgebaut und zuletzt das A/B-Ringsystem funktionalisiert.

\’\ HOI"O':S:\ ><O,"di5:\ 1. Seitenkettenaufbau
RO HOY o“ % 2. Lactonisierun g

R = H-, Tosyl- J

frlhe A/B-Funktionalisierun g

\/\ 1. Seitenkettenaufbau \/\
2. A/B-Funktionalisierun g HO/',®/
3. Lactonisierun g HOY
OMe

o

spate A/B-Funktionalisierun g

Schema 7. Funktionalisierung des A/B-Ringsystems.
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2.5.2. Der Seitenkettenaufbau

Ohne eine vollstandige Ubersicht {ber die vielfaltigen Methoden fiir den Seitenkettenauf-
bau anzustreben [21,115,148], sollen hier drei grundsatzliche Strategien, ausgehend von
22-Aldehyd-Vorstufen, vorgestellt werden. Geeignete 22-Aldehyde sind nach bekannten
Verfahren durch Spaltung der A22-Doppelbindung mittels Ozonolyse zuganglich [149].
Die Strategien zum Seitenkettenaufbau lassen sich wie folgt charakterisieren:

1. Verkniupfung eines aliphatischen Synthons mit dem 22-Aldehyd und
anschlieBende Einfihrung der Stereozentren.

2. Verknipfung eines aliphatischen Synthons mit dem 22-Aldehyd mit nachfolgender
Kopplung eines weiteren aliphatischen Bausteins.
3. Verknipfung eines cyclischen Synthons mit dem 22-Aldehyd, Funktionalisierung

und anschlieRende Offnung des cyclischen Systems zur aliphatischen Seitenkette.

Bei der ersten Strategie werden fir die Kopplung mit dem 22-Aldehyd entweder
Grignardverbindungen oder lithilerte Synthone mit einer Dreifachbindung [150-152]
eingesetzt (Schema 8), wobei als Synthone substituierte Butine verwendet werden. Diese
Reaktionen wurden bereits fur die Darstellung von Ecdysonen beschrieben [153,154].

H

| @]

4, .

“n, CHO \\ OH OH OH
n,, ‘,,
—— e —— O
§ § OH
22 -Aldehyd

Schema 8. Seitenkettenaufbau mit einem aliphatischen Synthon.

Fur die zweite Strategie soll eine Synthese als Beispiel dienen, in welcher zuerst ein (E)-
Propenyllithium mit dem 22-Aldehyd verknlpft wird [155,156]. Nach Epoxidation des als
Hauptisomer entstandenen (22R)-Alkohols wird als zweiter Baustein Isopropyl-
magnesiumchlorid verwendet, wobei Uber eine kinetische Separation mit katalytischen
Mengen Kupfer(l)-cyanid nur das gewlnschte threo-Epoxid umgesetzt und somit die
Seitenkette von Brassinolid (18) erhalten wird (Schema 9).

H OH

Jle}

n,, Z ":,,K'\/;\
CHO ((;-i/\ N~ OHI,O OH
ig n,, NG m, i-PrMgCl ,,
—_— (@] —_—
§ CuCN (cat.) § OH
22-Aldehyd

Schema 9. Seitenkettenaufbau mit zwei aliphatischen Synthonen.
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Als cyclische Seitenkettensynthone fiir die dritte Strategie dienen entweder 2-Lithiofurane
[157-160] oder Lithiumsalze von Lactonenolaten [161]. Diese Enolate werden in einer
Cram-Addition an den 22-Aldehyd gekoppelt, wobei eine gleichzeitige stereoselektive
Einfuhrung der Stereozentren C-22 und C-23 mit den Lactonenolaten gelingt (Schema
10). Offnung des Lactons mit LiAlH,, Schutz der Diolfunktion in der Seitenkette als
Acetonid und Eliminierung der durch die Lactontffnung entstandenen zuséatzlichen 26-
Hydroxyfunktion liefert auch hier die gewlinschte Seitenkettenstruktur.

1. LIAIH,
2. Me,C(OMe),  ‘u,

5

Schema 10. Seitenkettenaufbau mit einem cyclischen Synthon.

22-Aldehyd
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3. Ergebnisse und Diskussion
3.1. Zielverbindungen und Retrosynthese

Die Zielverbindungen 25-Hydroxycastasteron (33) und 25-Hydroxybrassinolid (50), 25-
Hydroxy-23-epidolichosteron (40), sowie 25-Methylcastasteron (57) und 25-Methyl-
brassinolid (58) zeichnen sich durch einen hoheren Funktionalisierungsgrad der 25-
Position aus. Gegenuber Castasteron (17) und Brassinolid (18) wird in dieser Position
eine zusatzliche Hydroxyfunktion bzw. Methylgruppe eingefiuhrt. 25-Hydroxy-23-
epidolichosteron (40) enthalt zudem eine 24(28)-Methylengruppe. Diese Zielverbindungen
werden mittels stereoselektivem Seitenkettenaufbau synthetisiert, dem die Kopplung
geeigneter Seitenkettensynthone an einen entsprechend vorbereiteten steroidalen Grund-
baustein vorausgeht. Dieser als 22-Aldehyd 9 bezeichnete Grundbaustein (20S5)-20,30-
Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-20-formyl-5a-pregnan, wird durch Ozonolyse aus
einem geeigneten Sterol mit A22-Doppelbindung erzeugt. Zuvor werden die mit Schutz-
gruppen versehenen, Brassinosteroid-typischen Funktionen in das A/B-Ringsystem
eingefihrt (Schema 11).

OH OH
n,, n,,
on I'H on | ©H
HO,, HO,,
HOY o) HO™ o)
o) o)
Brassinolid 25-Hydroxybrassinolid
OH OH
e, /’h,
o I on |0
HOw, HOx,
HOY HOY
o) o)
Castasteron 25-Hydroxycastasteron 25-Hydroxydolichosteron
OH
,, ,.CHO n,
oH | CHs
HOy,,

X <

o
% HO"

00 o)
/ ! 22-Aldehyd 25-Methylcastasteron

“Z

HO

Stigmasterol

25-Methylbrassinolid

Schema 11. Retrosynthese der Zielverbindungen.
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3.2. Synthese des 22-Aldehydes

Die Synthese des 22-Aldehydes 9 erfolgt, ausgehend von Stigmasterol (1), durch eine
achtstufige Synthese nach bekanntem Verfahren (Schema 12) [150,152]. Im ersten
Schritt wird Stigmasterol (1) mit p-TsOCI in Pyridin umgesetzt [162]. Bei dieser Sy2-
Reaktion wird das Tosylat 2 quantitativ erhalten. Bei der anschlieRenden Solvolyse von 2
mit KHCOg3 in Aceton/Wasser wird eine Bindung zwischen C-3 und C-5 zum
Cyclopropanring geschlossen, wobei iso-Steroid 3 gebildet wird [163].

RO

KHCO4 \/\ CrOg \/\ LiBr/Pyr-HCI \/\
———— —— ——
Aceton/H,0O Pyridin CH3CON(CHy),
o o
4 5

1R=H OH 3

2 R= NMMNO

0sO,

Aceton
XO//, ' \_/\ HO//, \_/\

o“ 4 Me,C(OMe), po™
(@] (@]
7 6

Schema 12. Synthese des 22-Aldehydes 9.

Die Oxidation von iso-Steroid 3 zum Keton 4 erfolgt mit Chrom(VI)-oxid in Pyridin [164].
Die anschlieRende Isomerisierung des 3a,5-Cyclo-A22-6-ketons 4 zum A2:22-6-Keton 5
kann nach verschiedenen Verfahren erfolgen [8]. Eine Methode verwendet zur Offnung
des Cyclopropanringes wasserfreies Lithiumbromid und Pyridiniumhydrochlorid in N,N-
Dimethylacetamid [165] und liefert 5 in 81%-iger Ausbeute.

Als nachster Schritt erfolgt die cis-Dihydroxylierung der A2-Doppelbindung von 5 mit
Osmiumtetroxid und N-Methyl-morpholin-N-oxid [166,167]. Wé&hrend die Dihydroxylierung
im A-Ring nach ca. 5 h abgeschlossen ist, werden fur die vollstdndige Dihydroxylierung
der A22-Doppelbindung mehrere Tage benétigt. Bei der Reaktion von 5 reagieren
katalytische Mengen Osmiumtetroxid mit der TeBindung in konzertierter Addition, wahrend
der sich drei Elektronenpaare simultan verschieben. Dadurch entsteht ein cyclischer
Ester, wobei durch den elektrophilen Angriff an das Alken formal zwei Elektronen vom
Alken auf das Metall Ubertragen werden. Der Angriff von Osmiumtetroxid erfolgt
bevorzugt von der a-Seite der A2-Doppelbindung [168], da die B-Seite durch die angulare
Methylgruppe C-19 abgeschirmt ist. Der Ester wird dann durch stéchiometrische Mengen
NMMNO oxidiert und Osmiumtetroxid gelangt wieder in den katalytischen Cyclus. Nach
der Hydrolyse mit Natriumhydrogensulfittdsung wird 6 freigesetzt. Das Epimeren-
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Verhdltnis von 2a,3a : 2B3,3f = 9:1 [169,170] wurde mit GC-MS bestimmt. Werden die
aquatorialen 2a- bzw. 3B-Hydroxygruppen mit tert.-Butyldimethylsilylchlorid derivatisiert,
so kann die Trennung der beiden Epimere durch Chromatographie an Kieselgel erfolgen
(vgl. 3.9.1.) [139].

Nach erfolgter Funktionalisierung im A/B-Ringsystem werden die 2a,3a-Diol- und die 6-
Ketofunktion fur die weitere Synthese geschiitzt. Hierzu wird zunachst die Diolgruppe von
6 mit 2,2-Dimethoxypropan und p-TsOH in CH»Cl, in das Acetonid 7 Uberfuhrt. Die
direkte Ketalisierung von 7 an C-6 mit Ethylenglykol gelingt nicht, so daR3 hier die Methode
der Austausch-Ketalisierung [171] angewendet wird. Bei der Umsetzung mit 2-Ethyl-2-
methyl-1,3-dioxolan werden die zwei Diastereomere 10a und 10b im Verhaltnis von 1:1
erhalten (Schema 13) [152]. Diese enthalten eine zusatzliche Methylengruppe und
entstehen beim Austausch der Acetonidschutzgruppe (Isopropyl) gegen das
Ketalisierungs-Nebenprodukt (Ethylmethylketon). Wird jedoch bei der Reaktion 2,2-
Dimethyl-1,3-dioxolan verwendet [152], so entsteht nur eine Verbindung, da das bei
diesem Reagenz als Nebenprodukt entstehende Aceton bei einem Austausch ebenfalls
zur Acetonidschutzgruppe von 8 fuhrt (Schema 12).

X

oo
\/\ o'
><O"' L/ 8
o™ [
i oo

10a und 10b

C
i

Schema 13. Umsetzung von 7 mit 2,2-Dimethyldioxiran und 2,2-Ethylmethyldioxiran.

Der Vergleich der (in der Literatur nur unvollstandig beschriebenen) NMR-Daten von 8,
10a und 10b zeigt, dalR signifikante Unterschiede nur in der Schutzgruppe auftreten
(Tabelle 1). Die Konfiguration am neugebildeten Asymmetriezentum der Acetalschutz-
gruppe konnte nicht bestimmt werden. Die Molekuilionen von 10a und 10b (m/z 542) sind
im Vergleich zu Verbindung 8 (m/z 528) durch die zusatzliche Methylengruppe um 14
Masseeinheiten verschoben. Bei allen drei Verbindungen tritt Methylabspaltung [M-15]*
auf. Fur 10a und 10b wird als Basispeak eine Ethylabspaltung aus dem Acetonid bei m/z
513 [M-29]* beobachtet. Ebenfalls charakteristisch ist fur alle drei Verbindungen die B/C-
Ringspaltung bei m/z 317 ([M-211]*, fir 8 = 100%)(vgl. 3.4.1./3.5.3.). Weiterhin
unterscheiden sich auch die aus der B-Ringspaltung resultierenden Fragmente fir 8 (m/z
239) von 10a und 10b (m/z 253) um 14 Masseeinheiten.
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8 10a 10b
1H NMR 13¢ 1H NMR 13¢ 14 NMR 13¢c
3, J (Hz) 5 3, J (Hz) 5 3, J (Hz) 5
1 1.927 dd (12.8/7.0) 42.72 1.94/1.07  42.91 1.920 dd (12.7/6.9) 42.87
1.05 1.03
2 4.100 m 72.97 4.102 m 72.89 4.106 m 72.56
3 4.272m 72.86 4.242 m 72.89 4.300 m 72.42
4 2.15/1.80 21.97 2.157d(11.0) 22.07 2.160d(12.4) 22.05
1.78 1.80
5 1.80 4551 1.799 s 45,55 1.787 s 45.63
19 0.837 s 13.36 0.833s 13.39 0.832s 13.45
Isopr. 1 - 107.55 - 109.69 - 109.50
Isopr. 2 1.476's 28.60 1.415 25.41 1.274s 23.34
Isopr. 3 1.328 s 26.56 1.254 9.03 0.981t (7.6) 9.14
150.-CH, - - 1.59/1.59  32.56 1.70/1.70 34.60

Tabelle 1. NMR-Verschiebungen der Verbindungen 8, 10a und 10b.

Verbindung 8 wird durch Ozonolyse der A22-Doppelbindung und reduktiver Spaltung des
Ozonides mit Dimethylsulfid in den 22-Aldehyd 9 Uberfihrt [149]. Die unerwinschte
Isomerisierung an C-20 wird durch Zugabe von wenig Pyridin und NaHCOg3 verhindert
[172]. Da 8 nach vollstandigem Umsatz weiter zur 22-Carbonséaure oxidiert, wird die
optimale Reaktionszeit experimentell bestimmt. Das beste Ergebnis mit 91% Ausbeute
wird erhalten, wenn in eine Losung aus 6 g (11.3 mmol) 8 und 200 ml CH,Cl, (plus 4 ml
Pyridin und 6 g NaHCO3) bei -50°C fur 20 min ein O3/O,-Gemisch eingeleitet wird
(Sander-Laborozonisator 301.7; 50 I/h; 0.5 A Stromaufnahme; ca. 1.8 g O3/h = 12.5 mmol
O3 in 20 min). Nach der achtstufigen Synthese wird der 22-Aldehyd 9, ausgehend von
Stigmasterol (1), mit 33% Gesamtausbeute erhalten.

3.3. Synthese von Castasteron und Brassinolid

Fiur die Synthese von 25-Hydroxycastasteron (33) und 25-Hydroxybrassinolid (50) durch
direkte Oxyfunktionalisierung werden Castasteron (17) und Brassinolid (18) als
Ausgangsstoffe benétigt. AuRerdem sollen 17 und 18 als Referenzsubstanzen fiir den
Biotest eingesetzt werden. Diese Verbindungen werden nach bekanntem Verfahren
hergestellt [151,152].

Als Seitenkettensynthon fur die Synthese von Brassinolid (18) wird 3-Methyl-but-1-in (MB)
verwendet. Dargestellt werden kann MB [173,174] aus 2-Methyl-but-3-in-2-ol (MBO) in
zwei Stufen. Durch Umlagerung von MBO unter gleichzeitiger Eliminierung der
Hydroxyfunktion wird 1-Brom-3-methyl-buta-1,2-dien (MBBr) erhalten [175]. Nach der
Destillation wird MBBr sofort weiterverarbeitet, da es bereits innerhalb von 48 h merklich
polymerisiert. Das Bromallen MBBr wird anschlie@end mit LiAIH, reduktiv zum
gewinschten MB umgesetzt (Schema 14) [176].
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[CHs Cu, CuBr H, [CHs LiAH, [CHs
H—=C=C—C—-O0H ———= C=C=C, ——  H—C=C—C
CH, NH,Br, HBr  p; CH, Diethylcarhitol CH,
MBO MBBr MB

Schema 14. Synthese von 3-Methyl-but-1-in (MB).

Vor der Verknipfung mit dem 22-Aldehyd 9 wird MB zunachst metalliert. Dieses kann
sowohl durch Bildung einer Grignard-Verbindung [177] oder, wie hier verwendet, durch
Lithiilerung erfolgen. Bei der anschlieRenden Kopplung entstehen die zwei diasteromeren
22-Alkohole 11 und 12 im Verhéltnis von 1:1 (Schema 15) [111,151,152]. Zur Erhéhung
der Ausbeute an (22R)-Alkohol 11 wird das Gemisch der 22-Alkohole 11+12 mit PCC
[178] zum 22-Keton 13 oxidiert und danach mit R-Alpine-Boran als chiralem Reagenz
selektiv reduziert. Dabei wird nur der gewtinschte (22R)-Alkohol 11 gebildet [179]. Die
Verbindungen 11 und 12 konnten durch praparative HPLC getrennt und anschliel3end
charakterisiert werden, dal? Retentionsverhalten der Verbindungen 11, 12 und 13 wird im
Abschnitt 3.8. diskutiert.

OH
%, ,CHO n,, X S o
SN
N OH K
Ou, == < m, pCC
>< - " . R\ —_ .
o™ % THF § CH,Cl,
0 0 13
9 11+ 12
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15b O©OH Boran
n,, =
7

R COH OH
'l,,' /l/,, S
o _ Moeea _ P2Nckel N
15a
NazHP04

11
MeAl,/n-BuLi
n-Hexan

OH OH OH

/, e

OH OH
><O"' HOw, (TFA),0/H,0, HOx,
—— ———
O AOHOWUD o CHCl, HO™
(@] (@]
J 16 17 18

Schema 15. Die Synthese von Brassinolid (18).

Bei der nachfolgenden partiellen cis-Hydrierung des Propargylalkohols 11 liefert der aus
einer 1M ethanolischen NaBH4-Losung sowie Ni(OAc), x 4 H,O hergestellte und mit
Ethylendiamin partiell vergiftete P2-Nickel Katalysator [180] den gewiinschten Allylalkohol
14 mit 95% Ausbeute. Zur Aufarbeitung wird 14 nach Zusatz von EtOAc zur Reaktions|o-
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sung filtriert und so die Hauptmenge des Katalysators abgetrennt. Noch vorhandene
Reste des Katalysators missen durch Chromatographie an Kieselgel griindlich entfernt
werden. Die anschlieRende Epoxidation der A23(24)-Doppelbindung von 14 wird mit
MCPBA durchgeftihrt. Um einen hohen Anteil an gewiinschtem (23S,24R)-Epoxid 15a zu
erhalten, wird die Reaktion bei 5°C und mit wasserfreiem Na,HPO, als Puffer
durchgefuhrt. In einem Fall wurden geringe Mengen des bisher nicht beschriebenen
(23R,24S)-Epoxides 15b isoliert und charakterisiert.

Im entscheidenden Reaktionsschritt dieser Synthese wird der Epoxidring in Verbindung
15a unter gleichzeitiger Methylierung an C-24 mit Trimethylaluminium und n-BuLi als
Katalysator zu 16 getffnet (Schema 15). Die alkylierende Epoxid6ffnung verlauft
wahrscheinlich  Uber einen Komplex aus Epoxid und zwei Aquivalenten
Trimethylaluminium. Wahrend die Addition des ersten Aquivalentes an den
Epoxidsauerstoff schnell stattfindet, erfolgt die Koordination eines zweiten Aquivalentes
an das bereits vorhandene Trimethylaluminium langsam. Als geschwindigkeits-
bestimmend wird die Epoxidoffnung angesehen, die anschlielBende Alkylierung lauft
schnell und unter Inversion ab [181,182]. Durch die Reaktion mit Trimethylaluminium
erfolgt die regioselektive Offnung des (22R)-Hydroxy-(23S,24R)-epoxides ausschlieRlich
zum gewlnschten (22R,23R)-Diol. Gleichzeitig wird die 28-Methylgruppe stereoselektiv
mit (24 S)-Konfiguration zu 16 eingefiihrt [183,184]. Als Losungsmittel fur diese Reaktion
sind Kohlenwasserstoffe wie n-Hexan gut geeignet. Dagegen kann THF nicht verwendet
werden, da es Trimethylaluminium komplexiert. Von Nachteil ist die trotz der
Schutzgruppen geringe Loslichkeit von 15a in n-Hexan. Deshalb ist ein Zusatz von
Cyclohexan erforderlich. Zur Optimierung der Ld&slichkeit wurden in der Literatur
unterschiedliche Angaben gemacht [151,152,185].

Durch Abspaltung der Schutzgruppen von 16 mit warmer 80%-iger Essigsaure wird das
nativ vorkommende Castasteron (17) erhalten. Im letzten Schritt dieses Syntheseweges
erfolgt die Lactonisierung des B-Ringes durch Baeyer-Villiger-Oxidation [8]. Cyclische
Ketone werden dabei unter Wanderung einer Alkylgruppe in cyclische Ester
umgewandelt. Es ist wahrscheinlich, daf3 die wandernde Gruppe Carbeniumion-Charakter
besitzt. Bei unsymmetrischen Ketonen wie 17 ist prinzipiell die Bildung von zwei
regioisomeren Lactonen méglich, wobei das Verhéltnis von den Substituenten im A-Ring
abhangt. Es konnte gezeigt werden, daf? bei einer Alkylsubstitution in 3-Position (R = H o.
Me) hauptsachlich das 5a-oxa-6-oxo-Lacton entsteht [186,187]. Bei Verbindungen wie 17
wird durch die elektronenziehende Wirkung der Hydroxygruppen in 2/3-Position das
gewiinschte 6-oxo-6a-oxa-Lacton 18 als Hauptprodukt und das 5a-oxa-6-oxo-Lacton 19
(Isolacton) als Nebenprodukt gebildet (18:19 = 9:1).

Die Verbindungen 17 und 18 wurden durch Vergleich mit den physikalischen Daten aus
der Literatur charakterisiert. Insgesamt wurde nach diesem Verfahren, ausgehend von
Stigmasterol (1), Gber 16 Stufen eine Gesamtausbeute von 5% Brassinolid (18) erzielt.
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3.4. Synthese von 25-Hydroxycastasteron
3.4.1. Seitenkettenaufbau mit 3-(Tetrahydropyran-2'-yloxy)-3-methyl-but-1-in

Fur die Synthese der 25-hydroxylierten Vertreter werden der 22-Aldehyd 9 und das
entsprechende Seitenkettensynthon MBO als Ausgangsstoffe eingesetzt. Zuerst muf3 die
Hydroxyfunktion des Seitenkettensynthons geschiitzt werden. Der Schutz der tertiaren
Hydroxyfunktion als Tetrahydropyranylether bietet die Mdglichkeit, in Analogie zu den
Schutzgruppen des 22-Aldehydes 9 eine ebenfalls sauer spaltbare Schutzgruppe
einzufuhren. Gleichzeitig erlaubt der THP-Ether eine notwendige Behandlung mit kalten,
verdiinnten Sauren bei der Aufarbeitung und das Chromatographieren an Kieselgel ohne
basische Zusatze. Bei der Darstellung des THP-Ethers entsteht ein neues Asymmetrie-
zentrum in C-2' Position, 3-(Tetrahydropyran-2'-yloxy)-3-methyl-but-1-in (MBOT) wird
somit als Racemat erhalten.

Die Kopplung von 22-Aldehyd 9 mit dem Lithiumsalz von MBOT erfolgt analog wie fir MB
beschrieben (vgl. 3.3.). Die Reaktion liefert ein 1:1 Gemisch der (22R)- und (225)-
hydroxylierten Diastereomere 20 und 21, die durch HPLC getrennt werden kdnnen (zum
Retentionsverhalten von 20 und 21 vgl. 3.8.)(Schema 16). Bisher wurde nur das Gemisch
der Diastereomere beschrieben [188]. Zur Erhohung der Ausbeute an gewunschtem
(22R)-Alkohol 20 wird das erhaltene Gemisch 20+21 mit PCC [179] in das 22-Keton 22
Uberfuhrt. Die Reaktionszeit liegt fir einen vollstandigen Umsatz bei 20 h. Das nach
Chromatographie an Kieselgel (Gradient Hexan:EtOAc = 90:10 bis 70:30) erhaltene 22
wird in einer asymmetrischen Reduktion mit dem chiralen R-Alpine-Boran [179]
umgesetzt. Diese Reaktion liefert stereoselektiv den (22 R)-Alkohol 20.

9
| Li=—€OTHP

l

10  ——=——

L
H OH OH
Y/ ~ Y/ Y/
ig\F ) ™0 i
02 o2 J ___
§ o § O p, Nickel
21 + 20 23a/23b
| | MCPBA
Na,HPO,
PCC R-Alpine-Boran O
CH,Cl, THF o™
0 OH
‘n,, % ‘o, 35
§ OTHP | §
22 24a/24b

Schema 16 . Seitenkettenaufbau mit einem 25-OTHP-Ether.
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Wahrend die Massenspektren der 22-Alkohole 20 und 21 m/z 614 (M*) nahezu identisch
sind, zeigt das 22-Keton 22 ein Molekilion bei m/z 612. Diese Verschiebung von zwei
Masseeinheiten tritt auch bei dem lon vom Typ [M-211]* (Basispeak, 20, 21: m/z 303; 22:
m/z 301) auf, was auf eine Carbonylfunktion in der Seitenkette hinweist. Im 13c-NMR
unterscheidet sich die Verschiebung von C-22 bei den Alkoholen 20 und 21 (0 = 65.4)
deutlich vom Keton 22 (o 191.6). Signifikante Unterschiede sind auch fir C-23 meRbar
(20: 5=285.0, 21: 6 =82.4 und 22: 5 = 81.7).

Fur die anschlieBende partielle Hydrierung der C-23/24-Dreifachbindung von 20 erwies
sich der Lindlar-Katalysator [189,190] als nicht geeignet. Deshalb wurde auch hier mit P2-
Nickel als Katalysator gearbeitet [152]. Dabei wurden zwei, durch Chromatographie an
Kieselgel trennbare Verbindungen 23a und 23b mit identischen Massenspektren erhalten.
Die fur 23b gefundene vicinale Kopplungskonstante H-23/H-24 von J = 12.2 Hz, lafit die
Z-Konfiguration der Doppelbindung erkennen. Fir das polarere 23a fallen die
Verschiebungen fur H-23/H-24 in CDClz-L6ésung zusammen und lassen daher die
Bestimmung der Kopplungskonstanten nicht zu.

Wird 23a jedoch in CgDg gemessen [H-23 (8 5.52, dd, 12.5/6.1 Hz), H-24 (d 5.36, dd,
12.5/1.4 Hz)], so kann diesen Spektren eine Kopplungskonstante von J = 12.5 Hz
entnommen werden, woraus Z-Konfiguration der C-23/C-24 Doppelbindung auch fir 23a
folgt. Der Unterschied zwischen 23a und 23b besteht daher in der Konfiguration von C-2',
was ebenfalls anhand kleiner Differenzen von 1H- und 13C-Signalen im Bereich der
Seitenkette reflektiert wird (Ad kleiner als 0.1). Eine Zuordnung der Konfiguration an C-2'
aus den NMR-Daten ist nicht méglich.

Nach der Reinigung von 23b und 23a wurden diese Verbindungen einzeln mit MCPBA
und wasserfreiem Na,HPO, als Puffer bei 5°C epoxidiert [152], wobei fast ausschlief3lich
die (23S5,24R)-Epoxide [152,191] 24a und 24b erhalten werden. Der Vergleich von 24a
und 24b zeigt, dal3 beide Produkte neben sehr ahnlichen Massenspektren identische Ry -
Werte und Retentionszeiten in der HPLC aufweisen. Verschieden hingegen sind die
chemischen Verschiebungen der Seitenkettenatome in den 1H- und 13C-NMR-Spektren.

U /z 337
O =<---== N + m
24a LP T2A360  miz 99 TP m-sa-211y"

Weitere Fragmente: m/z 632 M*, 617 [M-Me]*, 548 [M-84]*, 533 [(M-84)-Me]™.

Abbildung 4 . EI-MS-Fragmentierung von 24a.
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Fur alle Verbindungen mit einer Acetonidschutzgruppe in 2/3-Position und einem Ketal in
6-Position wurden markante Fragmentierungen im EI-MS gefunden, die sich gut zur
Charakterisierung eignen (Abbildung 4 und 5)(vgl. 3.2. u. 3.5.3./Abb. 9).

Diese massenspektrometrischen Fragmentierungen sollen am Beispiel der im A/B-Ring
geschitzten Verbindung 24a diskutiert werden. Neben einem schwach ausgepragten
Molpeak wird Methylabspaltung [M-15]* beobachtet. Befindet sich keine Schutzgruppe in
der Seitenkette wie z.B. bei den Intermediaten 11-16 der Brassinolidsynthese, so tritt als
Basispeak das aus der B/C-Ringspaltung resultierende lon [M-211]* auf. Im Fall von 24a
ist die 25-Position als THP-Ether geschutzt. Diese leicht abspaltbare Gruppe bewirkt, daf3
das Fragment bei m/z 548 [M-84]* entsteht und der Basispeak eine Masse von m/z 85
aufweist (Abbildung 4 und 5). Dementsprechend tritt auch ein lon vom Typ [(M-84)-211]*
(m/z 337) auf. Weitere Fragmente (m/z 239, m/z 99) charakterisieren die Position der
Schutzgruppen am A/B-Ringsystem.

100.00% 85

337

99

533
360

239
418

489
548 617
254 389 JK 473 ‘

mmmhun ey H TR \.‘n m \ I]( In b L S “6§2

200 300 400 600 m/z

Abbildung 5 . Massenspektrum von 24a.

3.4.2. Synthese des Castasteron-Derivates mit annelierter Dioxonan-Seitenkette

Bei der anschlieRenden Reaktion [152] von 24a mit Trimethylaluminium und n-BuLi in
Cyclohexan/n-Hexan bei -78°C sollte Offnung des Epoxidringes unter gleichzeitiger
Methylierung, vorzugsweise an C-24, erfolgen. Statt dessen wird eine unerwartete
Epoxid6ffnung mit alkylierender Umlagerung unter Einbeziehung des Tetrahydro-
pyranylringes beobachtet (Schema 17) [192]. Die als Hauptprodukt entstandene
Verbindung 25 mit einer Molmasse m/z 648 (M*) enthélt in der Seitenkette ein anneliertes
neungliedriges Ringsystem als neuartiges Strukturmerkmal.
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Schema 17. Synthese des Castasteron-Derivates 26.

Unter denselben Bedingungen liefert die Umsetzung des anderen C-2'-Epimers 24b nicht
das Dioxonan 25, sondern ein komplexes Gemisch von Substanzen mit Seitenketten-
spaltungen. Diese Ergebnisse sind ein Hinweis darauf, daf3 die Bildung des Dioxonans 25
durch die C-2'-Konfiguration des Tetrahydropyranylethers kontrolliert wird.

Nach Abspaltung der Schutzgruppen von 25 wird das freie Castasteron-Dioxonan-Derivat
26 erhalten, das nach der systematischen Nomenklatur als (22R,235)-2a,3a,22,23-Tetra-
hydroxy-24,25-hexane-1,5-diyldioxy-5a-cholestan-6-on bezeichnet wird. Das Molgewicht
von 26 folgt aus ESI-MS mit positiver und negativer lonisierung (m/z 565 [M+H]*, m/z 623
[M+OACc]"). Die EI-MS-Fragmente des entsprechenden Trimethylsilylethers 26a entstehen
durch die a-Spaltung zwischen C-23/C-24 mit den komplementéaren lonen a (m/z 681)
und e (m/z 171), sowie durch C-22/C-23-Spaltung mit dem lon b (m/z 579)(Abbildung 6).
Die Struktur von 26 wird auch durch das EI-MS-Molekilion M*, m/z 612 des Bismethyl-
boronates 26b bewiesen. Weitere lonen liegen bei: m/z 441 (a), 357 (c) und 327 (d).

b=---

26: R=H 26a: R=TMSi 26b: R,R=B(CH3)

Abbildung 6 . Massenspektrometrische Fragmentierung von 26 und seinen Derivaten.

Aus ein- und zweidimensionalen NMR-Experimenten (einschliel3lich DQFCOSY, HSQC
und HMBC) resultiert die eindeutige Zuordnung aller 1H- und 13C-NMR Signale von 26.
Das Protonensignal der 2'-Methylgruppe zeigt im 1H,1H-COSY-Spektrum ein Kreuzsignal
mit H-2' und im HMBC-Spektrum werden Korrelationen mit C-2' und C-3' beobachtet
(Abb. 7). Die geschlossene Dioxonan-Struktur Uber O-25 wird durch NOE-Korrelationen
zwischen Me-26* und Me-2' sowie H-2' charakterisiert. Weiterhin wird fur den Ringschluf3
tber O-24 eine HMBC-Korrelation zwischen H-24 und C-6' gefunden. Interessanterweise
zeigt die OH-Gruppe an C-23 eine Kopplungskonstante von J = 8.8 Hz zu H-23, wahrend
far H-22 nur ein breites Singulett zu finden ist. Das deutet darauf hin, dal? eine partielle
sterische Fixierung des Dioxonanringes Uber eine intramolekulare Wasserstoffbriicke zur
23-Hydroxygruppe vorliegt. Da bisher noch keine Kristalle fir die Rontgenstrukturanalyse
erhalten wurden, muf3 die Konfiguration von 26 an C-24 und C-2' offen bleiben.
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Abbildung 7 . 1H-NMR Methylbereich des HMBC-Spektrums von 26 (in CDCly).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 bei der Reaktion des Epoxides 24a mit
Trimethylaluminium und n-Butyllithium ein neuer Typ von Brassinosteroiden mit einem
24(25)-anneliertem Dioxonanring dargestellt wurde. Die Bildung von 25 aus 24a kann
erklart werden Uber eine Epoxiddffnung zu a, gefolgt von einer endocyclischen Spaltung
der C(2"-0O-Bindung des Tetrahydropyranylringes, was zum Intermediat b fihrt (Schema
18). AnschlieBender Ringschlul® unter gleichzeitiger Methylierung an C-2' fuhrt zu 25. Von
besonderem Interesse ist, dal? nur C-2' Isomer 24a die geeignete sterische Anordnung
fur diese Reaktion aufweist, die wahrscheinlich in einer unterschiedlichen réaumlichen
Fixierung des Tetrahydropyranylringes Uber eine intramolekulare Wasserstoffbriicke
besteht [192]. Ahnliche endocyclische Spaltungen von glykosidischen Acetalen unter

Alkylierung mit Trimethylaluminium wurden kurzlich von Olsson et al. beschrieben [193].

24a —

Schema 18. Vorgeschlagener Mechanismus der Bildung von 25.

e

25
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3.4.3. Seitenkettenaufbau mit 3-Benzyloxy-3-methyl-but-1-in

Nach den voranstehend beschriebenen Ergebnissen mit dem THP-Ether bestand die
Aufgabe nunmehr darin, durch Einsatz einer anderen geeigneten Schutzgruppe fir die
25-Hydroxyfunktion die Dioxonanbildung bei der Einfihrung der 28-Methylgruppe zu
verhindern. In orientierenden Versuchen mit Trimethyl- und Triethylsilyl waren diese nicht
ausreichend saurestabil, gréRere Silylschutzgruppen wie z.B. tert.-Butyldimethylsilyl
lieRen sich wegen der sterischen Hinderung nicht einfihren. Dahingegen verlauft die
Reaktion mit Benzylbromid trotz des rdumlich anspruchsvollen Aromaten glatt. Da die
Benzylschutzgruppe auf3erdem beim Einsatz von MesAl stabil ist [183], wurde diese
Schutzgruppe fir die 25-Hydroxyfunktion eingesetzt.

Das Seitenkettensynthon 3-Benzyloxy-3-methyl-but-1-in (MBOB) wurde, wie fur MBOT
beschrieben, mit dem 22-Aldehyd 9 gekoppelt (Schema 19). Das daraus resultierende 1:1
Gemisch aus (22R)- und (225S)-Alkohol 27 und 28 wurde anschlieRend durch Oxidation
mit PCC in das 22-Keton 29 Uberfihrt. Die nachfolgende Reduktion mit R-Alpine-Boran
liefert stereoselektiv den gewilinschten (22R)-Alkohol 27. Nach partieller Hydrierung zum
Allylalkohol 30 mit P2-Nickel konnte auch die Epoxidgruppe durch Umsetzung mit
MCPBA und Nay,HPO,4 unter Bildung von 31 eingefuhrt werden.
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Schema 19. Synthese von 25-Hydroxycastasteron (33) mit Benzylschutzgruppe.
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Als Schliisselreaktion ist hier ebenfalls die Offnung des Epoxidringes von 31 mit
Trimethylaluminium unter gleichzeitiger Einfihrung der 28-Methylgruppe anzusehen. Bei
dieser Reaktion wurde ein komplexes Verbindungsgemisch erhalten. Versuche zur
Optimierung waren nicht erfolgreich, so dal3 nach diesem Verfahren das geschiitzte 25-
Hydroxycastasteron 32 lediglich in 12% Ausbeute gewonnen werden konnte. Nach der
Abspaltung der Schutzgruppen im A/B-Ringsystem unter Standardbedingungen wird die
Benzylschutzgruppe durch Hydrierung mit einem Palladium-Katalysator (5% auf
Aktivkohle) in MeOH/EtOAc entfernt. Durch diese Synthesefolge konnte die
Zielverbindung 25-Hydroxycastasteron (33) erstmals dargestellt werden.
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Abbildung 8 . Zweidimensionales HSQC-Spektrum von 25-Hydroxycastasteron (33).

Der Strukturbeweis fur 25-Hydroxycastasteron (33) wurde durch Kombination von ein-
und zweidimensionalen NMR-Techniken erbracht (einschlieRlich COSY, HMBC). Der 13C-
Bereich des HSQC-Spektrums zeigt finf Signale im Hydroxylbereich zwischen 67 und 75
ppm (Abbildung 8). Lediglich vier dieser Signale zeigen eine Korrelation mit der 1H-Spur.
In Ubereinstimmung mit dem APT-Spektum von 33 wird das im Vergleich zum Brassinolid
(18) zusatzliche Signal bei & = 73.4 einem quartaren C-Atom mit einer Hydroxygruppe
zugeordnet. Da im Methylbereich des Protonenspektrums fir die diastereotropen
Methylgruppen Me-26 und Me-27 keine Dubletts wie beim Brassinolid (18), sondern
tieffeldverschobene Singuletts mit & = 1.34 und 1.24 beobachtet werden, folgt daraus,
daf3 sich die neue Hydroxygruppe in 25-Position befindet.

Mit dieser Struktur stehen auch die ESI-MS-Untersuchungen in Einklang. Das Molekular-
gewicht von 33 ergibt sich aus den ESI-Massenspektren mit positiver und negativer
lonisierung (m/z 481 [M+H]* bzw. m/z 479 [M-H]"). Bei Derivatisierung von 33 mit Dansyl-
aminophenylboronsdure wird nur die Diolfunktion in der Seitenkette geschitzt [194].
Demgemal liefert das ESI-Massenspektrum mit positiver lonisierung das Molekilion
[M+H]* bei m/z 815. Die a-Spaltung zwischen C-23/C-24 ergibt ein lon bei m/z 727 [M+H-
88]*, woraus die Stellung der Hydroxygruppen in der Seitenkette hervorgeht.
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3.5. Versuche zur Synthese von 25-Hydroxycastasteron uber
25-Hydroxydolichosteron

Wie in den vorhergehenden Abschnitten gezeigt wurde, fuhrt die Anwendung der
Brassinolid-Strategie auf die Synthese von 25-Hydroxycastasteron (33) bei Verwendung
des THP-Ethers zum Dioxonan-annelierten Castasteron-Derivat 26, und mit der
Benzylschutzgruppe wird bei der Epoxidoffnung lediglich eine Ausbeute von 12% 33
erzielt. Daher wurde folgende neue Strategie des Seitenkettenaufbaus untersucht.
Ausgehend von Alkin 20 (Dreifachbindung in 23-Position) kann durch Propargylumlage-
rung Allen 34 mit einer 23,24-Dienstruktur dargestellt werden. Damit die gewlnschte
Seitenkette mit dem 22,23-Diol und der zusatzlichen 25-Hydroxyfunktion entsteht, werden
nachfolgend die Positionen 23, 24 und 25 durch Bisepoxidation und Hydrolyse zum a,a'-
Dihydroxy-24-keton 36 funktionalisiert. Nach Olefinierung der 24-Carbonylfunktion liefert
diese Methode ein an der 25-Position hydroxyliertes Dolichosteron als weiteres
neuartiges Brassinosteroid. Obwohl bisher noch nicht nativ nachgewiesen, ist ein
natirliches Vorkommen dieses potentiellen Wirkstoffes anzunehmen. Durch nach-
folgende Hydrierung der 24(28)-Methylengruppe laRt sich aus dem (23 R)-25-Hydroxy-
dolichosteron die Zielverbindung 25-Hydroxycastasteron (33) darstellen.

3.5.1. Propargylumlagerung zum Allen

Eine Moglichkeit der Synthese von Allenen aus Alkinen beruht auf der Isomerie zwischen
beiden Strukturtypen. Da diese Reaktion reversibel ist und oft weitere Umlagerungen
stattfinden, werden haufig Gemische erhalten. Fir die Zusammensetzung sind Basen-
starke und Temperatur entscheidend. So fuhrt die katalytische Isomerisierung von unsub-
stituiertem Pent-1-in mit Basen mittlerer Basizitat (KOH/EtOH, 150°C) dber Penta-1,2-
dien hauptsachlich zu Pent-2-in, mit starken Basen (LDA, 0°C) werden auch konjugierte
1,3-Dienen gebildet (Schema 20). Praparative Bedeutung gewinnt die Reaktion erst dann,
wenn Substituenten wie im Fall von 3-Methyl-but-1-in das Allen stabilisieren. Dieses lagert
sich deshalb ausschlie3lich zum 3-Methyl-buta-1,2-dien um [195].

=\

Pent-1-in Pent-1,2-dien Pent-2-in Pent-1,3-dien

—( — =

3-Methyl-but-1-in 3-Methyl-but-1,2-dien

|

Schema 20 . Isomerisierung von Alkinen.

Auch das unsymmetrisch substituierte 4-Chlor-1-hydroxy-but-2-in &Rt sich in guter
Ausbeute mit LiAlH4 zum 1-Hydroxy-buta-2,3-dien isomerisieren. Dagegen ist die direkte
Umlagerung von 1,4-Dihydroxy-but-2-in praktisch nicht méglich (Schema 21) [196].



3. Ergebnisse und Diskussion 29

LiAIH
CI — 4
OH 68% d.Th.
4-Chlor-1-hydroxy-but-2-in L -~  —e—""0OH
HOL_ — LiAlH, 1-Hydroxy-but-2,3-dien
OH 2% d.Th.

1,4-Dihydroxy-but-2-in

Schema 21. Direkte Reduktion von Propargylalkoholen.

Wird aber eine Hydroxyfunktion von Butindiolen als Tetrahydropyranylether geschitzt, so
lassen sich mit Reduktionsmitteln, z.B. LiAlH,, Buta-1,2-dienole (a-Hydroxyallene)
darstellen (Schema 22) [196,197]. Die ungeschitzte Hydroxygruppe wird bei dieser
Reaktion nicht angegriffen. Damit er6ffnet diese Methode einen guten Zugang zur
Synthese von Allenen mit einer Hydroxyfunktion in a-Stellung.

O
R1

OH
OH O LiAIH, R )S: R3
riF=—T-r, S

R, Ry H R4

R = Alkyl 0. H

Schema 22 . Reduktion der Mono-THP-Derivate von a,a'-Propargylalkoholen.

Im Fall der von uns synthetisierten Verbindung 20 (vgl. 3.4.) wurde deshalb die
Isomerisierung zum 23,24-Dien unter gleichzeitiger Spaltung des 25-O-THP-Ethers
erwartet. Die Reduktion wird mit LiAlH,4 in absolutem Ether durchgefuhrt. Nach 2 Stunden
bei 40°C wird a-Hydroxyallen 34 isoliert und durch Chromatographie an Kieselgel
gereinigt. Die Ausbeute an 34 betragt bei dieser Reaktion 80% (Schema 23).

LIALH,

OTHP

>(O"' Red-Al
o

OTHP

><OI/,
o%

Schema 23. Propargylumlagerung von 20 zum Allen 34.
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Wird fir diese Reaktion das weniger reaktive Red-Al” [198,199] verwendet, so werden
zwei Reaktionsprodukte isoliert. Neben der Bildung von gewinschtem Allen 34 wird die
Dreifachbindung von 20 auch zu 35 mit frans-23(24)-Doppelbindung partiell hydriert.

Die Massenfeinbestimmung fir 34 von m/z 514.3676 (M) ergab eine Elementar-
zusammensetzung von C3yHg50O5. Allen-Protonen sind mehr tieffeldverschoben als
Alken-Protonen. Eine bemerkenswerte Eigenschaft im 1H-NMR der Allene ist, daR 1H,1H-
Kopplungen Uber 5 Bindungen beobachtet werden kénnen. Deshalb wird fir das Proton
H-23 der Verbindung 34 ein Multiplett (0 = 5.02) gefunden (die Methylgruppen C-26 und
C-27 bewirken diese Aufspaltung). Im 13C-Spektrum wird das geminale sp-hybridisierte
C-Atom des Allens bei sehr tiefem Feld erwartet, wahrend die terminalen sp2-
hybridisierten C-Atome Signale zwischen 75-120 ppm zeigen sollten. In Ubereinstimmung
mit diesen theoretischen Werten wird flr C-24 von 34 eine Verschiebung von o = 198.8
und fur die C-23/C-25 werden Signale bei d = 94.2 bzw. & = 100.4 erhalten.

3.5.2. Bisepoxidation und Hydrolyse zum  a,a'-Dihydroxyketon

Nachdem das Allen 34 durch Reduktion mit LiAlH4 synthetisiert wurde, erfolgt in diesem
Abschnitt die Funktionalisierung zum a,a'-Dihydroxyketon (Carbonylgruppe an C-24).
Dadurch wird die Seitenkette flr den Austausch der Keto- durch eine Methylengruppe
mittels Olefinierung vorbereitet.

Experimente, die Funktionalisierung durch "Flash"-Hydroxylierung mit Natriumperiodat
und Ruthenium-(lll)-chlorid [200] unter gleichzeitiger Dehydratisierung an C-24 zu
erreichen, zeigten, dal3 diese Hydroxylierung innerhalb von 3 min bei vollstdndigem
Umsatz von 34 ein komplexes Produktgemisch liefert. Das gewilnschte a,a'-
Dihydroxyketon ist dabei nur in Spuren enthalten.

OH
'/I,' H

)'l g

34

Schema 24 . Synthese des a,a'-Dihydroxyketons 36.

Dahingegen gelingt die Einfuhrung der funktionellen Gruppen in 23,24 und 25-Position
zum a,a'-Dihydroxyketon 36 durch Bisepoxidation [201-204] und anschlieRende
Hydrolyse (Schema 24). Wahrend MCPBA bei der Epoxidation von Allenen ein Gemisch
der Monoepoxide liefert, wird mit Dimethyldioxiran (DMD) das Bisepoxid erhalten [205]
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(Zur Darstellung von DMD vgl. [206] und Exp. Teil.). In unseren Experimenten erfolgte die
vollstdndige Umsetzung von Allen 34 mit DMD innerhalb von 30 min. Die Reaktion
verlauft stereospezifisch unter Bildung von 36.° Anhand der NMR-Daten von 36 konnte
gezeigt werden, dal3 das intermedidr gebildete Bisepoxid hydrolysiert und somit nach
dieser Reaktion das gewlnschte a,a'-Dihydroxyketon vorliegt.6 Hydrolyse durch
Chromatographieren an Kieselgel bzw. Losen von 36 in CHCIl3 fir die NMR-Analytik
konnte fir Verbindung 36 ausgeschlossen werden, da das 1H-NMR-Spektrum des
Rohproduktes bereits dem des a,a'-Dihydroxyketons 36 entspricht. Das ElI-
Massenspektrum von 36 zeigt als lon hochster Masse das lon [M-H,0]" bei m/z 546, aus
dem die weiteren Schlusselionen gebildet werden: m/z 531 [M-15]%, 417 (C17/C20-
Spaltung), 335 [M-211]*, 239 (B-Ringspaltung) und 99.’

Die Zuordnung der Konfiguration der neuen Verbindung 36 an C-23 ist NMR-
spektroskopisch nicht méglich. Durch den Vergleich der LC-MS- und NMR-Daten von den
Verbindungen 42a und 42b (vgl. 3.5.4.) mit dem bereits synthetisierten 25-
Hydroxycastasteron (33) (vgl. 3.4.3.) konnte erst am Ende dieses Syntheseweges die 23-
epi-Konfiguration bestimmt werden. In den Schemata 24, 25 und 26 wird die 23-epi-
Konfiguration verwendet, das entspricht einer (23R)-Konfiguration fur die Verbindungen
36 und 37, sowie einer (23S)-Konfiguration fiir die Verbindungen 38-41, 42a und 42b.

3.5.3. Synthese von 25-Hydroxy-23-epidolichosteron durch Olefinierung

Die Umsetzung von 36 mit Methylentriphenylphosphoran (Ylid)(vgl. Exp. Teil) nach Wittig
[207-209] liefert nicht die gewlinschte 24(28)-Methylengruppe. Trimethylsilylgruppen sind
unter den Bedingungen der Wittig-Reaktion stabil und kdnnen somit als Schutzgruppen
eingesetzt werden (Schema 25). Die Bildung eines Tristrimethylsilylethers ist wegen der
sterischen Hinderung der 25-Hydroxygruppe nicht zu erwarten. Bei der Umsetzung von
Verbindung 36 mit TMSICl wurde jedoch der Monosilylether 37 erhalten. Neben sterischer
Hinderung ist als weitere Ursache fir diese Reaktionstréagheit mdglicherweise eine
Wasserstoffbriicke zwischen der 22-Hydroxygruppe und dem Carbonylsauerstoff an C-24
verantwortlich.

> In einem Versuch wurde Tautomerie der 23-Hydroxy-24-Keto-Struktur beobachtet, wodurch ein
Diasteromerengemisch in 23-Position erhalten wurde. Die Verbindungen 36 und 36a wurden durch
HPLC getrennt. Das 2:1-Verhéltnis von 36 zu 36a wurde durch NMR bestimmt. Die physikalischen
Daten beider Verbindungen werden im Exp. Teil beschrieben.

6 Das Bisepoxid konnte als Rohprodukt durch NMR nachgewiesen werden, nachdem ein 22-
trimethylsilyliertes Derivat von 34 hergestellt und mit DMD umgesetzt wurde. Fir H-23 wird bei 3.60
ppm ein Dublett mit einer kleinen Kopplungskonstante von 1 Hz gefunden. Erwartungsgemal ist C-
24 mit 88.0 ppm tieffeldverschoben, flir C-23/25 konnten Signale bei 66.1 und 64.0 ppm zugeordnet
werden. Die weitere Charakterisierung gelang nicht, da das Bisepoxid bei der Chromatographie mit
Kieselgel vollstandig zum a,a'-Dihydroxyketon hydrolysierte.

! Analoge Fragmentierung konnte spéater bei den ebenfalls 25-hydroxylierten Verbindungen 37, 38
und 39 beobachtet werden.
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Schema 25 . Olefinierung zum 25-Hydroxy-23-epidolichosteron (40).

Die Auswertung der NMR-Daten a3t keine eindeutige Zuordnung des Trimethylsilylethers
zur Position 22 oder 23 zu. Diese Zuordnung kann jedoch mit Hilfe von HR-MS erfolgen.
Als Peak hochster Masse wird das lon [M-H,O]* (m/z 618) beobachtet. Ein wichtiges
Schlisselfragment ist das durch a-Spaltung zwischen C-22/C-23 gebildete lon bei m/z
172 (CgH1502Si)( (Abbildung 9, vgl. Exp. Teil). Methylabspaltung aus diesem lon fiihrt zu
dem durch Konjugation resonanzstabilisierten Kation bei m/z 157 (100%, C7H1305Si).
Diese beiden Fragmente determinieren die Trimethylsilylgruppe am C-23. Das lon m/z
461 (CogH4507), dessen Bildung mit einer Methylwanderung von der Trimethylsilylgruppe
erklarbar ist, reprasentiert formal ein zum Basispeak bei m/z 157 komplementares
Bruchstiick. Die Abspaltung von Trimethylsilanol fihrt zum lon bei m/z 546, woraus durch
eine B/C-Ringspaltung das Fragment [M-TMSOH-211]* (m/z 335) entsteht.

OH OH

O\\\ e Me._ .7
& Me- s| Me ?
m/z 239 m/z 172 m/z 157 OH O
<
+ 7~ o
P O‘ m/z 461 + m/z 335
m/z 99 P [M-TMSOH-211]"

Abbildung 9 . Massenspektroskopische Fragmente von 37.
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Nach der Bildung des Monosilylethers 37 kann die Olefinierung der 24-Carbonylfunktion
durch Wittig-Reaktion erfolgen. Dabei wird Verbindung 38 mit 24(28)-Methylengruppe in
64%-iger Ausbeute, bezogen auf umgesetzten Ausgangsstoff 37, erhalten.

Zur Optimierung der Olefinierung wurde der Einsatz modifizierter Reagenzien fur die
Wittig-Reaktion untersucht. Das auch bei Gibberellinen eingesetzte Lombardo-Reagenz
[210] kann in Gegenwart von freien Hydroxyfunktionen verwendet werden. Die
Umsetzung von 36 mit diesem Reagenz lieferte jedoch nicht das Alkylierungsprodukt 39.
Tebbe-Reagenz, ein p-Chlor-p-methylen-[bis-(cyclopentadienyl)-titan]-dimethylaluminium
Komplex [211-213], ist besonders fir die Olefinierung von gehinderten Ketonen geeignet
[214-216]. Ein Beispiel ist die Methylenierung einer 24-Carbonylgruppe in der Cholestan-
Seitenkette mit dem Tebbe-Reagenz fir 2.5 h bei 0°C in 90%-iger Ausbeute, die kirzlich
beschrieben wurde [217]. Diese hohe Ausbeute konnte erreicht werden, da sich in der
Cholestan-Seitenkette keine weiteren funktionellen Gruppen befinden. Die Zuganglichkeit
der 24-Position von Verbindung 36 ist durch die drei Hydroxygruppen in der Seitenkette
herabgesetzt. Fir die Umsetzung von 36 wird deshalb eine langere Reaktionszeit
erwartet.

Deshalb wurde 36 bei RT fur 24 h mit dem Tebbe-Reagenz behandelt. Danach ist 36
vollstdndig umgesetzt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 0.5 N NaOH gestoppt und
anschlieRend an Kieselgel chromatographiert. Neben der mit 53% Ausbeute erhaltenen
Verbindung 39 werden einige Nebenprodukte beobachtet, die nicht weiter charakterisiert
wurden. Die Abspaltung der Schutzgruppen von 38 bzw. 39 erfolgt mit 80%-iger
Essigsaure und liefert 25-Hydroxy-23-epidolichosteron (40) in 90% Ausbeute. Bezogen
auf Stigmasterol (1) betragt die Gesamtausbeute 6%.
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Abbildung 10 . HSQC-Spektrum von 25-Hydroxy-23-epidolichosteron (40).
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Das Molekilion fur Verbindung 40 wird aus dem ESI-Massenspektrum mit positiver
lonisierung (m/z 501 [M+Na]* und 479 [M+H]") erhalten. Der Strukturbeweis erfolgte
durch NMR-Spektroskopie in der Kombination von ein- und zweidimensionalen Techniken
(Abbildung 10). Im 1H-Spektrum sind deutlich die beiden tieffeldverschobenen Protonen
der 24(28)-Methylengruppe zu erkennen. Das entsprechende 13C-Signal ist ebenso
tieffeldverschoben wie das in der Abbildung 10 nicht dargestellte von C-24 (d = 154.5).
Wahrend im HSQC-Spektrum nur die 13C-Signale fiir die C-Atome mit sekundéren
Hydroxygruppen in 2,3,22- und 23-Position beobachtet werden, zeigt das APT-Spektrum
eindeutig, daR Verbindung 40 insgesamt funf Hydroxygruppen enthalt.

3.5.4. Hydrierung der 24(28)-Methylengruppe

In der Literatur wurden bereits Hydrierungen der 24(28)-Methylengruppe bei unterschied-
licher Substitution der 25-Position beschrieben. So liefert 25-Methyldolichosteron ein
Gemisch aus 25-Methylcastasteron und 25-Methyl-24-epicastasteron im Verhdltnis von
87:13 [218]. Auch die katalytische Reduktion von Dolichosteron tber Platin mit Tritiumgas
wurde durchgefuhrt [219,220]. Ebenfalls beschrieben ist die Hydrierung der Dolicho-
Seitenkette mit 10% Pd auf Aktivkohle in EtOAc, wobei beide 24-Epimeren (24S):(24R)
im Verhaltnis von 4:1 entstehen [221,222]. Allerdings muf3 fur die Hydrierung die
Diolfunktion der Seitenkette als Acetonid geschiitzt werden, da sonst ein Gemisch aus
mehreren Verbindungen entsteht [218].

In Analogie zu diesen Untersuchungen sollte deshalb die noch freie Diolfunktion von 39
als Acetonid geschitzt werden. Allerdings fand unter den Ublichen Bedingungen keine
Reaktion statt. Da von den bekannten (22R,23R)-Diolen Acetonide gebildet werden,
liefert das Ausbleiben dieser Reaktion bei Verbindung 39 einen ersten Hinweis auf das
Vorliegen einer (22R,23S)-Konfiguration. Bei der anschlielenden Acetylierung von 40 mit
Acetanhydrid und kat. Mengen DMAP wird nach 3 Tagen nicht das erwartete 2,3,22,23-
Tetraacetat, sondern lediglich ein Triacetat erhalten. Mit NMR-Spektroskopie (HMBC)
konnte H-22 (&= 5.54, d, 6.9/1.9 Hz) und H-23 (0= 3.91, d, 6.9/1.4 Hz) zugeordnet
werden. Das tieffeldverschobene Signal von H-23 zeigt, daf? in der Seitenkette die 23-
Hydroxygruppe acetyliert wurde und ein 2a,3a,23-Triacetat 41 vorliegt (Schema 26).

OH

OAc
AcO n,

1. Pd/H,
——————

Ac,O/Pyridin AcO™ 2. MeONa
o 40 o 41 O 42a+42b

Schema 26 . Hydrierung von 25-Hydroxy-23-epidolichosteron (40)
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Bei der anschlieBenden Hydrierung der 24(28)-Methylengruppe von Verbindung 41 mit
10% Pd auf Aktivkohle in EtOAc konnte kein Umsatz beobachtet werden. Deshalb wurde
in einer weiteren Reaktion Eisessig als Losungsmittel verwendet. Dadurch gelingt die
Hydrierung der 24(28)-Methylengruppe innerhalb von 30 h glatt, ohne dalR die
ungeschitzte 6-Ketogruppe angegriffen wird.®2 Nach Abtrennen des Katalysators und
Verseifung der Acetylgruppen mit Natriummethylat wird das Gemisch aus den freien
Verbindungen 42a+42b erhalten. Das 3:1 Verhaltnis der beiden Epimere wurde mit Hilfe
der HPLC ermittelt. Werden die in der Literatur beschriebenen (24S)- zu (24R)-
Verhéltnisse nach der Hydrierung der 24(28)-Methylengruppe bei methyl- (9:1) [218] und
unsubstituierter (4:1) [221,222] 25-Position zugrunde gelegt, so laflt sich auch hier ein
Verhdltnis 42a (24R) : 42b (24S,24-epi) von 3:1 vermuten. Eine eindeutige Zuordnung der
24-Konfiguration von 42a und 42b ist jedoch anhand der NMR-Daten nicht mdglich.
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Abbildung 11 . LC-MS von 25-Hydroxycastasteron (33), 25-Hydroxy-24-epicastasteron
[223] und dem Verbindungsgemisch 42a+42b.

8 Im 1H-Spektrum nach der Hydrierung von 41 ist das H-23-Signal stark hochfeldverschoben [d =
5.00, m; 41: 6 = 5.54, dd (6.9/1.9)], H-22 dagegen nur um 0.02 ppm [0 = 3.89, m; 41: 6 = 3.91, dd
(6.9/1.4)]. Auch fir die Methylgruppe Me-21 wird ein hochfeldverschobenes Dublett gemessen [ =
0.89, d (7.2); 41: 6 = 0.94, d (6.3)]. Weiterhin findet eine Verschiebung der Methylprotonen der
Acetylgruppe an C-23 statt [6 = 2.08, s; 41: d = 2.12, s]. Die Protonensignale fiir H-5a und H-7( sind
in Bezug auf 41 nicht verschoben, das 6-Keton wurde somit nicht angegriffen.
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Die bislang noch unbekannte Konfiguration der 23-Hydroxygruppe konnte durch den
Vergleich der LC-MS- und NMR-Daten bestimmt werden. Dazu wurden 25-Hydroxycasta-
steron (33), 25-Hydroxy-24-epicastasteron [223] und das Gemisch 42a+42b mit LC-MS
untersucht (Abbildung 11). Dabei werden fiur 42a und 42b nicht nur langere
Retentionszeiten, sondern es wird auch ein unterschiedliches MS-Verhalten beobachtet.
Wahrend die (22R,23R)-Diole im ESI-Massenspektrum bei negativer lonisierung
Molekulionen (m/z 479 [M-H]") und Acetylanlagerung (m/z 539 [M+OAc]") zeigen, wird flr
42a und 42b ausschlieBlich das lon bei m/z 521 [M+OAc-H,O]" detektiert. Dieser lontyp
wurde mit m/z 519 bereits vor der Hydrierung fir Verbindung 40 gefunden. Da weiterhin
die Verbindungen 40 und 41 mit Ausnahme der 23-Konfiguration eindeutig charakterisiert
werden konnten, ist den Verbindungen 42a und 42b die (23S)-Konfiguration zuzuordnen.
Das Gemisch 42a+42b besteht somit aus 25-Hydroxy-23-epicastasteron und 25-Hydroxy-
23,24-diepicastasteron.

Obwohl die Verbindungen 42a und 42b als Gemisch vorliegen, konnten auch dem 13C-
NMR-Spektrum wesentliche Strukturaussagen entnommen werden. Wahrend die
Kohlenstoffatome C-1 bis C-12 und C-19 keine Verdnderung gegeniber 25-
Hydroxycastasteron (33) aufweisen, sind die Seitenkettenatome gegeniiber 33 deutlich
verschoben. Fir die Kohlenstoffatome C-13 und C-18 werden kleine Signalaufspaltungen
gefunden. Bei den 13C-Signalen fiir die Seitenkette treten zwischen den 24-Epimeren
42a und 42b signifikante Unterschiede bei den chemischen Verschiebungen von bis zu 4
ppm auf. Keine der beiden Verbindungen stimmt in den 13C-chemischen Verschiebungen
mit 25-Hydroxycastasteron (33) und 25-Hydroxy-24-epicastasteron Uberein. Diese
Ergebnisse lassen sich ebenso wie die LC-MS Untersuchungen nur mit einer 23-epi-
Konfiguration sowohl fur 42a als auch fir 42b erklaren.

Damit Uber diese neue Strategie des Seitenkettenaufbaus auch die (23R)-konfigurierte
Hydroxygruppe zuganglich wird, kénnte ein alternativer Syntheseweg wie folgt verlaufen:
Nach der Propargylumlagerung zum Allen 34 wird die (22R)-Hydroxygruppe geschitzt
und erst dann die Bisepoxidation mit nachfolgender Hydrolyse durchgefihrt. Im Anschlu3
daran sollte es mdoglich sein, mit Hilfe der Mitsonobu-Reaktion die (23S)- in die
gewiinschte (23R)-Hydroxygruppe zu Uberfihren, doch missen diese Experimente
weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben.



3. Ergebnisse und Diskussion 37

3.6. Regioselektive Oxyfunktionalisierung mit TFD

Fur die Synthese von 25-Hydroxycastasteron (33) wurden bisher verschiedene Verfahren
des Seitenkettenaufbaus vorgestellt. In diesem Abschnitt soll eine weitere Moglichkeit, die
regioselektive Oxyfunktionalisierung, diskutiert werden. Fir diese Reaktion werden die
durch Seitenkettenaufbau zugénglichen Brassinosteroide Castasteron (17) und
Brassinolid (18) verwendet (vgl. 3.3.).

3.6.1. Synthese von 25-Hydroxycastasteron und 14  a,25-Dihydroxycastasteron

Aus der Literatur sind fur die Oxyfunktionalisierung der tertiaren 25-Position unter direkter
C-H-Insertion des angreifenden Sauerstoffs verschiedene Verfahren bekannt. So wurde
die RuO4-Oxidation von Vitamin D Pracursoren (30% Ausbeute) [224], die Reaktion von
5a-Cholestan-3-on mit 2,6-Dichlorpyridin-N-oxid und Rutheniumporphyrinen (26 %
Ausbeute) [225], sowie die intramolekulare "long range"-Hydroxylierung (Breslow-
Methode) der Cholestan-Seitenkette (7% Ausbeute) [226] beschrieben. Eine weitere
Moglichkeit der Funktionalisierung in 25-Position besteht in der Umsetzung mit
Methyl(trifluormethyl)-dioxiran (TFD) [205,227]. Wie fur 24-Epicastasteron, 24-
Epibrassinolid und Brassinolid (18) gezeigt werden konnte [223,124], wird die 25-Position
zuerst funktionalisiert. Allerdings missen die oxidationsempfindlichen Hydroxygruppen
vorher geschitzt werden. Hierzu wurden die verwendeten Brassinosteroide zunéchst
tetraacetyliert. Die Verwendung von Acetylgruppen fuhrt im Fall von Brassinolid (18) in
78%-iger Ausbeute zu 25-Hydroxybrassinolid (50). Bei 24-Epibrassinosteroiden (24R)
wurde unter diesen Bedingungen keine 25-, sondern eine 14a-Hydroxylierung gefunden.
Wird hier in der Seitenkette Acetonid als Schutzgruppe verwendet, so erfolgt die
Oxyfunktionalisierung wie beim Brassinolid (18) zuerst in der 25-Position [223].

17
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Pyrldln AcO OAC
I’h
OAc OH
ACO//, ACO/’,
- +
Aco™ O>_<O AcO"
O 43 F;C7CH, o 44
MeONa
OH
//,I'
OH OH
HOy,,
HO™

o 33

Schema 27 . 25-Hydroxycastasteron (33) durch direkte Oxyfunktionalisierung von 43.
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Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde in eigenen Untersuchungen Castasteron (17)
als Tetraacetat 43 geschutzt und mit TFD in CH,Cl, umgesetzt (Schema 27). Die
Reaktion liefert zwei Produkte. Neben der Zielverbindung 25-Hydroxycastasteron-
tetraacetat (44) wurde eine zweite Verbindung isoliert, deren Struktur mit NMR-
Spektroskopie als 14a,25-Dihydroxycastasterontetraacetat (45) identifiziert werden
konnte. Weitere durchgefiihrte Experimente zur Ausbeuteoptimierung durch Variation der
TFD-Menge lassen sich wie folgt zusammenfassen:

a) Wird die Reaktion nach dem Verbrauch von einem Aquivalent beendet, so
werden neben 42% Ausgangsstoff 43 und 43% der gewlinschten Verbindung 44
9% Dihydroxylierungsprodukt 45 gefunden.

b) Wird Verbindung 43 mit einem Uberschul? TFD vollstandig umgesetzt (Zugabe erfolgt
in Portionen von je einem Aquivalent nach Verbrauch, insgesamt 4 Aquiv.), so wird
als Hauptprodukt nicht die 25-hydroxylierte Verbindung 44 (30%), sondern die
14a,25-dihydroxylierte Verbindung 45 (50%) isoliert.

Nach der Trennung von 44 (72% Ausbeute bezogen auf umgesetzten Ausgangsstoff) und
45 durch Saulenchromatographie an Kieselgel (DC Hexan:EtOAc = 70:30; 44 Rf= 0.47,
45 Rf= 0.30) werden durch Behandlung mit Natriummethylat 25-Hydroxycastasteron (33)
und 14a,25-Dihydroxycastasteron (46) erhalten. Die Struktur von 46 wurde durch NMR-
Methoden nachgewiesen. Als signifikante Anderung wird im 13C-NMR-Spektrum fiir C-14
eine Verschiebung von & = 85.0 beobachtet, welche die Position der zusatzlich
eingefuihrten Hydroxygruppe anzeigt.

Durch die Ubereinstimmung der physikalischen Daten fiir auf diesem Wege gewonnenem
25-Hydroxycastasteron (33) mit dem in Abschnitt 3.4.3. synthetisiertem 33 konnte gezeigt
werden, dal3 die Zielverbindung 25-Hydroxycastasteron (33) auch uber die regioselektive
Oxyfunktionalisierung mit TFD zuganglich ist. Dabei wurde ausgehend vom Castasteron
eine Gesamtausbeute von 58% erreicht.

3.6.2. Synthese von 25-Hydroxybrassinolid

Die Baeyer-Villiger-Oxidation der 6-Ketone (Tetraacetate bzw. freie Verbindungen) wird
als Standardreaktion fir die Einfuhrung der Lactongruppe im B-Ring verwendet (vgl. 3.3.)
[8,110-112]. Uberraschend ist daher, dal weder im Fall der Tetraacetate 44 und 45, noch
bei den freien Verbindungen 33 und 46 mit der in vivo hergestellten Trifluorperessigsaure
eine Umsetzung beobachtet werden konnte. Unter den gleichen Bedingungen
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durchgefuhrte Oxidationen von Castasteron (17) zeigten, daf3 nur die 25-hydroxylierten
Verbindungen nicht reagieren. Ein EinfluR der strukturell entfernten 25-Hydroxyfunktion
auf den Reaktionsverlauf ist daher nicht auszuschlieRen. Die Aufklarung dieses
tberraschenden Ph&nomens muf3 jedoch weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben.

Alternativ zur Lactonisierung von 33 kann 25-Hydroxybrassinolid (50) auch durch direkte
Oxyfunktionalisierung gewonnen werden [223,124]. Dazu wird Castasterontetraacetat
(43) durch Baeyer-Villiger-Oxidation in das Brassinolidtetraacetat (47) uberfuhrt (Schema
28). Hierbei wurde das ebenfalls entstehende und bisher nicht naher charakterisierte
Isolactontetraacetat 48 durch Chromatographie an Kieselgel gewonnen.

OAc OAc
//," //,"
OAc OAc
(TFA),0/H,0, A0z ACOu,
43 CHCI S + S
3 AcO" o) AcO" o]
o) 47 O 48
0—O0
X
F3C” "CHy OAGC OH
”':,
OH oy |OH
ACOI,' MeONa HO/,'
AcO™ HOY 0
o 49 o 50

Schema 28 . Regioselektive Oxyfunktionalisierung der Lactone.

Das gereinigte 47 wird anschlie3end mit TFD umgesetzt. Bei der Umsetzung mit einem
Aquivalent TFD wurde als Hauptmenge der Ausgangstoff wiedergewonnen. Bezogen auf
umgesetztes 47 wird das 25-hydroxylierte Lacton 49 in 57% Ausbeute erhalten. Eine
weitere Hydroxylierung zum 14a,25-Dihydroxybrassinolid [124] konnte bei Verwendung
von nur einem Aquivalent TFD im Gegensatz zur Reaktion des Castasterontetraacetates
(43) nicht nachgewiesen werden (vgl. 3.6.1.). Nach der Verseifung der Acetylgruppen von
49 wird das gewilinschte freie 25-Hydroxybrassinolid (50) in 40% Gesamtausbeute, von
Brassinolid (18) ausgehend, erhalten.
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3.7. Synthese von 25-Methylcastasteron und 25-Methylbrassinolid

In den vorangehenden Abschnitten dieser Arbeit wurde ausfihrlich auf die Synthese von
Castasteron (17) und Brassinolid (18) mit unsubstituierter 25-Position sowie auf die 25-
hydroxylierten Vertreter 25-Hydroxycastasteron (33) und 25-Hydroxybrassinolid (50)
eingegangen. Weitere Brassinosteroide sind durch eine zusatzliche 25-Methylgruppe
gekennzeichnet. Auch diese Brassinosteroide besitzen eine hohe Bioaktivitat. Fur 25-
Methylbrassinolid (58) wurde im RLI-Test sogar eine geringfiigig hohere Bioaktivitat als
far Brassinolid (18) beobachtet [228]. 25-Methylcastasteron (57) und 25-Methylbrassinolid
(58) sollen fur detaillierte NMR-Untersuchungen [116,229] und "Molekular Modeling“
[108,109] synthetisiert werden. Weiterhin [aB3t ein Vergleich der in dieser Arbeit
synthetisierten 25-unsubstituierten und 25-hydroxylierten Verbindungen mit den 25-
methylierten Vertretern interessante Struktur-Wirkungsbeziehungen erwarten (vgl. 3.8.).

25-Methylcastasteron (57) und 25-Methylbrassinolid (58) wurden bisher durch Hydrierung
aus 25-Methyldolichosteron synthetisiert [228,207], da die alkylierende Epoxidéffnung des
Seitenkettenaufbaus von Brassinolid (18) nicht auf die 25-methylierten Vertreter
Ubertragen werden konnte. Wie im folgenden Abschnitt gezeigt wird, ist diese
alkylierende Epoxidoffnung jedoch mdoglich, der Umweg Uber 25-Methyldolichosteron
entfallt somit.
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Schema 29. Synthese von 25-Methylcastasteron (57) und 25-Methylbrassinolid (58).
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In eigenen Untersuchungen wurde der 22-Aldehyd 9 mit 3,3-Dimethyl-but-1-in (DMB)
umgesetzt. Das erhaltene Gemisch der beiden Propargylalkohole 51 und 52 konnte durch
Chromatographie an Kieselgel teilweise getrennt werden. Obwohl der (22R)-Alkohol 51
den gleichen R¢-Wert wie der (22S)-Alkohol 52 aufweist, wird zuerst der (22S)-Alkohol 52
und anschlieRend nach Mischfraktionen der (22 R)-Alkohol 51 eluiert. Um die Ausbeute an
gewiinschtem 51 zu erhdhen, wurde auch hier die Hauptmenge in das 22-Keton 53
Uberfuhrt (Schema 29). In Analogie zu den bisher beschriebenen Synthesen liefert das
22-Keton 53 durch Umsetzung mit R-Alpine-Boran ausschliel3lich den (22R)-Alkohol 51.
Dieser wurde, wie fur 11 beschrieben (vgl. 3.3.), mit dem P2-Nickel Katalysator zum
Allylalkohol 54 partiell hydriert und danach mit MCPBA/NayHPO,4 zu 55 epoxidiert. Der
Strukturbeweis fir Verbindung 55 erfolgte mit NMR (Abbildung 12).
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Abbildung 12 . 1H und 13C-APT NMR-Spektren von Verbindung 55.

Die anschlieRende Epoxidoffnung unter Methylierung der 24-Position zu 56 erfolgte unter
den ublichen Bedingungen. Die Reaktion verlief sehr langsam, die Umsetzungsrate lag
nach 3 Tagen bei 40%. Bezogen auf umgesetzten Ausgangsstoff betragt die Ausbeute
34%. Damit konnte gezeigt werden, dal3 diese Strategie des Seitenkettenaufbaus auch
fur die 25-methylierten Verbindungen durchfuhrbar ist.

Nach Abspaltung der Schutzgruppen wird aus 56 das freie 25-Methylcastasteron (57)
erhalten. Die nachfolgende Baeyer-Villiger-Oxidation verlauft im Gegensatz zum 25-
Hydroxycastasteron (33) glatt und liefert nach Abtrennung des Isolactons durch HPLC 25-
Methylbrassinolid (58). Der Vergleich mit den Konstanten aus der Literatur [228] zeigt,
daR es sich bei 57 und 58 um die gewlinschten Zielverbindungen handelt.
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3.8. Zur HPLC-Analytik ausgewabhlter Intermediate

Die HPLC besitzt groRe Bedeutung fur die Isolierung von Brassinosteroiden aus nativen
Vorkommen. Aber auch fir die Reaktionsverfolgung sowie die Trennung von Synthese-
produkten, insbesondere von Diastereomeren, hat sich die HPLC bewahrt. Im folgenden
Vergleich soll gezeigt werden, wie sich verschiedene Substitutionen an C-25 auf die
Retentionszeiten der Intermediate in der HPLC und die Ry -Werte im DC auswirken.
Untersucht wurden (22R)- und (22S)-Propargylalkohole sowie 22-Ketone mit folgendem
Substitutionsmuster: 25-H, 25-OTHP, 25-OBn und 25-Me (Abbildung 13, Tabelle 2).9

HPLC- YMC ODS, 5 um, 120 A, 250x4.6 MERCK, LiChrospher 100 RP
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Abbildung 13 . HPLC-Vergleich der 22-Propargylalkohole und 22-Ketone mit unter-
schiedlicher 25-Substitution (blaue Linie = Gemisch von (22S)- und (22R)-Alkohol, rote
Linie = (22R)-Alkohol, griine Linie = 22-Keton).

o Fir diesen Vergleich bleibt der Steroidkern weiterhin als 2,3-Acetonid-6-ketal geschitzt, damit die
Unterschiede in der Seitenkette nicht durch die polare 2a,3a-Diolgruppe aufgehoben werden.
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Die Daten zeigen, dalR der (22S)-Alkohol jeweils die niedrigste Retentionszeit aufweist,
gefolgt vom (22R)-Alkohol und dem unpolareren 22-Keton. Deutlich wird auch der
grolRere Unterschied zwischen (225)- und (22 R)-Alkohol, wahrend sich (22R)-Alkohol und
22-Keton nur wenig unterscheiden (Abbildung 13, Tabelle 2). Die Retentionszeit R; wird in
Abhangigkeit vom Sustitutionsmuster an C-25 in der Reihe HKOTHP<OBn<Me grofer.
Ein &hnlicher Zusammenhang wird fur das Verhdltnis von (22S)- zu (22R)-Alkohol
gefunden. Zwar kann generell von einem 1:1 Verhéltnis ausgegangen werden, doch zeigt
sich bei detaillierter Betrachtung, dalR der Anteil des gewiinschten (22 R)-Alkohols in der
gleichen Reihe H>OTHP>OBn>Me abnimmt. Bemerkenswert ist, dal 25-Me einen
grolReren Einfluld als 25-OTHP oder 25-Bn aufweist.

Wird in derselben Reihe H>OTHP>OBn>Me eine steigende sterische Hinderung und
damit eine Abnahme der Reaktivitdt zugrunde gelegt, so lassen sich auch die
experimentiellen Ergebnisse erklaren. Wahrend die alkylierende Epoxiddffnung mit R = H
das beste Resultat liefert (vgl. 3.3.), wurde bei der Umsetzung mit R = Me in unseren
Experimenten nach 3 Tagen nur eine Umsatzrate von 40% erreicht (vgl. 3.7.).

25-H 25-OTHP 25-OBn 25-Me
(225)-OH R¢-Werte 0.54 0.38 0.44 0.50
R;(YMC ODS) 8.22 8.75 9.20 9.82
R¢ (LiChrospher) 4.74 4.92 5.53 5.63
(22R)-OH R¢-Werte 0.54 0.38 0.44 0.50
R;(YMC ODS) 10.12 11.54 12.07 12.70
R; (LiChrospher) 6.37 7.17 8.22 7.86

Verhaltnis (22R) zu (22S) 54.0:46.0 53.0:47.0 49.8:50.2 45.8:54.2

22-Keto Rf-Werte 0.64 0.47 0.49 0.53
R (YMC ODS) 10.53 12.20 12.58 12.80
R; (LiChrospher) 7.37 8.84 9.65 8.79

Tabelle 2. Vergleich der R¢-Werte (Hexan:EtOAc = 60:40) und Retentionszeiten R; (YMC
ODS , 5 um, 120 A, 250x4.6 mm, 1ml/min und MERCK LiChrospher 100 RP 18, 5 pm,
125x4 mm, 1ml/min) bei unterschiedlicher Substitution der Positionen C-22 und C-25.

Der Vergleich der Ry -Werte bestatigt die erwarteten Aussagen. Wahrend (22S)- und
(22R)-Alkohol gleiche R¢ -Werte aufweisen, sind die Ketone jeweils unpolarer. In
Abhangigkeit vom Substitutionsmuster an C-25 nimmt der Ry -Wert in folgender Reihe
H>Me>OBn>OTHP ab.
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3.9. Biotestergebnisse und Struktur-Wirkungsbeziehungen

3.9.1. 22-Propargylalkohole und 22-Ketone als mdgliche Inhibitoren der
Wachstumsnormalisierung bei den  Arabidopsis -Mangelmutanten

Von den Ecdysonen ist bekannt, dal? bei ihrer Biosynthese das Enzym der C-22-Hydroxy-
lierung, eine Cytochrom P450-abhdngige Mono-Oxygenase, durch eine Reihe von
Substraten inaktiviert wird, welche in der Seitenkette neben einer Dreifachbindung auch
Hydroxyfunktionen enthalten [230,231]. Im Zusammenhang mit diesen Experimenten
wurde die mogliche Inhibitorwirkung der in dieser Arbeit synthetisierten Propargylalkohole
bzw. 22-Ketone auf die Bioaktivitdt der Brassinosteroide untersucht. Fir diese Versuche
werden Gemische aus den potentiellen Inhibitoren und den aktiven Brassinosteroiden 24-
Epicastasteron, 24-Epibrassinolid [138,139] bzw. Brassinolid (18) verwendet. Bei einer
Inhibierung wird erwartet, das die Bioaktivitat der Gemische im Vergleich zu den
Brassinosteroiden kleiner ausfallt bzw. keine Bioaktivitat beobachtet wird.

Dazu werden die (22R)- und (22S)-Propargylalkohole 11, 12, 20, 21, 51 und 52 bzw. die
entsprechenden Ketone 13, 22 und 53 durch Abspalten der Schutzgruppen in die freien
Verbindungen 11a, 12a, 13a, 20a, 2la, 22a, 5l1a, 52a und 53a Uberfihrt, chromato-
graphisch durch HPLC gereinigt und danach im RLI-Test auf ihre biologische Aktivitat
getestet. Dabei stellte sich heraus, dal3 bei hOheren Konzentrationen eine geringe
Eigenaktivitdt meRbar ist (Abbildung 14).

Inklinationswinkel in % (Wasser = 100%)

5 = OH OH o)
a £ ‘n, lla , X 12a n, 13a
o a ’ A ’ A ’ A
= E R R R
m
300
200 L
100
0
05 1 05 1 2 5 10 1 2 5 10 1 2 5 10
Konzentration in pmol/l
Inklinationswinkel in % (Wasser = 100%)
. 2 OH OH 'e)
§ 2 , 20a n, A 2la n, 22a
[2] . Q A
& 3 (A (A (A
o OH OH OH
300
200
100
0

05 1 05 1 2 5 10 1 2 5 10 1 2 5 10
Konzentration in pmol/l



3. Ergebnisse und Diskussion 45

Inklinationswinkel in % (Wasser = 100%)
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Abbildung 14 . Biologische Aktivitat der (22R/22S)-Propargylalkohole und 22-Ketone.

Zur Untersuchung einer mdglichen Inhibitorwirkung wurden Gemische aus 20, 100, 200
bzw. 1000 nmol/l 24-Epicastasteron/24-Epibrassinolid/Brassinolid und je 100, 200 bzw.
1000 nmoal/l der verschiedenen (22R/22S)-Propargylalkohole bzw. 22-Ketone eingesetzt.
Nach Auswertung von RLI- und AraMH-Test (getestet wurden Wildtyp und Mutanten cbb1
sowie cbb3) konnte eine Inhibierung der Wachstumsnormalisierung nicht nachgewiesen
werden. In Abbildung 15 sind die Ergebnisse dieser Untersuchung am Beispiel der
Mutante cbb 3 (AraMH-Test) aufgefihrt. Wahrend Bild 1 die Bioaktivitdten der einzelnhen
Komponenten zeigt, wird in den Bildern 2-4 die Verwendung von verschiedenen
Gemischen aus bioaktiven Brassinosteroiden und der Testsubstanz 11a mit einer in der
25-Position unsubstituierten (22R)-Propargyl-Seitenkette dargestellt.
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Hypocotyllange von 11 Tage alten Pflanzen in % (AM = 100%)
Bild 3: Br's + 200nM (22R)-Propargylalkohol 11a
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Hypocotyllange von 11 Tage alten Pflanzen in % (AM = 100%)
Bild 4: Br's + 1uM (22R)-Propargylalkohol 11a
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Abbildung 15 . Untersuchung mdoglicher Inhibitorwirkung des (22R)-Propargylalkohols
11a am Beispiel der Arabidopsis-Brassinosteroid-Mangelmutante cbb3.

3.9.2. RLI-Test der Zielverbindungen und anderer bioaktiver Brassinosteroide

Nachdem in den Kapiteln 3.2.-3.8. die Synthese der Zielverbindungen und ihre
Charakterisierung ausfuhrlich diskutiert wurde, soll entsprechend der Zielstellung die
Bioaktivitat der synthetisierten Verbindungen in diesem Abschnitt beschrieben werden.
Folgende Verbindungen wurden deshalb im RLI-Test untersucht: Castasteron (17) und
Brassinolid (18) (vgl. 3.3.), 25-Hydroxycastasteron (33) (vgl. 3.4.2. u. 3.6.1.) und 25-
Hydroxybrassinolid (50) (vgl. 3.6.2.), 14a,25-Dihydroxycastasteron (46) (vgl. 3.6.1.), 25-
Hydroxy-23-epidolichosteron (40) (vgl. 3.5.3.), das Castasteron-Derivat mit annelierter
Dioxonan-Seitenkette (26) (vgl. 3.4.2.), sowie 25-Methylcastasteron (57) (vgl. 3.7.).
Zusatzlich wurden 24-Epicastasteron und 24-Epibrassinolid [139], sowie Homocasta-
steron und Homobrassinolid [232] als weitere bioaktive Br's in den Biotest einbezogen.

Fir jede Verbindung wurden drei Konzentrationen getestet: 0.01, 0.1 und 0.5 pmol/l (vgl.
2.4.1.). Nach einer Inkubationszeit von 48 h wird der Inklinationswinkel gemessen. Die
graphische Darstellung der Durchschnittswinkel erfolgt in Abbildung 16. Die drei
Konzentrationen wurden, von links nach rechts mit der kleinsten beginnend,
nebeneinander aufgetragen. Aus dieser Abbildung ist zu erkennen, dal3 bei ansteigender
Konzentration auch die Bioaktivitdt zunimmt [Ausnahme 25-Methylcastasteron (57)] und
daf3 Brassinolid (18) schon bei 0.01 umol/l eine sehr hohe Bioaktivitat besitzt.
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Abbildung 16 . Inklinationswinkel der Zielverbindungen und anderer Brassinosteroide.

Nach Abzug der Kontrolle wird die Bioaktivitdt von Brassinolid (18) gleich 100% gesetzt
und die Bioaktivitat der anderen Verbindungen auf Brassinolid bezogen (Abbildung 17).
Der Vergleich bei einer Konzentration von 0.5 umol/l zeigt, dal 25-Hydroxycastasteron
(33) und die anderen Zielverbindungen eine kleinere Bioaktivitdt als Brassinolid (18)
aufweisen. Dennoch mussen 25-Hydroxycastasteron (33) und 25-Hydroxybrassinolid (50)
zu den hochwirksamen Brassinosteroiden gezahlt werden, da sie in diesem Vergleich
ahnliche Bioaktivitdten zeigen wie die Vertreter der 24-Epi- und der Homo-Reihe. Eine
deutlich verringerte Bioaktivitat wird fur 14a,25-Dihydroxycastasteron (46) und das
Castasteron-Dioxonan-Derivat 26 beobachtet. Die um eine Zehnerpotenz verringerte
Bioaktivitat von 25-Hydroxy-23-epidolichosteron (40) ist ein weiteres Indiz fur eine (235)-
Konfiguration, da der Aktivitatsverlust gegentiber 25-Hydroxycastasteron (33) nur durch
die Einfuhrung einer 24(28)-Methylengruppe nicht erklart werden kann.

Inklinationswinkel in % [nach Abzug der Kontrolle (Wasser), bezogen auf Brassinolid = 100%]
100%

93% 97%

L 84%

83%  86%

81%

76%

66%

Abbildung 17 . Bioaktivitat im RLI-Test bei 0.5 umol/l (Legende vgl. Abbildung 16).
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3.10. Brassinosteroide mit Langzeitwirkung - TS303 und Isomere

Von entscheidender Bedeutung fur die landwirtschaftliche Anwendung ist die Stabilitat der
Brassinosteroide in der Pflanze. Neben Bemihungen zur optimalen Formulierung von
Brassinosteroiden fur die Felderprobung wurde daher in den letzten Jahren auch nach
Verbindungen mit langanhaltender (long-lasting) Aktivitat gesucht [74].

Eine Mdglichkeit, zu Verbindungen mit solchen Eigenschaften zu gelangen, beruht auf
der zeitweiligen Blockierung der fuir die biologische Aktivitat wichtigen Diolfunktionen im
A-Ring und in der Seitenkette. Und zwar in der Art, daf3 durch den Stoffwechsel der
Pflanze diese Blockierung nach einiger Zeit aufgehoben werden kann. Dadurch werden
die biologisch aktiven Brassinosteroide frei und die wachstumsregulatorische Wirkung
setzt in Abhangigkeit von der Zeit ein. Die Effizienz der Anwendung kénnte durch die
Applikation eines Mehrkomponentensystems verschieden inaktivierter Brassinosteroide
mit einem unterschiedlichen Zeitrahmen der Reaktivierung erheblich erweitert werden.

Eine solche Verbindung, genannt TS303, zeigt guinstige Effekte bei Keimung, Frucht-,
Wourzelbildung und Ertrag fir eine Anzahl von Nutzpflanzen [70,77,78]. Hinter dieser
Laborbezeichnung verbirgt sich (22R,23R,245S)-2a,3a-Dipropionyloxy-22,23-epoxy-24-
ethyl-B-homo-6a-oxa-5a-cholestan-6-on (65). Fur die Wirkung ist unter anderem die
Lange der Alkylkette des Esters entscheidend. Obwohl ebenfalls positive Einfllisse mit
anderen Kettenlangen beobachtet wurden, besitzt TS303 die grofite Wirksamkeit
(Abbildung 18). Ein ahnlicher 22,23-Epoxyester mit Ergostanskelett (24 R)-Methyl wurde
ebenfalls beschrieben [233,234].

Fruchtansétze im ersten Bliitenstand von Tomate drei
Wochen nach Besprihen mit 0.01 ppm Testsubstanz

4, .

o Wasser Brassinolid Acetonid R =CHs-
R-CO-Oy, 0.4 14 29 2.7
R-co-o% ') CoH5-(TS303) n-CgH7- n-C4Ho- n-CgHp1-
o

3.3 3.2 2.9 3.0

Abbildung 18 . Einflul3 der TS-Verbindungen auf den Fruchtansatz von Tomate [76].

Offensichtlich wird aus diesem inaktiviertem Brassinosteroidderivat in der Pflanze durch
hydrolytische Spaltung der Propionsaureester im A-Ring und durch Offnung des Epoxid-
ringes 28-Homobrassinolid freigesetzt. 28-Homobrassinolid ist im Biotest nicht ganz so
aktiv wie Brassinolid (18), der wesentlich geringere Aufwand in der Synthese von 65
rechtfertigt jedoch diesen Aktivitdtsabfall. Denn fir die Synthese von 65 ausgehend von
Stigmasterol (1) ist kein Seitenkettenaufbau notwendig, da Stigmasterol (1) die Homo-
brassinolid kennzeichnende Ethylgruppe bereits in der richtigen Konfiguration enthalt.
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3.10.1. Synthese, Reinigung und Analytik

Die Darstellung des Ausgangsstoffes 6 aus Stigmasterol (1) Uber 5 in funf Stufen wurde
bereits bei der Synthese des 22-Aldehydes 9 besprochen (vgl. 3.2.). Um 65 zu erhalten,
missen noch drei Funktionalisierungen vorgenommen werden: Die Epoxidation der
Seitenkette, die Lactonisierung des B-Ringes und die Veresterung des 2a,3a-Diols.
Wahrend die Veresterung nur ein Produkt liefert, verlauft die Epoxidation nicht véllig
stereoselektiv. So wird neben dem gewinschten (22R,23R)- auch ein Anteil (225,23S)-
Epoxid erhalten. Untersuchungen von Fuendijiep et al. an derselben Seitenkette lieferten
bei der Epoxidation mit MCPBA ein 1:1 Gemisch [235], von Nakane et al. wurde auch ein
Verhdltnis (R,R):(S,S)=5:3 beschrieben [191]. Nakane et al. konnte die Konfiguration der
Epoxide durch Addition von HBr und Analyse der entstehenden Bromhydrine bestimmen.
In unserem Fall wurde die Konfiguration durch Vergleich mit den NMR-Daten dieser
Publikation ermittelt.

Die Lactonisierung durch Baeyer-Villiger-Oxidation liefert zwar das gewtinschte Lacton als
Hauptprodukt, es werden jedoch auch ca. 10% Isolacton gebildet (vgl. 3.3.). Eine weitere
Diastereomerenbildung fand bisher ebenfalls kaum Beriicksichtigung. Obwohl eine
sterische Abschirmung der B-Seite durch die angulare Methylgruppe an C-10 erfolgt,
werden bei der Dihydroxylierung der A2-Doppelbindung von 5 neben 90% 2a,3a-Diol
auch 10% 2[3,3B3-Diol gebildet (vgl. 3.2.).

Ohne Diastereomerentrennung wird deshalb nach der Dihydroxylierung mit OsO,, der
Epoxidation mit MCPBA und gleichzeitiger Lactonisierung Verbindung 61 zusammen mit
einer Vielzahl stereocisomerer Nebenprodukten erhalten. Von Takatsuto et al. wurde eine
Reindarstellung der Diastereomere jedoch nicht beschrieben [77,114,233].

Im Vordergrund dieser Untersuchungen steht deshalb die Reinigung von 65 und die
Charakterisierung der isomeren Verbindungen, wie z.B. Epoxid 66. Gleichzeitig sollen die
bisher nicht beschriebenen Zwischenstufen 61 und 63 gewonnen werden. AnschlieRend
soll die Bioaktivitat der isomeren Epoxide 61 und 63 mit inaktivierter Seitenkette und
ebenso die Wirkung der isomeren Ester-Epoxide 65 und 66 mit zusatzlicher Inaktivierung
des A-Ringes untersucht werden. Diese vier Strukturen lassen bei nur Kkleinen
chemischen Verdnderungen verschiedene Bioaktivititen erwarten. Auf3erdem kann
gleichzeitig der EinfluR® der einzelnen Inaktivierungsschritte untersucht werden.

Durch die gleichzeitige Testung dieser strukturell dhnlichen Brassinosteroid-Analoga 61,
63, 65 und 66 im Reis-Lamina-Inklinations- und Arabidopsis-Mangelmutanten-Hypocotyl-
langentest wird erstmals untersucht, ob die Bioaktivitdten dieser sehr unterschiedlichen
Testsysteme qualitativ. und quantitativ vergleichbar sind. Die Auswirkungen der
Brassinosteroide auf Monocotyle (einkeimblattriger Reis, Oryza sativa L. cv. Koshihikari)
und Dicotyle (zweikeimblattriges Ackerunkraut, Arabidopsis thaliana) kbnnen so Uberprift
werden. Voraussetzung ist allerdings eine hohe Reinheit der Testsubstanzen.
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Ausgehend vom Dienon 5 wird deshalb das diasteromere Gemisch {6} dargestellt und
anschlielRend mit tert.-Butyldimethylsilylchlorid umgesetzt (Schema 30). Es werden zwei
Silylierungsprodukte 59 und 60 erhalten, da die rdumlich anspruchsvolle Schutzgruppe
die Bildung eines bis-Silylderivates verhindert. Die Analyse dieser Verbindungen zeigt,
dalR nur die aquatoriale Hydroxygruppe des Diols umgesetzt wird, wahrend die axiale
nicht reagiert. Es werden daher nur der 2a-tert.-Butyldimethylsilylether 59 und der 3[3-
tert.-Butyldimethylsilylether 60 erhalten, die sich durch Chromatographie an Kieselgel
trennen lassen. Danach wird der tert-Butyldimethylsilylether von 59 mit 5%-iger
Flu3saure gespalten und das gewinschte 2a,3a-Diol 6 enantiomerenrein gewonnen.

N \,\
u, N
t-BuMe ,Si0
T 60
0s0O,, NMMNO HO tert. -BuMe,SiCl /
——————
Aceton
HO
S o 16} o~ \/\
t-BuMe ,SiOy, d)/
n N
IR Ho\
m 59
HO, 40%-ige HF |
HO™
o 6

(CF;0),0, H,0,, CHCI,

4, e
, y
o) (0]
HOy, HO, HO,
HOY W HO
0 62 HO" =9 61

HOy,,
N\
HO K 63
(CH:0),0 (CH50),0
Pyridin Pyridin

C,Hg-CO-Q, C,Hg-CO-Oy,

C,Hs-Cc0O-0% 65 C,Hs-CcO-0% 2 66
Schema 30 . Modifizierte Synthese von 65 (TS303).

Wird 6 anschlieRend nach Baeyer-Villiger mit Trifluorperessigsaure umgesetzt, so wird
neben dem Lacton im B-Ring auch die Epoxygruppe in der Seitenkette eingefuhrt. Bei
dieser Oxidation werden neben den Lactonen 61 (22R,23R) und 63 (22S5,23S) auch die
zwei Isolactone 62 (22R,23R) und 64 (22S,23S) erhalten. Die Lactone bzw. Isolactone
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unterscheiden sich jeweils durch die Konfiguration ihrer Epoxide in der Seitenkette.
Lacton und lIsolacton werden bei dieser Oxidation in einem Verhéltnis von ca. 9:1
erhalten. Dagegen verlauft die Bildung der (22R,23R)-Epoxide 61/62 und der (225,235S)-
Epoxide 63/64 nicht stereoselektiv. Deshalb wird jeweils ein ca. 1:1 Verhaltnis von 61:63
bzw. 62:64 gefunden (Abbildung 19).10 Durch diese unspezifische Epoxidation wird auch
das normalerweise unerwiinschte (225,23S)-Epoxid 63 in ausreichender Menge
gewonnen. Dadurch ist die Untersuchung der Bioaktivitdt von den beiden Epoxiden 61
und 63 moglich. Die Trennung der vier Reaktionsprodukte erfolgte mit Hilfe der HPLC
(Abbildung 19). Die so erhaltenen Lactone 61 und 63 werden im Anschlu? mit
Propionsdureanhydrid zu den gewiinschten Propionylderivaten 65 und 66 verestert und
noch einmal gereinigt (Schema 30).

mAU] YMC ODS 250x4.6 mm 5um Acetonitril : Wasser = 75 :25

121 9.98 10.96

8 85 9 95 10 105 11 115 12 min

Abbildung 19. HPLC-Trennung der Reaktionsprodukte von 6 mit Trifluorperessigsaure.

3.10.2. Biologische Aktivitat von TS303 und weiteren Isomeren im Reis-Lamina-
Inklinations- und  Arabidopsis -Mangelmutanten-Hypocotyllangentest

Die so synthetisierten Brassinosteroid-Analoga 61 und 63, sowie die Derivate 65 und 66
wurden in beiden Testsystemen untersucht. Da Isolactone bekannterweise Kkeine
Bioaktivitat besitzen [21], wurden die Verbindungen 62 und 64 nicht getestet. Im Reistest
wurden von jeder Substanz 4 Konzentrationen verwendet. Im AraMH-Test konnten nur
jeweils 3 Konzentrationen untersucht werden, um die Konformitdt der Proben bei
gleichzeitiger Untersuchung von Wildtyp, cbb1 und cbb3 zu gewahrleisten.

10 Ebenso kann 6 auch mit MCPBA oxidiert werden [233]. Obwohl die Stereoselektivitat der
Epoxidation hdher sein soll, wird auch hier das unerwiinschte (22S,23S)-Epoxid gebildet. Die
gleichzeitige Lactonisierung mit MCPBA verlauft sehr langsam, so daRR ein erheblich hdherer
Zeitaufwand gegeniber Trifluorperessigsaure die Folge ist. Neben den Lactonen 61 und 63
entstehen ebenfalls die Isolactone 62 und 64. Die Trennung der Enantiomere ist daher auch bei
Einsatz von MCPBA erforderlich.
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Als Standard wurde Brassinolid (18) verwendet. Fir den Reis und den Arabidopsis-
Wildtyp wurde mit einer Konzentration von 1 pmol/l 18 keine hdohere Wirkung gegentber
100 nmol/l 18 erzielt (Abbildung 20 und 21). Dagegen ist bei den Mutanten cbbl/cbb3
eine Aktivitatserhéhung bei Verwendung von 1 pumol/l 18 noch deutlich erkennbar.

Eine biologische Aktivitat ist bei den Epoxiden 61 und 63 erst im mikromolaren Bereich
mefRbar. Der quantitative Vergleich der Bioaktivitdaten ist nur eingeschrankt mdglich, da
nicht bei einer Konzentration verglichen werden kann (Reis/Wildtyp/cbbl: 5 uM 61
entsprechen ca. 100 nM BL, Faktor 50; cbb3: 5 UM 61 entsprechen ca. 10 nM BL; Faktor
100), in der Tendenz ist die erheblich verringerte Aktivitdt der Derivate jedoch
offensichtlich. Deutlich erkennbar ist auch der Abfall der Aktivitdt, wenn sich die
Konfiguration vom (22R,23R)- zum (22S,23S)-Epoxid andert (63 weist bei Arabidopsis
nur 23% und bei Reis 72% der Aktivitat von 61 auf). Bei den Mutanten ist die biologische
Aktivitat starker ausgepragt als beim Reis und Arabidopsis-Wildtyp, da diese durch den
Brassinosteroid-Mangel wesentlich sensitiver reagieren (Abbildung 20 und 21).

|- Wasser B Brassinolid (20) l61 63 E65 066 [ Standardabweichung |

Inklinationswinkel in % (Wasser = 100%)

200

150

100

50

10 100 1p 10 100 1p 5p 10 100 1p 5p 10 100 1p 5Sp 10 100 1p 5p

Konzentration in nmol/l

Abbildung 20 . Reis-Lamina-Inklinationstest.

Fur die Messung einer verzogerten Aktivitat, wie sie TS303 als Depotform erfordert, ist
der RLI-Test mit einer Inkubationszeit von nur 48 h nicht besonders geeignet. Die
Verbindungen 65 und 66 zeigen im RLI-Test keine Bioaktivitdt (Abbildung 20). Dagegen
wird im AraMH-Test das Pflanzenmaterial Uber einen Zeitraum von elf Tagen mit den
Testsubstanzen behandelt. Aber auch nach dieser Zeit konnte keine signifikante Wirkung
far 65 und 66 gemessen werden (Abbildung 21). Die Hydrolyse des Epoxides und die
Spaltung der Ester tritt nach diesen Ergebnissen offensichtlich weder nach 48 h im RLI-
Test noch nach 11 Tagen im AraMH-Test ein. Da aber der AraMH-Test durch das
verwendete Ganzpflanzensystem auch Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen
realisierbar ist, bietet dieses System gute Voraussetzungen fur weitere Untersuchungen.
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Abbildung 21 . Arabidopsis-Hypocotyllangentest (Wildtyp, Mutante cbbl und cbb3).

Der qualitative Vergleich der Bioaktivitaten der Brassinosteroid-Analoga 61, 63, 65 und 66
aus RLI- und AraMH-Test zeigt, da3 die Wirkung der getesteten Brassinosteroide bei
Monocotylen und Dicotylen vergleichbar ist. Unterschiede in der Aufnahme waren bei
diesen Untersuchungen nicht meRbar.
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4. Experimentieller Teil
4.1. Allgemeine Untersuchungsverfahren

Schmelzpunkte: Heiztischmikroskop, Wagetechnik Rapido
Die Werte wurden auf einem Heiztischmikroskop nach BOETIUS der Firma Zeiss
bestimmt und sind nicht korrigiert.

Optische Drehung: Polartronic D, Schmidt und Hensch

Die spezifische Drehung [a]p wurde mit einer Natriumlampe (A= 589 nm) bestimmt und
wird in der Einheit 10 cm-1 deg cm2 g-1 angegeben. Die Konzentration ¢ wird in mg/ml
angegeben.

IR-Spektren: Bruker IFS 28

Die Verschiebung wird in cm1 angegeben, die Intensitaten werden durch die Buchstaben
s (stark), m (mittel), w (schwach) abgekirzt. Wenn nicht anders angegeben, erfolgten die
Messungen in Nujol.

UV-Spektren: Uvikon 941, Kontron Instruments

Fir die Messung wird im Bereich von 190-370 nm eine Deuterium Lampe verwendet. 3
mg der zu vermessenden Probe wurden in jeweils 3 ml Lésungsmittel aufgenommen und
analysiert. Als Losungsmittel wurde in den meisten Fallen Methanol verwendet. Die
Absorption Ay Wird in nm angegeben.

El-Massenspektren: AMD 402 (AMD Intrecta GmbH) EI 70 eV
Mit diesem Gerat wurden alle El- und HR-Spektren aufgenommen.

ESI-Massenspektren: Finigan MAT TSQ 7000

Fur die ESI-MS und ESI-MS/MS Messungen wurden folgende Parameter verwendet:
Elektrospray Spannung 4.5 kV (positive lonen), 3.5 kV (negative Ionen);
Kapillartemperatur 200°C; Gas: Stickstoff. Gekoppelt wurde das ESI-MS mit dem HPLC-
System Micro-Tech Ultra-Plus MicroLC  mit einer RP18-Saule (4 pm, 1x100 mm,
SEPSERYV). Folgende HPLC Bedingungen wurden verwendet: 1. Freie Brassinosteroide:
Eluent H,O: MeCN 13:7 (mit 0.2% AcOH); 2. Dansylaminophenylboronate: MeCN:H,0
1:1 (mit 0.2% AcOH) erhéht auf 9:1 innerhalb von 15 min; FluRrate 70 pl min-1.

GC-MS: MD 800, Fision Instruments

Verwendet wurde eine "Fused silica kapillare"-Saule DB-5MS, Innendurchmesser 0.32
mm, Filmdicke 0.25 um. Als Gas wurde Helium benutzt, die FlieRgeschwindigkeit betrug
1.3 ml/min. Die Saulentemperatur betrug bei der Injektion 170 °C, mit einer Rate von 30
°C/min wurde die Saule nach dem Start auf 270 °C aufgeheizt. Die Detektion erfolgte
durch den Totalionenstrom (TIC).
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Elementaranalyse: LECO CHNS-239
Fur die C und H Analyse wurde obengenanntes Gerat verwendet.

1H- und 13C-Spektren: Varian ‘UNITY 500’ und ‘GEMINI 300’

Die Messung der 1H und 2D (DQFCOSY, NOESY, GHSQC, GHMBC) NMR Spektren
erfolgte mit TMS als internen Standard, die chemischen Verschiebungen & der 13C NMR
Spektren wurden gegen deuteriertes Chloroform als internen Standard bestimmt. Die
Kleinbuchstaben haben folgende Bedeutung: s = Singulett, br s = breites Singulett, d =
Duplett, dd = doppeltes Duplett, t = Triplett, m bzw. ohne Kennzeichnung = Multiplett. Die
Angabe der Kopplungskonstanten J erfolgt in Herz. Einige Proben fir die 1H-NMR
(499.83 bzw. 300.235 MHz) wurden vor der Messung mit deuterierter Essigsaure
geschittelt, neben 13C NMR Ubersichtsspektren (125.7 MHz) wurden APT- und DEPT-
Spektren aufgenommen.

HPLC: Knauer
analytisch: MERCK, LiChrospher 100 RP 18, 5 um, 125x4 mm I.D., 1ml/min,
UV-Detektor 210 nm
YMC-Pack R&D ODS, S-5 um, 120 A, 250x4.6 mm I.D., 1ml/min,
UV-Detektor 210 nm o. RI-Detektor

praparativ.: MERCK, LiChrospher 100 RP 18, 10 um, 250x10 mm, 3 ml/min,

UV-Detektor 210 nm

YMC-Pack R&D ODS, S-5 um, 120 A, 150x20 mm I.D., 5ml/min,
UV-Detektor 210 nm o. RI-Detektor

YMC-Pack R&D ODS, S-5 um, 120 A, 250x20 mm 1.D., 10ml/min,
UV-Detektor 210 nm o. RI-Detektor

Chromatographie: Kieselgele der Firma Merck (Darmstadt)

Fur analytische Dunnschichtchromatographien (DC) wurden Kieselgel-Fertigplatten Fogy
(Schichtdicke 0,2 mm) mit den Laufmittelsystemen n-Hexan/ EtOAc und CHCIl3/MeOH
(mit unterschiedlichen Gradienten) verwendet. Praperative Dinnschichtchromatographie
wurde mit PSC-Fertigplatten Kieselgel 60 Fyg4 (Schichtdicke 0,5 oder 1 mm)
durchgefuhrt. FUr Trennungen mittels Flash-Chromatographie wurde MERCK Kieselgel
60 (KorngréfRe 0,040-0,063 mm, 230-400 mesh ASTM) benutzt. Die Sdulen wurden mit
Uberdruck bis zu einem Bar betrieben und der Trennverlauf wurde in allen Fallen durch
DC verfolgt.
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4.2, Synthese des 22-Aldehyds

Stigmasterol, (22 E,24S)-3B-Hydroxy-24-ethyl-cholesta-5,22-dien (1)

Das verwendete Stigmasterol (98%-ig) wurde von der
Firma Fluka erworben. Durch Umkristallisation aus
Aceton (DC Hexan:EtOAc = 80:20; Ry = 0.23) wird
Stigmasterol (1) als eine farblose, feinkristalline
Substanz erhalten.

1, .

HO

029H48O 412.67 g/mol

Schmp. : 166-167°C; Lit. [163] 170°C.

EI-MS  : m/z (%) = 412 (M*; 100), 394 (15), 379 (10), 369 (18), 351 (26), 300 (30),
271 (30), 255 (35), 213 (13), 159 (15), 145 (12), 133 (12), 81 (15), 68 (14).

IH-NMR/13C-NMR (CDCl3) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

Stigmasteroltosylat, (22 E,24S)-3[3-Tosyloxy-24-ethyl-cholesta-5,22-dien  (2)

Zu einer bei RT gerihrten Lsg. von 100 g (237 mmol)
Stigmasterol (98%-ig) in 800 ml abs. Pyridin (dest. tUber ,
P4010) werden portionsweise 90.6 g (475 mmol, 2 '
Aquiv.) p-Toluolsulfonsaurechlorid addiert. Nach der
Zugabe wird die Reaktion fur weitere 20 h gerthrt (DC
Hexan:EtOAc = 80:20; Ry = 0.52). Die Aufarbeitung
erfolgt durch langsames EingieRen der Reaktions- CagH5403S 566.85 g/mol

TsO

mischung in eine gut geruhrte Lsg. aus 100 g KHCOg3 in
600 ml Wasser und 400 ml Eis. Der resultierende Niederschlag wird abgesaugt und mit
Wasser frei von Pyridin gewaschen. Das noch wasserhaltige Produkt wird am
Rotationsverdampfer bei 65°C getrocknet. Fir die Charakterisierung wurden kleine
Mengen 2 durch Saulenchromatographie gereinigt (Hexan:EtOAc = 97:3 bis 90:10).

Ausbeute : 137.4 g (237 mmol = 100% d.Th.).

Schmp. : 143-144°C (aus Aceton); Lit. [162], 147-148°C (aus Aceton).

EI-MS : m/z (%) = 565 ([M-H]*; 0.2), 532 (0.4), 394 (100), 379 (16), 351 (12), 255
(49), 253 (63), 172 (40), 159 (23), 145 (27), 133 (21), 107 (27), 91 (47).

IH-NMR/13C-NMR (CDClg) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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Isostigmasterol, (22 E,24S)-3a,5-Cyclo-6 [3-hydroxy-24-ethyl-cholest-22-en  (3)

60 g (105.84 mmol) 2 werden in 1.1 | Aceton unter
Ruhren geldst und im Wasserbad auf 65-69°C erhitzt
(leichtes Sieden). Danach werden 52 g (529.2 mmol, 5
Aquiv.) Kaliumacetat in 235 ml H,O langsam zur
Reaktion hinzugegeben. Durch die Wasserzugabe fallt
das geldste 2 partiell wieder aus, der Niederschlag I6st OH

sich jedoch innerhalb von 10 h Ruhren unter Ruckflul3 CpgHsg0  412.67 g/mol

4, v,

wieder auf, da das entstehende 3 sehr gut loslich ist.
Nach insgesamt 20 h Reaktionszeit ist 2 vollstandig umgesetzt (DC Hexan:EtOAc =
80:20; Ry = 0.48) und das Aceton wird abgezogen. Danach wird 3 mit n-Hexan gelost, die
Phasen werden getrennt und die waRrige Phase wird noch 3x mit je 150 ml n-Hexan
extrahiert. Nach der Vereinigung werden die org. Phasen ulber Na,SO,4 getrocknet,
eingeengt und an Kieselgel chromatographiert (Hexan:EtOAc = 97:3 bis 90:10).

Ausbeute : 35.7 g (86.51 mmol = 82% d.Th.).

Schmp. :49-51°C (aus Aceton/H50); Lit. [162], 50-52°C (aus Aceton/H50).

EI-MS : m/z (%) = 412 (M*; 43), 397 (31), 394 (27), 351 (40), 300 (28), 271 (37), 255
(85), 253 (34), 121 (62), 109 (38), 95 (68), 83 (100), 69 (70).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22E,245)-3a,5-Cyclo-24-ethyl-cholest-22-en-6-on  (4)

90 g (218 mmol) 3 werden in 400 ml abs. Pyridin (dest.
uber P401g) gelost und bei RT zu 87.2 g (872 mmol, 4
Aquiv.) Chrom-Vl-oxid in 1.2 | abs. Pyridin langsam
zugetropft. Nach der Zugabe wird noch fur 3 h gerihrt
(DC Hexan:EtOAc = 90:10; Rf = 0.42). Sobald die
Reaktion beendet ist, wird das Pyridin am 0

Rotationsverdampfer bei 70°C soweit wie mdglich CogHye0 410.66 g/mol

4, v,

entfernt, 4 wird mit 1,5 | Ether gel6st und abgesaugt. Der
Ruckstand wird mehrfach mit Ether gewaschen und danach mit kleinen Mengen EtOAc
solange extrahiert, bis im Filtrat mit DC kein Produkt 4 mehr nachweisbar ist. Die
vereinigten Filtrate werden einrotiert und noch vorhandenes Pyridin durch Einengen mit
Toluol entfernt. Im Anschlu daran wird das braune Rohprodukt an Kieselgel
chromatographiert (Hexan:EtOAc = 98:2 bis 95:5).

Ausbeute : 78 g (190 mmol = 87% d.Th.).

Schmp. : 105-106°C (aus EtOH); Lit. [150], 102-102°C (aus EtOH).

EI-MS  : m/z (%) = 410 (M*; 100), 395 (11), 367 (41), 298 (30), 271 (38), 269 (23),
245 (19), 229 (16), 135 (9), 123 (12), 121 (11), 81 (13), 55 (27).

1H-NMR/13C-NMR (CDCl3) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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(22E,24 5)-24-Ethyl-5 a-cholesta-2,22-dien-6-on  (5)

In einen Dreihalskolben mit Ruckflul3kihler, Thermo-
meter und Siedeglocke werden 100g (243.5 mmol) 4 und ,
7.58 g (48.7 mmol, 0.2 Aquiv.) wasserfreies LiBr '
gegeben. Als Lsgm. wird 1 | N,N-Dimethylacetamid ver-
wendet. AnschlielBend wird mit Argon gespllt und die
Reaktionsmischung fur 3-4 h bei 170°C am Ruckfluf 0

gekocht (DC Hexan:EtOAc = 90:10; Rg= 0.55). Zur Auf- | CogHygO  410.66 g/mol

arbeitung wird im Eis/Wasserbad abgekuhlt, bei etwa
80°C setzt die Kristallisation von 5 ein. Nachdem auf 0°C gekuhlt wurde, wird der Nie-
derschlag abgesaugt, das Rohprodukt noch 2x mit Eiswasser gewaschen und bei 90°C
am Rotationsverdampfer eingeengt. Danach noch vorhandene Reste von N,N-Dimethyl-
acetamid werden durch Anlegen eines Hochvakuums entfernt. Da 5 nur geringe
Verunreininigungen aufweist, war eine Reinigung nur flr analytische Zwecke notwendig.

Ausbeute : 81.1 g (197.5 mmol = 81% d.Th.).

Schmp. :109-111°C (aus EtOH); Lit. [150], 111-112°C (aus EtOH).

EI-MS  : m/z (%) = 410 (M*; 100), 395 (50), 367 (29), 298 (27), 297 (26), 269 (30),
243 (18), 149 (34), 123 (27), 107 (29), 95 (45), 83 (55), 81 (56).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22E,245)-20,3a-Dihydroxy-24-ethyl-5 a-cholest-22-en-6-on  (6)

50 g (121.4 mmol) 5 werden in 1.2 | Aceton gel6st. In 60
ml tert.-BuOH werden 3.7 g OsO4 (14.6 mmol, 0.12
Aquiv.) aufgenommen und zur Reaktion addiert. 41.12 g
(304.25 mmol, 2.5 Aquiv.) NMMNO, geldst in 200 ml HOy,

Aceton/Wasser 1:1 werden ebenfalls hinzugeflgt. Die W

Reaktionsdauer fir die cis-Dihydroxylierung der A2- HO o
Doppelbindung betragt 3-5 h. Durch Reaktionskontrolle CogHygO3  444.67 g/mol

4, ",

mit DC (DC CHCI3:MeOH = 95:5; Rf = 0.34) wird der
Endpunkt der Dihydroxylierung bestimmt und der Anteil der Tetrahydroxylierung so klein
wie moglich gehalten. Nach Abbruch der Reaktion durch Zugabe von NaHSO3 wird flr
weitere 2 h gerihrt. 6 ist nur wenig in Aceton/Wasser ldslich und fallt zu einem Grof3teil
bereits wahrend der Reaktion aus. Entgegen der Ublichen Aufarbeitung ist es daher
sinnvoll, den Ansatz zuerst zu fritten, den Filterkuchen mit kaltem Aceton zu spilen und
das Filtrat einzuengen. Die resultierende walrige Phase wird 4x mit 100 ml CHCl
extrahiert. Die Extrakte werden mit 50 ml 5%-iger HCI geschiuittelt, im Anschlu3 daran mit
50 ml gesattigter NaHCO3-Losung gewaschen und schlie3lich mit H,O bis zur neutralen
Reaktion behandelt. Durch Trocknen tber Na,SO,4, Einengen und Vereinigen mit dem
Filterkuchen wird 6 erhalten. 6 &Rt sich nur aufwendig chromatographieren und wurde
deshalb ohne Reinigung zu 7 weiterverarbeitet.
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Ausbeute : 44.27 g (99.53 mmol, 82% d. Th.).

Schmp. : 210-212°C (aus EtOH); Lit. [150], 235-238°C (aus EtOH).

EI-MS  : m/z (%) = 444 (M*; 53), 429 (8), 401 (25), 383 (38), 332 (37), 303 (49), 287
(41), 269 (28), 149 (31), 123 (30), 97 (60), 83 (68), 69 (82), 55 (100).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22E,245)-20,30-Isopropylidendioxy-24-ethyl-5  d-cholest-22-en-6-on  (7)

30 g (67.4 mmol) 6 werden mit 1.0 | CH,Cl, und einem
groRen UberschuB von 40 ml 2,2-Dimethoxypropan

4, ",

versetzt. Durch Zugabe von 1,5 g p-TsOH wird die S
Reaktion gestartet. Innerhalb von 5 min wird 6 O,

vollstandig geldst und die Hauptmenge ist damit umge- >( o

setzt. Nachdem noch 1 h bei RT gerihrt wurde (DC © 0

Hexan:EtOAc = 80:20; Ry = 0.36), kann mit KoCO3 | C3oH5003 484.73 g/mol

neutralisiert werden. Danach wird mit Brine gewaschen,
die organische Phase wird Gber Na,SO4 getrocknet und einrotiert. Chromatographieren
(Hexan:EtOAc = 95:5 bis 80:20) liefert das farblose 7.

Ausbeute : 29.4 g (60.66 mmol, 90% d. Th.).

Schmp. : 157-159°C (aus EtOH); Lit. [150], 158-159°C (aus EtOH).

EI-MS : m/z (%) = 484 (M™; 11), 469 (100), 489 (17), 357 (8), 383 (26), 287 (12).
IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22E,245)-20,30-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-24-ethyl-5  d-cholest-22-en (8)

170 ml 2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan und 1.96 g (10.35
mmol, 0.15 Aquiv.) p-TsOH werden zu 29.1 g (60.0
mmol) 7 addiert und unter RickfluR bei 110°C erhitzt
(DC Hexan:EtOAc = 80:20; Ry = 0.42). Das Gleich- O,
gewicht 7/8 laRt sich zugunsten von 8 durch vorsichtiges >(
destillieren des entstehenden Acetons verschieben. Die o\_'lo

Reaktion wird nach 3 h durch Zugabe von ca. 2 g KoCO3 CaqHsg04  528.78 g/mol

abgebrochen und das Reagenz destilliert. Nach dem
Abkuhlen wird 8 (mit Resten von 7) in Ether aufgenommen u. mit halbgesattigter Brine
gewaschen. Nach der Phasentrennung wird die org. Phase mit Na,SO,4 getrocknet und
einrotiert. Da sich die Ry -Werte von 7 und 8 kaum unterscheiden, mufd sorgfaltig
chromatographiert werden (Hexan:EtOAc = 95:5 bis 80:20).

Ausbeute : 26.66 g (50.42 mmol, 84% d. Th., bezogen auf umgesetztes 7).

Schmp. : amorph; Lit. [150, 152] amorph.

EI-MS : m/z (%) =528 (M*; 14), 513 (31), 317 (100), 239 (13), 178 (17), 99 (12).
IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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Verbindung 10a und 10b wurden aus 7 mit 2-Ethyl-2-methyl-1,3-dioxolan hergestellt.

10a: EI-MS: m/z (%) = 542 (M*; 1), 527 (5), 513 (100), 317 (18), 253 (5), 178 (7), 99 (7).
HR-MS: m/z = 542.4353 (berechnet fir C3gHgg04 542.4371).

10b: EI-MS: m/z (%) = 542 (M*;4), 527, (42), 513 (100), 317 (60), 253 (6), 178 (8), 99 (9).
HR-MS: m/z = 513.3940 (berechnet fir C33H530, 513.3936).

(205)-2a,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-20-formyl-5  a-pregnan (9)

Zu einer Losung von 6 g (11.3 mmol) 8 in 200 ml CH,Cl,»
werden 4 ml Pyridin und 6 g NaHCO3 addiert. Danach
wird bei -60°C unter Ruhren fur 20 min ein Gemisch On,
03/0, eingeleitet (Laborozonisator 301.7 der Firma >( |

Sander; 50 I/h; 0.5 A Stromaufnahme; ca. 1.8 g Ogz/h = o' o’
12.5 mmol O3 in 20 min) (DC Hexan:EtOAc = 60:40; Ry
= 0.55). Zum Abbruch der Reaktion wird mit einem Co7H4205  446.60 gimol

//l,, CHO

starken Strom Argon 10 min gespilt und dann durch
Zugabe von 30 ml Me,S das Ozonid reduktiv gespalten. Es wird 90 min bei -60°C und
danach 90 min bei RT geruhrt. Die Feststoffe werden abgefrittet und das Filtrat wird unter
Zusatz von Toluol (Pyridinschlepper) einrotiert. Da 9 leicht isomerisiert, wurde das
Rohprodukt nur fur die Analytik gereinigt und ansonsten sofort weiterverarbeitet.

Ausbeute : 4.6 g (10.3 mmol, 91% d. Th.).

Schmp. : amorph; Lit. [152] amorph.

EI-MS : m/z (%) = 446 (M™; 5), 431 (50), 239 (17), 235 (100), 178 (12), 99 (45).
IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

4.3. Synthese von Castasteron und Brassinolid

1-Brom-3-methyl-buta-1,2-dien (MBBI)

Zu 19.4 g NH4Br, 24.3 g Kupfer(l)-bromid, 1,2 ¢ H CH
Kupferpulver und 173,8 ml 48%-ige HBr werden 40.8 g ‘C:C:C' 3
(486 mmol) 2-Methyl-but-3-in-2-ol (MBO) addiert und fir BI" ‘CH3

1 h bei 30°C gerthrt. Danach wird die violette Lsg. 5x mit

je 100 ml n-Hexan extrahiert und die org. Phasen werden CsH7Br 147.00 g/mol

uber Nay,SO,4 getrocknet. Das n-Hexan wird bei Normaldruck und Verbindung MBBr im
Vakuum fraktioniert destilliert.

Ausbeute : 53.5 g (364 mmol, 75% d. Th.).

Kp. : 48°C bei 45 Torr.

IH-NMR (CDCl3) :5.83 (1H, m), 1.85 (3H, s), 1.84 (3H, s).
13C-NMR (CDClg): 199.8, 107.2, 69.9, 2 x 20.4.
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3-Methyl-but-1-in  (MB)

In einem mit Argon gefllltem Zweihalskolben werden CH

6,92 g LiAIH4 und 220 ml Diethylenglykoldiethylether HCEC-CI 3
gegeben. Der Kolben wird auf 0°C gekihlt, mit einer \CH3
Destille und einem auf -78°C gekihltem Vorlauf

versehen. Dann werden Uber einen Tropftrichter 53,5 g CsHg 68.11 g/mol

(364 mmol) MBBr zugetropft. Nach vollendeter Zugabe wird das Kiihlbad entfernt und die
Reaktion auf 50°C erwarmt, wobei MB lbergeht und im gekihlten Vorlauf kondensiert.

Ausbeute : 13.6 g (200 mmol, 55% d. Th.).

Kp. : 29.5°C.

IH-NMR (CDCl3) :2.58 (1H, m), 2.14 (1H, d, 2.1Hz), 1.21 (6H, d, 7.0 Hz).
13C-NMR (CDClg): 90.2, 67.1, 2 x 22.8, 20.2.

(22R)-20,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-5  d-cholest-23-in  (11)
und das (22 S)-Isomer 12

Zu 30 ml auf -20°C gekihltem abs. THF werden unter

n QH
Argon 12.9 ml (20.64 mmol, 4 Aquiv.) einer 1.6 M Lsg. X
von n-BuLi in n-Hexan zugetropft. AnschlieRend wird ,@N(
diese Lsg. auf -60°C gekuhlt und es werden tropfenweise R\

1.58 g (23.22 mmol, 4.5 Aquiv.) 3-Methyl-but-1-in (MB) o
addiert. Nach 10 min ridhren wird fir 30 min auf RT >(/"

W

erwarmt und dann auf -78°C gekunhlt. Jetzt werden zum 0 o"%
metallierten Seitenkettensynthon 2.3 g (5.16 mmol) 9, \—l

geldst in 40 ml abs. THF, langsam hinzugefiigt und es CsaH5005  514.72 g/mol

wird 1 h bei -78°C geriihrt (DC Hexan:EtOAc = 60:40; Ry = 0.54). Danach wird das
Kihlbad entfernt und die Reaktion unterhalb von -20°C mit gesattigter NH4CI-Lsg.
abgebrochen. Die Aufarbeitung erfolgt nach dem Erwarmen auf RT durch Verdinnen mit
EtOAc, die Phasen werden getrennt und die walrige Phase wird nochmals mit EtOAc
extrahiert. Dann werden die org. Phasen uber Na,SO, getrocknet und einrotiert.
Gereinigt und getrennt mit HPLC wurde das 1:1 Gemisch von 11+12 nur flr analytische
Zwecke.

Ausbeute : (11+12) 2.6 g (5.05 mmol, 98% d. Th.).
Analytische HPLC: LiCrospher 100 RP 18, MeCN:H,0 = 80:20, Ry= 12: 4.74 min,
11: 6.37 min; YMC ODS, MeCN:H,0 = 95:5, R;= 12: 8.22, 11: 10.12 min.
Praparative HPLC: LiCrospher 100 RP 18, 250x10 mm MeCN:H50 = 78:22.
EI-MS : m/z (%) = 514 (M, 18), 499 (77), 417 (12), 359 (33), 303 (100), 254 (14),
239 (39), 173 (14), 125 (24), 99 (83), 81 (34), 73 (43), 55 (49).
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11 : Schmp.: 176-178°C (aus CHCl3); Lit. [152] 173-175°C (aus MeOH).

[o] 2 : +55.6 (¢ = 1.0, MeOH)(Lit. [152], +57.9/27°C).

IR (Nujol) : v=3484 (w), 1715 (w), 1456 (s), 1376 (m), 1242 (w), 1213 (w), 1173 (w),
1055 (w), 982 (w), 898 (w), 859 (w).

12 : Schmp.: 77-79°C (aus CHClj3).

[0 2 : +44.6 (c = 1.2, MeOH); Lit. [152],+53.1/27°C.

IR (Nujol) : v =3392 (w), 1716 (W), 1462 (s), 1377 (m), 1241 (w), 1216 (w), 1174 (w),
1056 (w), 991 (w), 892 (w), 859 (w).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

20a,30a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-5  a-cholest-23-in-22-on  (13)

2.6 g (5.05 mmol) des Gemisches 11+12 werden in 150

ml CH»Cl, gelost und unter Rihren mit 1.74 g (8.08 n, 2 [
mmol, 1.6 Aquiv.) PCC versetzt. Nach 20 h bei RT ist die

Oxidation beendet (DC Hexan:EtOAc = 60:40; Ry= 0.64) O,

und 13 wird an Kieselgel gebunden. Chromatographiert ><o“‘ 7

wird mit einem Gradienten von Hexan:EtOAc = 90:10 bis O\_,

70:30. C3oHyg05  512.70 g/mol

Ausbeute : 2.2 g (4.34 mmol, 86% d. Th.).

Schmp. : amorph. [0]27:-0.2 (c = 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v=3388 (m), 1705 (s), 1467 (m), 1448 (m), 1366 (m), 1244 (w), 1215 (w),
1174 (w), 1055(m), 858 (w).

uv : Amax (Ig €) =230 nm (3.0).

EI-MS . m/z (%) =512 (M*; 22), 497 (53), 301 (100), 239 (21), 99 (39).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R)-20,30-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-5  d-cholest-23-in  (11)

Die stereoselektive Reduktion von 2.2 g (4.34 mmol) 13

erfolgt in 40 ml abs. THF unter Argon. Als Reagenz w, 1§
werden 20 ml (9.98 mmol, 2.3 Aquiv.) einer 0.5 M R- A
Alpine-Boran-Losung in THF zugesetzt. Diese Mischung Oy,

wird fur 3-5 Tage bei RT geriihrt (DC Hexan:EtOAc = ><o“‘ )

60:40; Ry = 0.54). Nach beendeter Reaktion wird an oM

Kieselgel gebunden und 11 wird chromatographiert C3oH5005  514.72 g/mol

(Hexan:EtOAc = 90:10 bis 70:30).

Ausbeute : 2.0 g (3.9 mmol, 90% d. Th.).
Analytische Daten vgl. 11+12.
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(22R,232)-20,30a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-5  d-cholest-23-en
(14)

Der P-2 Nickel Katalysator wird hergestellt durch Zugabe
von 2.7 ml (1 Aquiv.) einer 1M NaBHy-Lsg. in EtOH zu oH

einer Lsg. aus 0.68 g (2.72 mmol, 1 Aquiv.) Ni(OAc), x 4 o z
H5>0O in 10 ml 95%-igem EtOH. Es wird mit H, gesplilt,
der Katalysator wird mit 359 pl (5.37 mmol, 2 Aquiv.) >(o,,,

Ethylendiamin partiell vergiftet und im Anschlufl3 werden o“ %
1.4 g (2.72 mmol) 11, in 20 ml EtOH geldst, addiert. (W]
Nach der beendeten H,-Aufnahme (DC Hexan:EtOAc = | ©32H5205  516.73 g/mol

60:40; Rf = 0.48) wird mit EtOAc verdinnt, filtriert und mit einem Gradienten von
Hexan:EtOAc = 90:10 bis 70:30 chromatographiert.

Ausbeute : 1.33 g (2.58 mmol, 95% d. Th.).

Schmp.  : 74-76°C (aus EtOAc). [a]Z’ : +34.5 (c= 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=23359 (w), 1713 (m), 1568 (w), 1462 (s), 1377 (s), 1242 (m) 1215 (m),
1174 (m), 1087 (w), 1059 (m), 859 (m).

EI-MS . m/z (%) =516 (M*; 8), 501 (39), 417 (52), 403 (28), 359 (100), 341 (19), 305
(80), 239 (27), 207 (40), 99 (88), 81 (48), 73 (29), 55 (37).

IH-NMR/13C-NMR (CDCl3) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R,23S5,24R)-20,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-23,24-epoxy-
5a-cholestan (15a) und das (23 R,24S)-Isomer 15b

Zu 1.0 g (1.94 mmol) 14, geldst in 80 ml CH,Cly, werden
0.85 g gepulvertes wasserfreies NaoHPO,4 gegeben und

auf 5°C gekihlt. Nach der Addition von 0.85 g (ca. 85%- o o)
ig) MCPBA wird weitere 20 h bei 5°C gerihrt. Bei
Verwendung von ungereinigtem 14 wurde auch das >(o,,,
unerwiinschte (23R,24S)-Isomer 15b erhalten (DC
Hexan:EtOAc = 60:40; 15a Rf = 0.36; 15b Rf = 0.40).
Der Abbruch erfolgt durch die Zugabe von 27 ml 0.5 N | ©32H5206  532.73 g/mol

OH

NaOH. Die Phasen werden getrennt, die org. Phase wird Uber Na,SO, getrocknet,
eingeengt und chromatographiert (Gradient Hexan:EtOAc = 90:10 bis 70:30).

Ausbeute : 816 mg (1.53 mmol, 79% d. Th. ohne 15b Bildung).
EI-MS . m/z (%) = 532 (M*; 10) 517 (37), 489 (6), 321 (97), 239 (38), 99 (100).

15a : Schmp.: 154-157°C (aus EtOACc); Lit. [152] 181-182°C (aus EtOACc).

[0]2° : +31.6 (c = 1.0, MeOH); Lit. [152], +32.2/27°C.

IR (Nujol) : v=3476 (m), 1697 (m), 1459 (s), 1378 (s), 1217 (m), 1174 (m), 1084 (m),
1054(m), 984 (w), 861 (m), 779 (w).

uv : Amax (19 €) = 215 nm (2.1), 245 nm (0.5).
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15b : Schmp.: 98-100°C (aus EtOAc).  [0]%: +36.4 (¢ = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=3446 (m), 1717 (m), 1458 (s), 1377 (s), 1244 (m), 1215 (m), 1174 (m),
1137 (w), 1085 (m), 1057 (m), 992 (w), 958 (w), 897 (w), 859 (w), 790 (w).

uv : Amax (19 €) = 230 nm (1.4), 280 nm (0.1).

IH-NMR/13C-NMR (CDClg) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R,23R,245)-20a,30a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22,23-dihydroxy-24-
methyl-5 a-cholestan (16)

600 mg (1.12 mmol) 15a werden in 100 ml abs.
Cyclohexan gelost, mit 100 ml abs. n-Hexan verdinnt, so
das eine klare Ldsung entsteht. Danach wird die
Mischung unter Argon gerthrt und auf -78°C gekdhilt.
Durch Addieren von 3.36 ml (6.72 mmol, 6 Aquiv.) MezAl
(2 M Lsg. in n-Hexan) und 0.42 ml (0.67 mmol, 0.6
Aquiv.) n-BuLi (1.6 M in n-Hexan) wird die Reaktion
gestartet. Innerhalb von 4-5 h wird die Mischung

OH

%, v,

OH

C33H5606 548.77 g/mol

langsam auf RT erwarmt und dann weitere 20 h bei RT gerthrt (DC CHCl3:MeOH = 95:5;
Rf= 0.44). Der Abbruch erfolgt mit 60 ml 1IN HCI bei -40°C. Nachdem auf 0°C erwarmt
wurde, werden die Phasen getrennt, die org. Phase wird mit NaHCO3 und Brine
gewaschen, tber Na,SO4 getrocknet, eingeengt und chromatographiert (Hexan:EtOAc =
80:20 bis 50:50).

Ausbeute : 274 mg (0.5 mmol, 45% d. Th.).

Schmp. : 88-89°C (aus EtOACc).

[o]2 : +38.4 (c = 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v=1457 (s), 1377 (m), 1216 (w), 1174 (w), 1085 (w), 1058 (w).

uv : Amax (19 €) = 221 nm (2.7), 265 nm (0.4).

EI-MS : m/z (%) = 548 (M™; 9), 533 (32), 517 (81), 489 (7), 389 (18), 337 (30), 321
(100), 303 (7), 254 (10), 239 (19), 99 (24).

IH-NMR/13C-NMR (CDCl3) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

Castasteron, (22 R,23R,245)-20,30,22,23-Tetrahydroxy-24-methyl-5 da-cholestan-6-on
(17)

250 mg (0.45 mmol) 16, gelost in 15 ml AcOH:H,O =
80:20, werden fur 1 h auf 50°C am Ruckflull erwarmt
(DC CHCI3:MeOH = 90:10; Rf = 0.29). Nach dem
Abkilhlen auf RT wird mit K>,COg3 neutralisiert und mit
Wasser/CHCI3 verdunnt. Die Phasen werden getrennt
und die wafrige Phase wird 5x mit CHCI3 extrahiert. Die
Reinigung erfolgt durch Kristallisation aus MeOH.

OH
//,"
OH
HO,,

HOW
0

CZ8H4805 464.66 g/mol
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Ausbeute : 186 mg (0.4 mmol, 89% d. Th.).

Schmp. : 248-250°C (aus MeOH); Lit. [152] 256-259°C (aus EtOAc/MeOH).

[0]2° : +0.2 (c = 1.0, MeOH); Lit. [152], -0.7/27°C.

HPLC : YMC ODS, 250x4.6, MeCN:H,0 = 60:40, R;= 7.58 min.

IR (Nujol) : v=3322 (s), 1705 (s), 1457 (s), 1377 (m), 1260 (w), 1083 (m), 1048 (m),
993 (w), 974 (m), 948 (w), 933 (w), 627 (w).

uv : Amax (19 €) = 275 nm (0.2).

EI-MS . m/z (%) = 465 ([M+H]™; 0.6), 447 (1), 364 (100), 346 (68), 345 (72), 327 (60),
287 (22), 263 (18); 245 (12), 173 (19), 95 (32), 81 (34), 71 (25), 55 (40).

HR-MS  : m/z = 364.2633 (berechnet fur CooH360,4 364.2614).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

Brassinolid, (22 R,23R,245)-20,30,22,23-Tetrahydroxy-24-methyl-B-homo-6a-oxa-5 «-
cholestan-6-on  (18) und das (5a-oxa)-Isolacton 19

Fur die Darstellung der Trifluorperessigsaure (3.2 mmol,
10 Aquiv.) werden 0.36 ml (3.2 mmol, 10 Aquiv.) einer ,,
30%-igen waldrigen H»O5-Lsg. in 3 ml CHCI3 vorgelegt OH
und mit 2.22 ml (16 mmol, 50 Aquiv.) Trifluoressigsaure- HOy,

anhydrid versetzt. 150 mg (0.32 mmol) 17 werden in 10 Ho™ 20

ml CHCI3 geltst und zu dieser bei 0°C geriihrten Lsg. e}

hinzugetropft. Nach dem Erwarmen auf RT wird fir | CogHagOg 480.66 g/mol

OH

weitere 2 h gerthrt (DC CHCl3:MeOH = 90:10; Ry =
0.21). Far die Aufarbeitung wird mit 30 ml CHCl3 verdiinnt und die resultierende Lsg.
nacheinander mit 5 ml Wasser, 2x 5 ml NaHCO3-Lsg., 2x 5 ml gesattigter NaHSO3 und
mit 10 ml Brine gewaschen. Anschlie3end wird tber Na,SO4 getrocknet und eingeengt.
Chromatographiert wird mit CHCIl3:MeOH, wobei ein Gradient von 100:0 bis 92:8 Ver-
wendung findet. Die Trennung von Lacton 18 und Isolacton 19 erfolgt durch HPLC.

Ausbeute : 112 mg (0.23 mmol, 73% d. Th.).
Analytische HPLC: YMC ODS, MeCN:H,O = 60:40, R; = 18: 5.79 min, 19: 5.37 min.
Praparative HPLC: YMC ODS, 150x20, MeCN:H»O = 50:50.

18 : Schmp.: 285-286°C (aus MeOH); Lit. [152], 274-278°C (aus MeOH).

[o]2 : +48.0 (c = 1.0, MeOH); Lit. [152], +47.0/27°C/MeOH.

IR (Nujol) : v =3445 (m), 1699 (m), 1456 (s), 1377 (m), 1185 (w), 1065 (w), 1024 (w).

uv : Amax (19 €) = 215 nm (0.3).

EI-MS : m/z (%) = 481 (IM+H]*; 3), 409 (7), 380 (59), 379 (52), 362 (78), 361(60),
350 (45), 343 (55), 177 (39), 173 (26), 131 (36), 101 (38), 95 (100), 71 (74).

HR-MS  : m/z = 380.2538 (berechnet fiir CooH3505 380.2563), 379.2431 (berechnet
far CooHg505 379.2483), 361.2361 (berechnet fur CooH330,4 361.2379),
350.2468 (berechnet fir CoqH3404 350.2457), 343.2268 (berechnet fur
CooH3103 343.2274).
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19 : Schmp.: 279-280°C.  [a]Z : +27.7 (¢ = 1.0, MeOH).

uv : Amax (Ig €) = 220 nm (0.8).

EI-MS : m/z (%) = 445 (IM+H-2H,0]%, 2), 409 (4), 380 (25), 361(27), 350 (20), 343
(58), 326 (58), 177 (19), 173 (31), 131 (31), 101 (32), 81 (100), 71 (68).

HR-MS . m/z = 380.2590 (berechnet fiir CooH3605 380.2563), 361.2395 (berechnet
flr CooH3304 361.2379), 343.2292 (berechnet fur CooH3z103 343.2246).

IH-NMR/13C-NMR (CDCl3) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

4.4. Synthese von 25-Hydroxycastasteron und 25-Hydroxybrassinolid
4.4.1. Seitenkettenaufbau unter Verwendung der THP-Schutzgruppe

3-(Tetrahydropyran-2'-yloxy)-3-methyl-but-1-in ~ (MBOT)

49 ml (500 mmol) MBO werden mit 10 ml CH,Cl, (Uber
Molsieb) verdiinnt und mit 67.8 ml (750 mmol, 1.5 CHS—O
Aquiv.) 3,4-Dihydropyran versetzt. Nach der Zugabe von HCEC'C\'O 0O
12.6 g (50 mmol, 0.1 Aquiv.) PPTS wird fir 4 h bei RT CHj

gerihrt. Danach wird mit Ether verdinnt und CqoH1602 168.22 g/mol

Uberschussiges PPTS durch Waschen mit Brine (2x)
entfernt. Nach dem Trocknen tber NapSO,4 wird das Lsgm. vorsichtig am Rotations-
verdampfer entfernt und das Rohprodukt MBOT unter reduziertem Druck destilliert.

Ausbeute : 59.7 g (355 mmol, 71% d. Th.). Kp.: 41-42.5°C bei 2-2.5 Torr.

IH-NMR (CDCls) :5.06 (1H, dd, 5.3/3.2Hz), 3.95 (1H, m), 3.50 (1H, m), 2.43 (1H, m),
1.85 (1H, m), 1.72 (1H, m), 1.6-1.52 (2H, m), 1.55 (3H, s), 1.50 (3H, s).

13C-NMR (CDClg): 96.1, 86.3, 71.8, 70.8, 63.3, 31.9, 30.5, 29.7, 25.3, 20.4.

(22R)-2a,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-25-(tetrahydropyran-
2'-yloxy)-5 a-cholest-23-in  (20) und das (22 S)-lsomer 21

Zu einer Lsg. von 11.2 ml n-BuLi (1.6 M in Hexan, on

17.9 mmol, 4 Aquiv.) in 20 ml abs. THF werden Ty, A <

3.38 g (20.16 mmol, 4.5 Aquiv.) MBOT gegeben. ,II\KDNI(OTHP
Wie fur 11+12 beschrieben, werden dann 2.0 g ) R O
(4.48 mmol) 9 addiert. Nach 1h bei -78°C (DC On, 0*No
Hexan:EtOAc = 60:40; Ry = 0.38) wird aufge- >( |

arbeitet, chromatographiert (Hexan: EtOAc = 95:15 o" o”%

b|§ 89:20) und das 1:1 Gemisch 20+21 mit HPLC Ca7Hsg07 614.83 g/mol
teilweise getrennt.




4. Experimentieller Teil 67

Ausbeute : (20+21) 2.34 g (3.8 mmol, 85% d. Th.).

Analytische HPLC: LiCrospher 100 RP 18, MeCN:H20O = 80:20, R; = 21: 4.92 min, 20:
7.17 min; YMC ODS, MeCN:H»0 = 95:5, R;= 21: 8.75 min, 20: 11.54 min.

Praperative HPLC: LiCrospher 100 RP 18, MeCN:H50 = 90:10.

EI-MS : m/z (%) = 614 (M*, 3), 599 (30), 530 (12), 515 (66), 418 (25), 403 (12), 360
(39), 319 (82), 239 (22), 99 (38), 85 (100).

20 : Schmp.: amorph.  [0]%: +44.5 (¢ = 1.1, MeOH).
IR (Nujol) : v=3420 (s), 1715 (w), 1457 (s), 1377 (s), 1244 (w), 1215 (w).

21 : Schmp.: amorph.  [a]Z’: +42.7 (c = 1.2, MeOH).
IR (Nujol) : v = 3400 (s), 1716 (w), 1456 (s), 1377 (s), 1244 (w), 1215 (w).

Berechnet fur C37H5g07 (614.87): C, 72.28; H, 9.51. Gemessen 20: C, 72.22; H, 9.24.
21: C, 72.32; H, 9.25.
IH-NMR/13C-NMR (CDCl3) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

2d,3d-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-25-(tetrahydropyran-2'-yloxy)-5 a-
cholest-23-in-22-on (22)

2 g (3.25 mmol) des Gemisches 20+21 werden in 5
100 ml CH»Cl, geldst und mit 1.12 g PCC fur 20 h K
bei RT geriihrt (DC Hexan:EtOAc = 60:40; Ry = S OO
0.49). Chromatographieren (Hexan:EtOAc = 90:10 Oy, ©
bis 70:30) liefert 22 als ein Gummi. ><o“‘ .

o\_lo
Ausbeute : 1.6 g (2.61 mmol, 81% d. Th.). C37H5607 612.81 g/mol
Schmp. : amorph.
[a] : +25.6 (¢ = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=2205 (m), 1716 (m), 1677 (m), 1456 (s), 1378 (m), 1245 (w), 1215 (w),
1174 (w), 859 (m).

uv : Amax (19 €) = 231 nm (0.48).

EI-MS : m/z (%) = 612 (M*, 4), 597 (22), 528 (19), 513 (78), 417 (38), 401 (16), 317
(100), 239 (41), 99 (57), 85 (37).

Berechnet fur C37H507 (612.85): C, 72.52; H, 9.21. Gemessen: C, 72.26; H, 9.03.

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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(22R)-20,30-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-25-(tetrahydropyran-
2'-yloxy)-5 a-cholest-23-in  (20)

Das 22-Keton 22 (1.5 g, 2.44 mmol) wird in 30 ml

abs. THF gel6st und unter Argon mit 11.2 ml (0.5M tn, T

in THF , 5.6 mmol, 2.3 Aquiv.) R-Alpine-Boran- N O
Losung versetzt und 3 Tage bei RT geriuhrt (DC Oy, °o

Hexan:EtOAc = 6:4; Ry = 0.38), einrotiert und ><o“‘ .

chromatographiert (Hexan:EtOAc = 90:10 bis O\_'IO

70:30). C37H5507 614.83 g/mol

Ausbeute : 1.3 g (2.11 mmol, 86% d. Th.)
Analytische Daten vgl. 20+21.

(22R,232)-20,30a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-25-(tetrahydro-
pyran-2'-yloxy)-5 a-cholest-23-en (23a) und (23b) (2'-Isomere)

Der P2-Nickel Katalysator (1 Aquiv.) wird wie fiir 14

beschrieben hergestellt. 1.2 g (1.95 mmol) 20, geldst O
in 10 ml EtOH werden addiert und die Mischung wird
uber Nacht bei RT unter einer Hy-Atmosphare gerihrt
(DC Hexan:EtOAc = 60:40; 23b Rf= 0.42; 23a Rf =
0.37). Nachdem mit 30 ml Ether verdinnt wurde, wird o,
filtriert, das Filtrat eingeengt und das resultierende >(
Gummi chromatographiert. Elution mit Hexan:EtOAc o o"%
= 90:10 bis 70:30 liefert zuerst 23b, gefolgt von dem
etwas mehr polarerem 23a.

(O]
OH

C37H6007 616.84 g/mol

Ausbeute : (23a+23b) 1.1 g (1.78 mmol, 91% d. Th.).
EI-MS : m/z (%) = 616 (M™, 3), 601 (26), 514 (40), 418 (51), 360 (100), 303 (13), 239
(10), 99 (22), 97 (63), 85 (58).

23a : Schmp.: 160-162°C (aus CHClg). [a]%': +65.5 (c = 1.1, MeOH).
IR (Nujol) : v= 3500 (s), 1714 (w), 1460 (s), 1376 (s), 1244 (w), 1212 (w), 1182 (w),
1022 (m), 867 (m), 747 (w).

23b : Schmp.: 71-72°C (aus CHCIg). [0]%: +25.7 (¢ = 1.1, MeOH).
IR (Nujol) : v= 3418 (s), 1732 (w), 1457 (s), 1378 (s), 1243 (m), 1215 (m), 1174 (m),
1058 (w), 858 (m).

Berechnet fir C37HgoO7 (616.89): C, 72.04; H, 9.80. Gemessen 23a: C, 71.87; H, 9.47,
23b: C, 71.76; H, 9.72.
IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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(22R,23S5,24R)-20,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-23,24-epoxy-
25-(tetrahydropyran-2'-yloxy)-5 d-cholestan (24a) und (24b) (2'-Isomere)

Zu einer Lésung von 0.5 g (0.81 mmol) 23a oder 23b

in 20 ml CH5Cl, werden 345 mg (2.43 mmol, 3 O
Aquiv.) wasserfreies gepulvertes NaoHPO,4 und 362
mg MCPBA (ca. 85%, 1.78 mmol, 2.2Aquiv.) gegeben ,

und bei 5°C fur 20 h gerdhrt. Der Abbruch erfolgt mit ] 0
15 ml NaOH (0.5 N). Nach der Extraktion mit CH»Cl, o
wird das Rohprodukt 24a bzw. 24b (DC Hexan:EtOAc >(

= 60:40; R; = 0.19) mit einem Gradienten von IR S
Hexan:EtOAc = 90:10 bis 70:30 chromatographiert.

(O ®)
OH

J
C37H5008 632.84 g/mol

EI-MS  : m/z (%) = 632 (M*, 2), 617 (10), 548 (10), 533 (35), 489 (12), 418 (16), 360
(27), 337 (63), 319 (9), 239 (21), 99 (50), 85 (100).

24a : Ausbeute: 405 mg (0.64 mmol, 79% d. Th.).

Schmp. : 186-187°C (CHCI3/MeOH).  [0]3 : +10.0 (¢ = 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v=3487 (s), 1711 (m), 1457 (s), 1378 (s), 1241 (w), 1215 (w), 1174 (w),
1058 (w), 861 (w).

24b : Ausbeute: 431 mg (0.68 mmol, 84% d. Th.).
Schmp. : 162-163°C (CHCI3/MeOH).  [a]Z: +45.7 (c = 1.3, MeOH).

Berechnet fir C37HgoOg (632.88): C, 70.22; H, 9.56. Gemessen 24a: C, 69.89; H, 9.28;
24b: C, 69.97; H, 9.36.
IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R,235S)-2d,3d-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22,23-dihydroxy-24,25-
hexane-1,5-diyldioxy-5 a-cholestan (25)

In analoger Weise zu 16 werden 390 mg (0.56
mmol) 24a in abs. n-Hexan/Cyclohexan gelést und OH 0/2
mit 2.81 ml MegAl (2 M in n-Hexan, 5.62 mmol, 10 =

Aquiv.) und 0.71 ml n-BuLi (1.6 M in n-Hexan, 1.13 o
mmol, 2 Aquiv.) umgesetzt (DC CHCl3:MeOH = >("’
95:5; Rf= 0.23). Nach analoger Aufarbeitung wird
25 chromatographiert (Hexan:EtOAc = 80:20 bis

50:50). C3gHgaOg 648.88 g/mol

Ausbeute : 172 mg (0.26 mmol, 47% d. Th.).
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Schmp. : amorph.

[0]2 : +20.0 (¢ = 1.0, MeOH).

EI-MS  : m/z (%) = 648 (M*, 2), 633 (7), 533 (12), 418 (30), 389 (32), 360 (79), 337
(30), 239 (29), 99 (71), 85 (100).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R,235)-20,3a,22,23-Tetrahydroxy-24,25-hexane-1,5-diyldioxy-5 a-cholestan-6-on
(26)

150 mg (0.23 mmol) 25, gelost in 20 ml AcOH:H,0
= 80:20, werden fir 1 h auf 50°C am RuckfluR OH OK)
erwarmt (DC CHCl3:MeOH = 90:10; Ry = 0.38). Es o I o™ cn,
wird mit K,COg neutralisiert, mit halbgesattigter

Brine gewaschen und die org. Phase uber Nay,SOy4
getrocknet. 26 wird durch Chromatographieren mit HO™
einem Gradienten von Hexan:EtOAc = 80:20 bis
50:50 erhalten.

HO,,

0
C33H5607 564.77 g/mol

Ausbeute : 119 mg (0.21 mmol, 92% d. Th.).

Schmp. : 201-203°C (CHCl3/MeOH).

[0]2° : +2.7 (c = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=3564 (s), 3374 (s), 1703 (s), 1462 (s), 1377 (s), 1272 (w), 1224
(w), 1193 (w), 995 (w).

uv D Amax (I €) =225 nm (0.4), 282 nm (0.2).

MS: Verbindung 26.

Positives lonen ESI-MS m/z (%) = 565 ([M+H]™*, 70), 506 (22), 488 (25), 465 (13), 447
(42), 364 ([b+H]*, 100).

Negatives lonen ESI-MS: m/z 623 ([M+OAc]").

Trimethylsilylether 26a. EI-MS m/z (rel. int.) = 681 (a, [M-171]*, 1.0), 579 (b, 1.8), 491
(1.4), 489 ([b-TMSIOH]*, 447 (d, 1.0), 399 ([b-2TMSIOH]*, 1.5), 389 (3.1),
359 (0.8), 327 (1.0), 309 ([b-3TMSIOH]*, 1.7), 300 (4.7), 299 (2.5), 215 (3.0),
204 (1.6), 171 (e, 2.1), 157 (1.8), 73 (100), 59 ((CH3),0OH™, 39).

Bismethylboronat 26b. EI-MS m/z (%) = 612 (M*, 0.1), 554 ([M-C3HgO]*, 2.0), 454
(IM-C3HgO-CgH1,01™, 3.2), 441 (a, 0.6), 357 (c, 1.3), 327 (d, 1.6), 287 (1.0),
197 (14), 113 ([CgH,30]1, 68), 59 ((CH3),0H, 100).

Berechnet fir C33Hg507 (564.81): C, 70.18; H, 9.99. Gemessen: C, 70.23; H, 9.78.
IH-NMR/13C-NMR (CDCl3) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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4.4.2. Seitenkettenaufbau unter Verwendung der Benzyl-Schutzgruppe

3-Benzyloxy-3-methyl-but-1-in  (MBOB)

4.5 g (150 mmol, 1.5 Aquiv.) NaH (80% in Paraffin) CH
werden unter Argon in einen ausgeheizten HCEC-CI-OgCHZ—Q
Dreihalskolben gegeben und 5x mit je 30 ml n-Hexan \CH3

gewaschen. Dabei wird das n-Hexan mit einer Kanile

tber ein Septum zugefuhrt und auch wieder C12H140 174.23 gimol

abgesaugt. Das restliche n-Hexan wird danach durch ein leichtes Vakuum vorsichtig
entfernt. Nach Zugabe von 30 ml abs. THF wird auf 0°C gekihlt und es werden 9.77 ml
(100 mmol) MBO addiert. Nach beendeter Hy-Entwicklung erfolgt die langsame Zugabe
von 17.84 ml (150 mmol, 1.5 Aquiv.) Benzylbromid, wobei die Temperatur bei 0°C
gehalten wird. Die Reaktion wird fur weitere 4 h gekdhlt, dann wird langsam auf RT
erwarmt und Uber Nacht weiter gerihrt. Der Abbruch der Reaktion erfolgt durch das
Losen des Niederschlages in H>O. Die org. Phase wird mit Brine gewaschen und die
walRrigen Phasen werden noch zweimal mit Ether extrahiert. Nach dem Trocknen wurde
das Rohprodukt eingeengt und chromatographiert (Hexan:EtOAc = 100:0 bis 98:2).

Ausbeute : 13.6 g (78 mmol, 78% d. Th.).
IH-NMR (CDCl3) :7.29 (5H, m), 4.64 (2H, s), 2.48 (1H, s), 1.56 (6H, s).
13C-NMR (CDCl3):138.9, 2x128.3, 2x127.7, 127.4, 86.1, 72.2, 70.5, 66.5, 2x28.8.

(22R)-2a,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-25-benzyloxy-5 a-
cholest-23-in  (27) und das (22 S)-lsomer 28

Nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift fur die

Kopplung von Aldehyd 9 und Synthon (vgl. 11+12) n, QH\
werden 2.3 g (5.15 mmol) 9 mit 12.9 ml n-BuLi (1.6 M ,W

in n-Hexan, 20.6 mmol, 4 Aquiv.) und 4.04 g (23.18 IR o8N
mmol, 4.5 Aquiv.) 3-Benzyloxy-3-methyl-but-1-in On, OBn
(MBOB) bei -78°C in abs. THF analog umgesetzt (DC >( |

Hexan:EtOAc = 60:40; Ry = 0.44), aufgearbeitet und o oo
chrorr.latog_raphlert (Hexan:EtOAc = 95:15 bis 80:20), CagHsgOg 620.83 g/mol
wobei kleine Mengen 27 und 28 aus dem 1:1

Gemisch der diastereomeren 22-Alkohole getrennt erhalten werden konnten.

Ausbeute : (27+28) 3.07 g (4.94 mmol, 96% d. Th.).
Analytische HPLC: LiCrospher 100 RP 18, MeCN:H»0O = 80:20, R; = 28: 5.53 min,

27: 8.22 min; YMC ODS, MeCN:H,0 = 95:5, R; = 28: 9.20, 27: 12.07 min.
Praparative HPLC: YMC ODS, 250x20, MeCN:H»0O = 95:5.
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EI-MS

HR-MS

27
IR (Nujol) :
uv :

28 :
IR (Nujol) :
uv :

: Schmp.: amorph.

: Schmp.: amorph.

© m/z (%) = 620 (M*; 13), 605 (84), 514 (27), 417 (28), 409 (90), 359 (46), 239

(51), 99 (100), 91 (86).

: m/z = 620.4066 (berechnet flir C3gHg50g 620.4076), 605.3820 (berechnet

fir CagH530¢ 605.3841), 409.2402 (berechnet fiir CogHz30,4 409.2425).

[0]2: +60.1 (c = 1.3, MeOH).
v =3391 (m), 1710 (m), 1457 (s), 1377 (s), 1243 (w), 1058 (m), 721 (s).

: Amax (19 €) = 257 nm (0.49), 219 nm (2.62).

[0]2°: +27.4 (c = 1.0, MeOH).
v =3386 (w), 1710 (w), 1457 (s), 1377 (s), 1243 (w), 1057 (m), 721 (m).

: Amax (I9 €) = 257 nm (0.29), 219 nm (2.53).

IH-NMR/13C-NMR (CDClg) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

2d,3d-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-25-benzyloxy-5

(29)

2.7 g (4.35

fur 13 beschrieben in 150 ml CH,Cl, gel6st, mit 1.5 g
(6.92 mmol, 1.6 Aquiv.) PCC versetzt, 20 h bei RT
geriihrt (DC Hexan:EtOAc = 60:40; Ry = 0.48) und

danach an

wird mit einem Gradienten von Hexan:EtOAc = 90:10

bis 70:30.

Ausbeute :
Schmp.
[a]y

IR (Nujol) :

uv
EI-MS

HR-MS

o-cholest-23-in-22-on

mmol) des Gemisches 27+28 werden wie

OBn

Kieselgel gebunden. Chromatographiert

618.82 g/mol

2.34 g (3.78 mmol, 87% d. Th.).

: amorph.
: +12.4 (¢ = 1.0, MeOH).

v = 3387 (w), 2208 (w), 1710 (m), 1676 (m), 1456 (s), 1377 (s), 1244 (w),
1086 (w), 1057 (m), 891 (w).

: Amax (I €) Img/5ml = 257 nm (0.2), 219 nm (2.55).
. m/z (%) =618 (M™; 18), 603 (100), 512 (23), 407 (95), 239 (32), 99 (38), 91

(68).

: m/z = 603.3707 (berechnet flir C3gHg10g 603.3684), 407.2192 (berechnet

fir CogHg,04 407.2223), 239.1332 (berechnet filr C13H190,4 239.2283).

IH-NMR/13C-NMR (CDClg) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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(22R)-20,30-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-25-benzyloxy-5 a-
cholest-23-in  (27)

2.2 g (3.55 mmol) 29 werden in 50 ml abs. THF
geldst, mit einer Argon-Atmosphére versetzt und nach i,
der Addition von 16.4 ml (0.5 M in THF, 8.2 mmol, 2.3
Aquiv.) 3 Tage bei RT geriihrt (DC Hexan:EtOAc = O,

><O\“

OH

4

OBn

6:4;, Ry = 0.44). Nach dieser Zeit wird an Kieselgel
gebunden und chromatographiert (Hexan:EtOAc = O\_"IO

90:10 bis 70:30). C39H5606 620.83 g/mol

Ausbeute : 2.0 g (3.27 mmol, 92% d. Th.).
Analytische Daten vgl. 27+28.

(22R,232)-20a,30-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-25-benzyloxy-5 a-
cholest-23-en (30)

Der P2-Nickel Katalysator (1 Aquiv.) wird hergestellt wie
in der Arbeitsvorschrift fir 14 beschrieben. 1.9 g (3.06
mmol) 27, gelost in 20 ml EtOH, werden  Uber Nacht
unter einer Hy-Atmosphéare mit dem Katalysator gerlhrt
(DC Hexan:EtOAc = 60:40; Rf= 0.52), aufgearbeitet und
mit einem Gradienten von Hexan:EtOAc = 90:10 bis
70:30 chromatographiert.

OoBn

C39H5806 622.85 g/mol

Ausbeute : 1.8 g (2.9 mmol, 95% d. Th.).

Schmp. : amorph.

[0]2 : +27.7 (¢ = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=3395 (w), 1457 (s), 1377 (s), 1365 (w), 1242 (w), 1215 (w), 1173 (w),
1087 (w), 1058 (m).

uv : Amax (Ig €) = 257 nm (0.36), 219 nm (2.59).

EI-MS . m/z (%) = 607 ([M-15]*; 28), 514 (60), 418 (82), 360 (100), 239 (9), 99 (15).

HR-MS  : m/z = 607.3947 (berechnet fir C3gH5304 607.3998), 514.3643 (berechnet
far C32H5005 514.3658).

IH-NMR/13C-NMR (CDCl3) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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(22R,23S5,24R)-20,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-23,24-epoxy-
25-benzyloxy-5 a-cholestan (31)

1.7 g (2.73 mmol) 30 in 70 ml CH,Cl, werden analog zu
15a mit 1.16 g (8.19 mmol, 3 Aquiv.) wasserfreiem
gepulvertem Na,HPO4 und 1.22 g MCPBA (ca. 85%, 6.0 "

mmol, 2.2 Aquiv.) fir 20 h bei 5°C gerihrt. Nach der ) 0
Aufarbeitung mit 45 ml NaOH (0.5 N) wird das on
Rohprodukt 31 (DC Hexan:EtOAc = 60:40; R¢= 0.35) mit >< |
einem Gradienten von Hexan:EtOAc = 90:10 bis 70:30 o* %

o}
chromatographiert.
C39H58O7 638.85 g/mol

OBn

OH

Ausbeute : 1.28 g (2.0 mmol, 74% d. Th.).

Schmp. : amorph.

[0 2 : +36.4 (c = 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v=23444 (m), 1713 (m), 1457 (s), 1377 (s), 1243 (m), 1215 (m), 1086 (w),
1055 (m), 732 (m).

uv : Amax (19 €) Img/5ml = 225 nm (0.55), 210 nm (2.03).

EI-MS : m/z (%) = 638 (MT; 2), 623 (10), 427 (23), 418 (10), 360 (18), 239 (20), 99
(43), 91 (100).

HR-MS . m/z = 638.4087 (berechnet fiir C3gH5g07 638.4182), 623.3935 (berechnet
flr C3gH5507 623.3947), 427.2570 (berechnet fur CogH3505 427.2485).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R,23R,24R)-20,30a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22,23-dihydroxy-24-
methyl-25-benzyloxy-5 a-cholestan (32)

100 mg (0.15 mmol) 31 werden in abs. n-
Hexan/Cyclohexan geldst (vgl. 16) und mit 0.38 ml o

MezAl (2 M in n-Hexan, 0.75 mmol, 5 Aquiv.) und ) OH OBn
0.19 ml n-BuLi (1.6 M in n-Hexan, 0.3 mmol, 2 Aquiv.) o

umgesetzt (DC CHCl3:MeOH = 95:5; R¢= 0.36). Nach >(
der Aufarbeitung wird 32 chromatographiert o’
(Hexan:EtOAc = 80:20 bis 50:50).

OH

C40H6207 654.89 g/mol

Ausbeute : 11.8 mg (0.018 mmol, 12% d. Th.).

Schmp. : amorph.

[0]2 : +12.1 (¢ = 1.2, MeOH).

EI-MS  : m/z (%) = 654 (M*; 0.5), 639 (3), 477 (48), 417 (13), 359 (12), 281 (85), 239
(20), 99 (52), 91 (100).

IH-NMR/13C-NMR (CDCl3) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.



4. Experimentieller Teil 75

25-Hydroxycastasteron, (22 R,23R,24R)-20,30,22,23,25-Pentahydroxy-24-methyl-5 Q-
cholestan-6-on  (33)

11 mg (0.017 mmol) 32, gelost in 1 ml AcCOH:H,0 =

80:20, werden fur 1 h auf 50°C am Ruckflu3 erwarmt. n,, 1§

Nach Neutralisation mit K,CO3 wird das Zwischen- on | ©OH
produkt in 2 ml MeOH und 1 ml EtOAc geldst, mit HOy,

wenig Katalysator (5% Pd auf Kohle) versetzt und Ho™

unter einer Hy-Atmosphére hydriert (DC CHCl3:MeOH o)

= 90:10; Ry = 0.23). Aufgearbeitet wird durch CogHag0% 480.66 g/mol

Abfiltrieren

des Katalysators, Einengen und

Chromatographieren an Kieselgel (CHCl3:MeOH = 100:0 bis 90:10).

Ausbeute :
Schmp.
[a]

IR (Nujol) :

uv
EI-MS

ESI-MS

6.6 mg (0.14 mmol, 81% d. Th.).

: 301-302°C (aus MeOH).
: -5.7 (c= 1.1, MeOH).

v = 3539 (w), 3428 (s), 1737 (w), 1702 (s), 1460 (s), 1376 (m), 1156 (w),
1041 (w), 984 (w), 721 (w), 586 (w).

: Amax (19 €) = 289 nm (0.02), 225 nm (0.05).
: m/z (%) = 479 (IM-H]*, 8), 464 (5), 460 (5), 417 (9), 377 (32), 363 (83), 345

(100), 327 (53), 303 (27), 173 (11), 129 (18), 111 (12), 100 (30), 85 (28).

. Positives lonen ESI-MS (API CID, 10V): m/z (%) = 481 (IM+H]*, 85), 463

(IM+H-H,0]%, 49), 445 ([M+H-2H,0]", 4), 393 ([M+H-88]", 100), 375 ([393-
H,0]", 15), 357 ([393-2H,0]™, 2).

Negatives lonen ESI-MS (API CID, 25V): m/z (%) = 539 ([M+OAc], 91), 479
([M-HJ~, 100).

mono-Dansylaminophenylboronat: Positives lonen ESI-MS: m/z (%) = 815
(IM+H]*,100), 797 ([M+H-H,0]%,12), 727 (IM+H-87]*,70).

IH-NMR/13C-NMR (CDCl3/CD30D) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

4.4.3. Seitenkettenaufbau Uber 25-Hydroxy-23-epidolichosteron

Dimethyldioxiran (DMD)

Ein 2 |

Dreihalskolben wird versehen mit einem

effizienten Magnetrihrer und einem Feststofftrichter (NS O\ C/O
29). Dieser mit Eis/H,O auf 5-10°C gekuhlte Kolben ist HSC' ‘CHS
durch ein U-Rohr mit einem auf -78°C gekihltem

. . J . C3HgO- 74.08 g/mol
Zweihalskolben verbunden. In den Reaktionskolben wird

mit einer Mischung aus 152 ml H,O und 96 ml Aceton gefillt und es werden 29 g
NaHCO3 hinzugegeben. Wahrend stark geriihrt wird, erfolgt jetzt die Addition von 60 g
Caroat (Tripelsalz, Oxon -> aktives Agenz KHSOg) in 5 Portionen in 3 Minuten Intervallen.
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Nach der letzten Zugabe wird ein Vakuum von 80-100 Torr erzeugt, das Kuhlbad vom
Reaktionskolben entfernt und das Aceton/DMD Gemisch destilliert und im Vorlauf
kondensiert. Die entstandene Losung wird auf Peroxide getestet, mit Ko,CO3 getrocknet
und bei -20°C Uber Molsieb 4A gelagert.

Ausbeute : Ca. 75 ml einer ca. 0.1 M Ldsung, die Ausbeute liegt bei ca. 5%.
Peroxidtest: Fir den Nachweis der Peroxide wird ein Filterpapier mit einer gesattigten

Lsg. von Kaliumiodid benetzt. Bei Vorhandensein von Peroxiden wird durch die zu
testende Lsg. eine Braunfarbung hervorgerufen.

(22R)-2a,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-5 a-cholesta-23,24-
dien (34)

Zu einer bei 0°C gerlhrten Lésung von 1 g (1.6 mmol)
20 in abs. Ether werden 123 mg (3.25 mmol, 2 Aquiv.)
LiAlH, addiert. Nach 10 min wird auf 40°C erwarmt und
bei dieser Temperatur fur weitere 1-2 h gertihrt. Nach
beendeter Reaktion (DC Hexan:EtOAc = 60:40; Ry =
0.50) wird auf RT abgekihlt und das Uberschiissige
LiAIH, wird mit gesattigter Kalium-Natrium-Weinsaure- CaoHsgOg  514.72 g/mol

tartrat-Losung zerstért. Es wird mit EtOAc und
halbgesattigter NaCl-Lésung verdinnt, die Phasen werden getrennt, die walrige noch
zweimal mit EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Phasen anschliel3end uber
Na,SO,4 getrocknet und einrotiert. Die Reinigung erfolgt durch Chromatographie an
Kieselgel (Hexan:EtOAc = 95:5 bis 70:30).

Ausbeute : 660 mg (1.28 mmol, 80% d. Th.).

Schmp. : amorph.

[0]2 : +33.7 (c = 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v=3407 (m), 1713 (m), 1461 (s), 1377 (s), 1242 (w), 1216 (w), 1085 (w),
1056 (m), 721 (w).

uv : Amax (19 €) Img/5ml = 270 nm (0.25), 224 nm (0.70).

EI-MS . m/z (%) = 514 (M*; 6), 499 (13), 417 (16), 359 (100), 303 (18), 239 (10), 235
(23), 207 (17), 99 (52), 98 (57), 97 (54).

HR-MS  : m/z = 514.3676 (berechnet fir C3oH5005 514.3694), 417.2994 (berechnet
far CogH407 417.2983), 359.2577 (berechnet fur Co3H3505 359.2568).

1H-NMR/13C-NMR (CDClg) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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(22R,23E)-20a,30a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-25-(tetrahydro-
pyran-2'-yloxy)-5 a-cholest-23-en (35)

Zu einer bei 0°C geruhrten Lésung aus 250 mg (0.4

mmol) 20 in 5 ml abs. THF werden 123 mg (0.8 n, OH/

mmol, 2 Aquiv.) Red-All addiert. Die Reaktions- OTHP
mischung wird bei RT fir weitere 3-4 Tage gerihrt. Oy,

Nach beendeter Reaktion (DC Hexan:EtOAc = ><o“‘

60:40; R¢= 0.40) wird durch Zugabe von EtOAc und O\_"IO

gesattigter Kalium-Natrium-Weinsauretartrat-Losung C37Hgo07 616.84 g/mol

abgebrochen. Das Produktgemisch wird 3x mit
EtOAc extrahiert, mit Brine gewaschen und tber Nay;SO,4 getrocknet und einrotiert. Die
Reinigung erfolgt durch Chromatographie an Kieselgel (Hexan:EtOAc = 95:5 bis 70:30).

Ausbeute : 35: 158 mg (.0.26 mmol, 64% d. Th.); 34: 56.6 mg ( 0.11 mmol, 28% d Th.).

Schmp. : amorph.

[0]2 : +28.4 (c = 1.2, MeOH).

IR (Nujol) : v=23487 (s), 1461 (m), 1379 (s), 1242 (w), 1216 (w), 1174 (w), 1058 (m).

EI-MS : m/z (%) = 601 ([M-15]*; 5), 418 (28), 360 (100), 303 (15), 239 (12), 99 (19),
97 (55), 85 (63).

1H-NMR/13C-NMR (CDCl3) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R, 23R)-2d,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22,23,25-trihydroxy-5 a-
cholestan-24-on (36)

1.2 g (2.32 mmol) 34 werden in 120 ml abs. CH,Cl,
gelost und bei RT mit 50 ml einer ca. 5%-igen
Dimethyldioxiran-Lsg. in Aceton versetzt. Nachdem
eine halbe Stunde gertihrt wurde, ist 34 vollstandig
umgesetzt (DC Hexan:EtOAc = 60:40; R¢= 0.37). Der
Ansatz wird daraufhin an Kieselgel gebunden und
chromatographiert (Hexan:EtOAc = 95:5 bis 75:25).

Ausbeute : 995 mg (1.76 mmol, 76% d. Th.).

Schmp. : amorph.

[o]2 : +11.2 (¢ = 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v=23395 (s), 1765 (s), 1715 (m), 1458 (s), 1377 (s), 1242 (m), 1215 (m),
1173 (w), 1083 (w), 1058 (w), 1034 (w), 991 (w), 894 (w), 858 (m), 721 (w).

uv : Amax (19 €) = 308 nm (0.12), 263 nm (0.15).

EI-MS : m/z (%) = 546 (M-H,0; 13), 531 (32), 417 (4), 359 (5), 335 (100), 239 (23),
235 (3), 178 (17), 99 (37).



4. Experimentieller Teil 78

HR-MS . m/z = 546.3554 (berechnet fiir C3oH5q07 546.3552), 531.3352 (berechnet
fur C31H4707 531.3383), 335.1848 (berechnet fiir C1gH>705 335.1837).
IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

Diastereomerer 23-Alkohol 36a nach der Keto-Enol-Tautomerie

Schmp. :amorph. [0]%: +108.3 (c = 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v=3325(s), 1766 (s), 1714 (m), 1462 (s), 1376 (s), 1244 (m), 1217 (m),
1174 (w), 1079 (w), 1053 (w), 1040 (w), 996 (w), 890 (m), 857 (m), 721 (w).

uv : Amax (19 €) = 303 nm (0.12).

IH-NMR/13C-NMR (CDClg) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R, 23R)-2d,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-23-trimethylsilyloxy-22,23,25-
trihydroxy-5 a-cholestan-24-on (37)

380 mg (0.67 mmol) 36 werden in 30 ml abs. Pyridin
geldst und mit einer Spatelspitze DMAP versetzt. Zu
dieser Losung werden bei RT 875 pul (6.9 mmol, 10
Aquiv.) Trimethylsilylchlorid addiert. Nach 24 h
Reaktionsdauer (DC Hexan:EtOAc = 60:40; Ry= 0.61)
wird nach Zugabe von Toluol einrotiert, an Kieselgel
gebunden und das Rohprodukt 37  wird C35HgpOgSi  636.91 g/mol

chromatographiert (Hexan:EtOAc = 95:5 bis 85:15).

Ausbeute : 357 mg (0.56 mmol, 84% d. Th.).

Schmp. : amorph.

[o]2 : +52.9 (c = 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v=3388 (s), 1765 (w), 1708 (m), 1461 (s), 1377 (s), 1251 (w), 1049 (w), 845
(m), 756 (w), 721 (w).

uv : Amax (19 €) = 291 nm (0.76).

EI-MS . m/z (%) = 618 (IM-H,0]*; 12), 603 (11), 546 (14), 531 (38), 519 (15), 461
(28), 407 (23), 335 (88), 239 (18), 172 (28), 157 (100), 143 (47).

HR-MS : m/z = 618.4008 (berechnet fiir C35H5g07Si 618.4065), 603.3728 (berechnet
fir Cg4H5507Si 603.3739), 546.3571 (berechnet fur C35,H507 546.3586),
461.3269 (berechnet fur CogHy505 461.3271), 407.2235 (berechnet fiir
CyoH3505Si 407.2254), 335.1841 (berechnet fur C1gH»705 335.1823),
172.0910 (berechnet flr CgH1505Si 172.0919), 157.0691 (berechnet fur
C7H130,Si 157.0698).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.



4. Experimentieller Teil 79

(22R, 235)-2d,3ad-1sopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-23-trimethylsilyloxy-22,23,25-
trihydroxy-5 Q-ergost-24(28)-en (38)

1. Ylid-Bildung: 500 mg (20 mmol) NaH (80% in
Paraffin) werden 8x mit n-Hexan gewaschen und
dekantiert. Nach dem Entfernen des Paraffins werden
30 ml abs. Toluol addiert und die Mischung wird flr 45
min auf 80°C erwarmt (H,-Entwicklung). Danach wird
unter Argon langsam auf 0°C gekuhlt und es werden
8.3 g (20 mmol, 97%-ig) PhgPMel addiert. Nach dem CagHg207Si  634.94 g/mol

Entfernen des Kiihlbades wird die Mischung fiir einige
Tage gerihrt, der Fortgang der Reaktion kann anhand der Gelbfarbung (Ylid) beobachtet
werden.

2. Wittig-Reaktion: 250 mg (0.41 mmol) 37 werden in 10 ml abs. Toluol geldst und unter
Argon mit 10 ml der Ylid-Lésung versetzt (NaH vor Entnahme absetzen lassen). Im
Anschlu® daran wird far 24 h bei 60°C gerlhrt (DC Hexan:EtOAc = 60:40; Ry = 0.62),
einrotiert und an Kieselgel chromatographiert (Hexan:EtOAc = 95:5 bis 70:30).

Ausbeute : 83 mg (0.13 mmol, 64% bezogen auf umgesetztes 37).

Schmp. : amorph.

[o]2 : 65.4 (c = 1.0, MeOH).

EI-MS . m/z (%) = 546 ([M-88]*, 7), 531 (13), 447 (10), 407 (11), 389 (53), 345 (22),
335 (36), 277 (24), 239 (13), 233 (23), 147 (100), 127 (35), 98 (52).

IH-NMR (CDCl5) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R, 235)-2a,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22,23,25-trinydroxy-5 a-
ergost-24(28)-en (39)

281 mg (0.5 mmol) 36 werden in 5 ml abs. THF
gel6st, auf 0°C gekihlt und unter Argon gesetzt. Zu
dieser Losung werden 1.1 ml (1.06 mmol, 1.2 Aquiv.)
einer 0.5 M Lsg. Tebbe Reagenz in THF addiert.
Nach 24 h ist der Ausgangsstoff umgesetzt (DC
Hexan:EtOAc = 60:40; Ry = 0.42). Die Reaktion wird
mit EtOAc verdunnt und mit 5 Tropfen 0.5 N NaOH C33H5407 562.76 g/mol

gestoppt. Nach dem Trocknen mit Na,SO,4 wird Uber
eine Celit-Schicht filtriert. Anschlielend wird die rot-orange L&sung einrotiert und an
Kieselgel chromatographiert (Hexan:EtOAc = 95:5 bis 70:30).

Ausbeute : 150 mg (0.26 mmol, 53% d. Th.).

Schmp. : amorph.

[0] 2 : +77.9 (c = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=3400 (s), 1711 (m), 1458 (s), 1377 (s), 1241 (w), 1217 (w), 1171 (w), 894
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(w), 859 (w), 790 (w), 721 (m).

uv : Amax (Ig €) = 212.8 nm (2.2), 227 nm (0.7).

EI-MS : m/z (%) = 544 (IM-H,01%; 7), 529 (21), 447 (22), 417 (4), 389 (100), 359 (15),
333 (43), 239 (12), 235 (8), 178 (7), 127 (52), 99 (28).

HR-MS . m/z = 544.3758 (berechnet fiir C33H520¢4 544.3753), 447.3102 (berechnet
flr Co7H4305 447.3091), 389.2699 (berechnet fur Co4H370,4 389.2706).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R,235)-201,30,22,23,25-Pentahydroxy-5 a-ergost-24(28)-en-6-on (40)

130 mg (0.23 mmol) 39, geldst in 10 ml AcOH:H,0 =
80:20, werden fur 1 h auf 50°C am Ruckfluld erwarmt
(DC CHCI3:MeOH = 90:10; Ry = 0.53). Es wird mit
KoCO3 neutralisiert, mit halbgesattigter Brine
gewaschen und die org. Phase wird Uber Na;SOy4
getrocknet. Die Reinigung von 40 erfolgt durch
Kristallisation aus CHCl3/MeOH.

Ausbeute : 99 mg (0.21 mmol, 90% d. Th.).

Schmp. : 110-112°C (aus CHCl3/MeOH).

[0]2 : +50.4 (c = 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v=3391 (m), 1710 (s), 1457 (s), 1376 (s), 1159 (w), 1077 (w), 721 (s).

uv : Amax (Ig €) = 278 nm (0.69).

EI-MS . m/z (%) = 479 ((M+H]*, 2), 460 (11), 442 (14), 402 (15), 315 (26), 303 (32),
256 (25), 149 (38) 127 (100), 109 (45), 81 (39).

ESI-MS : Positives lonen ESI-MS (API CID, 10V): m/z (%) = 501 ([M+Na]*,100), 479
(IM+H]*, 20), 461 (IM+H-H,0]*, 58), 443 (IM+H-2H,0]*, 89), 425
(IM+H-3H,0]%, 27), 407 ((M+H-4H,0]", 10).

Negatives lonen ESI-MS (API CID, 25V): m/z (%) = 519 [M+AcO-H,O]".

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R,2395)-201,30,23-Triacetoxy-22,25-dihydroxy--5 d-ergost-24(28)-en-6-on (41)

Fir die Acetylierung werden 100 mg (0.21 mmol) 40
in 4 ml abs. Pyridin geldst und mit 4 ml abs.
Acetanhydrid sowie einer Spatelspitze DMAP versetzt.
Es wird 3 Tage bei RT und anschlieRend 5 h bei 70°C
gerihrt und danach mit Toluol einrotiert (DC
Hexan:EtOAc = 60:40; Rf = 0.45). Die Reinigung
erfolgt durch S&ulenchromatographie an Kieselgel C34H5209 604.75 g/mol

(Hexan:EtOAc = 90:10 bis 70:30).
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Ausbeute : 103 mg (0.17 mmol, 82% d. Th.).

Schmp. : 208-210°C.

[0]2 : +10.0 (¢ = 1.0, MeOH).

EI-MS @ m/z (%) = 571 (IM-Me-H,0]*, 3), 554 (5), 526 (30), 511 (22), 489 (50), 447
(23), 387 (47), 369 (14), 345 (84), 327 (81), 309 (15), 269 (17), 189 (18), 169
(93), 140 (100), 127 (24), 109 (29), 97 (28).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R,23S5,24R)-20,30,22,23,25-Pentahydroxy-24-methyl-5 a-cholestan-6-on (42a) und
das (24 S)-Isomer 42b

30 mg (0.05 mmol) 41 werden in 3 ml Eisessig gelost
und nach Zugabe einer Spatelspitze 10% Pd auf
Aktivkohle unter einer Hy-Atmosphare fur 30 h
geriihrt. Danach wird der Katalysator abgetrennt und
eingeengt. Das resultierende Zwischenprodukt wird in
2 ml abs. Methanol gelost, mit 1 ml 05 M o 42a

Natriummethylat-Lsg. versetzt und Gber Nacht bei RT | CogHyg0¢ 480.56 g/mol

geruhrt (DC CHCl3:MeOH = 90:10; R¢ = 0.60). Nach
beendeter Reaktion wird mit Essigsaure neutralisiert, einrotiert, in CHCl3 aufgenommen
und 2x mit Brine gewaschen. Nach dem Trocknen tber Na,SO4 wird durch einrotieren
das Gemisch 42a+42b erhalten.

Ausbeute : 21 mg (0.043 mmol, 87% d. Th.).
ESI-MS : Positives lonen ESI-MS (API CID, 10V): m/z (%) = 524 (30), 503 (24), 463
(IM+H-H,01%, 4), 333 (22); 313 (100); 292 (64).
Negatives lonen ESI-MS (API CID, 25V): m/z (%) = 521 [M+AcO-H,O]".
13C-NMR (CDClIg) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

4.4.4. Synthese von 25-Hydroxycastasteron und 25-Hydroxybrassinolid
durch Oxyfunktionalisierung mit Methyl(trifluormethyl)dioxiran

Methyl(trifluormethyl)dioxiran, 1,1,1-Trifluordimethyldioxiran (TFD)

Ein mit einem Eisbad gekuhlter 250 ml Dreihalskolben

mit Magnetrithrer und Zugabetrichter wird Uber eine O\ /O
Bricke mit dem oberen Ende eines Intensivkihlers F3C'C~CH3

verbunden, der mit auf -78°C gekihltem Ethanol als
Kdhimittel  betrieben  wird  (Scheidetrichter  als
Vorratsgefafll). Am unteren Ende dieses Intensivkiihlers befindet sich ein gerader Vorstof3

C3H302F3 128.05 g/mol
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(mit einem seitlichen Anschlu fir das Anlegen des Vakuums) und ein auf -78°C
gekihlter 50 ml Einhalskolben. Fir das geringe Vakuum wurde eine Membranpumpe mit
automatischer Regelung eingesetzt, die jedoch durch das Zwischenschalten eines 1 |
Kolbens und eines Drehventil in Ihrer Leistung gedampft wurde. Weiterhin bendtigt wird
ein Tropftrichter, der auf 4°C gekihlt das ebenfalls gekihlte Trifluoraceton (10 ml)
aufnimmt und im Kihlschrank gelagert wird. Nach diesen Vorbereitungen werden in den
Reaktionskolben 10.8 ml H,O (Millipore) und 10.8 g NaHCOg3 eingefllt. Danach werden
6.66 g Caroat (Tripelsalz, Oxon) schnell in den Kolben tber den Feststofftrichter addiert
und die Gasentwicklung von ca. 90 s abgewartet. Innerhalb einer Minute wird nun das
vorgekuhlte Trifluoraceton zugetropft und im Anschluf3 daran ein Vakuum von 715 Torr
angelegt. Dabei geht die schwach gelbe Lésung von TFD in Trifluoraceton Gber und tropft
in die Vorlage. Nach 5-8 min wird eine weitere Portion von 6.66 g Caroat addiert und noch
einmal fur 10 min gerihrt. Die Vorlage wird beluftet, kurz auf RT erwéarmt, um geléstes
CO5 zu entfernen und dann mit einer Aluminiumfolie umhullt bei -78°C gelagert.

Ausbeute : 4-6 ml einer ca. 0.4-0.6 M L6sung von TFD in Trifluoraceton. Die Ausbeute
betragt daher ca. 2%.

(22R,23R,24S5)-20,30,22,23-Tetraacetoxy-24-methyl-5 d-cholestan-6-on (43)

Fur die Acetylierung werden 300 mg (0.64 mmol) 17 in

12 ml abs. Pyridin gelést und mit 12 ml abs. ‘ty, '§
Acetanhydrid sowie einer Spatelspitze DMAP versetzt. OAC
Es wird Uber Nacht bei RT gerthrt und danach mit Toluol AcOy,,

einrotiert (DC Hexan:EtOAc = 60:40; Ry = 0.31). Die Ao

Reinigung erfolgt durch S&ulenchromatographie an o}

Kieselgel (Hexan:EtOAc = 90:10 bis 70:30). C36H5609  632.80 g/mol

Ausbeute : 336 mg (0.53 mmol, 83% d. Th.).

Schmp. : 206-209°C.

[o]2 : +1.2 (c= 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v = 3628 (w), 3442 (w), 1736 (s), 1458 (s), 1377 (s), 1253 (s), 1038 (m).

uv : Amax (Ig €) =280 nm (0.12), 220 nm (1.25).

EI-MS  : m/z (%) =632 (M*, 2), 572 (98), 530 (15), 512 (50), 497 (27), 429 (21), 388
(74), 387 (82), 369 (21), 345 (79), 327 (100), 309 (30), 269 (22), 83 (98).

IH-NMR/13C-NMR (CDClg) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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(22R,23R,245)-20,30,22,23-Tetraacetoxy-25-hydroxy-24-methyl-5 a-cholestan-6-on
(44);

(22R,23R,245)-20,30,22,23-Tetraacetoxy-14 a,25-dihydroxy-24-methyl-5 d-cholestan-
6-on (45)

272 mg (0.43 mmol) 43, geldst in 25 ml CH,Cl, (dest.
uber P4010) werden mit 950 pl (1.1 Aquiv.) einer ca.
0.5 M Lésung von TFD in Trifluoraceton versetzt und

bei 5°C geruhrt (DC Hexan:EtOAc = 70:30; 44 Rf = AcOy,,
0.47, 45 Rf = 0.30). Der Peroxidtest war nach 4 h AcO™
C
negativ und der Ansatz wurde daraufhin einrotiert und o)

chromatogr?phiert (Hexan:EtOAc = 90:10 bis 25:75). Ca6Hs56010 648.80 g/mol
Nach der Saule wurden 116 mg 43, 125 mg 44 und 27
mg 45 erhalten. Wird ein UberschuR an TFD
verwendet, so erhoht sich der Umsatz und der Anteil

von 45. AcOy,

Aco™

0]

C36H56011 664.80 g/mol

44 : Ausbeute: 125 mg (0.18 mmol, 72% bezogen auf umgesetztes 43).
Schmp. :209-211°C (aus CHCl3/MeOH).
[0 2 : +4.3 (c= 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v=3472 (w), 1732 (s), 1708 (s), 1457 (s), 1375 (s), 1256 (s), 1037 (m).

uv : Amax (Ig €) = 283nm (0.14).

EI-MS . m/z (%) = 646 (M*, 1), 631 (3), 588 (24), 586 (18), 570 (17), 561 (13), 528
(17), 513 (28), 470 (94), 417 (28), 387 (74), 345 (43), 327 (42), 297 (100), 82 (92).

45 : Ausbeute: 27 mg (0.05 mmol, 16% bezogen auf umgesetztes 43).
Schmp. : 236-238°C (aus CHCl3/MeOH).
[0]2 : 49.2 (¢ = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=3484 (w), 1741 (s), 1709 (s), 1457 (s), 1376 (s), 1269 (m), 1032 (m).

uv : Amax (Ig €) = 283nm (0.12).

EI-MS . m/z (%) = 664 (M*, 7), 646 (11), 631 (5), 588 (8), 586 (18), 568 (14), 544
(15), 526 (74), 508 (64), 468 (28), 405 (53), 387 (71), 343 (29), 325 (47), 285
(46), 171 (59), 141 (87), 111 (64), 82 (100).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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(22R,23R,245)-20,30,22,23,25-Pentahydroxy-24-methyl-5 d-cholestan-6-on (33)

Zur Verseifung der Acetyl-Schutzgruppen werden 50
mg (0.077 mmol) 44 in 5 ml KOH/MeOH (5%-ig)
gelost und 24 h bei RT gerihrt. (DC CHCl3:MeOH =
90:10; R¢= 0.23). Nach beendeter Reaktion wird mit 1
N HCI neutralisiert, einrotiert und chromatographiert
(CHCI3:MeOH = 100:0 bis 92.5:7.5).

Ausbeute : 32 mg (0.067 mmol, 87% d. Th.).
Analytische Daten vgl. 33 in Abschnitt 4.4.2..

OH

4, 0

HOy,,
HOY
0
CogHyg06

OH

480.66 g/mol

(22R,23R,245)-20,30,14a,22,23-Hexahydroxy-24-methyl-5 a-cholestan-6-on (46)

15 mg (0.0226 mmol) 45 werden in 2 ml abs.
Methanol gelést und mit 15 ml 05 M
Natriummethylat-Lsg. versetzt. Es wird fir 5 h bei RT
geruhrt (DC CHCl3:MeOH = 90:10; Rf= 0.11). Nach
beendeter Reaktion wird mit Eisessig neutralisiert,
einrotiert und chromatographiert (CHCl3:MeOH =
100:0 bis 90:10).

Ausbeute : 11 mg (0.0221 mmol, 98% d. Th.).
Schmp. : 290-293°C (aus CHCl3/MeOH).
[]% : +17.6 (¢ = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=3387 (s), 1707 (m), 1462 (s), 1377 (m), 1047 (w), 938 (w), 721 (w).

uv : Amax (Ig €) = 278 nm (0.69).

EI-MS  : m/z (%) = 497 (IM+H]*, 2), 350 (5), 322 (8), 290 (18), 279 (21), 256 (47),
178 (90), 149 (75), 125 (38), 111 (61), 97 (78), 83 (66), 71 (77), 57 (100).
IH-NMR/13C-NMR (CDCl3/CD30D) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R,23R,245)-20,30,22,23-Tetraacetoxy-24-methyl-B-homo-6a-oxa-5 d-cholestan-6-

on (47)und das (5a-oxa)-Isolacton 48

Die Lactonisierung von 115 mg (0.18 mmol) 43 erfolgt
wie far 18 beschrieben in CHCIl3 nach der in situ
Darstellung der Trifluorperessigsaure aus 207 pl (1.83
mmol, 10 Aquiv.) 30 %-iger HyO5-Lésung und 1.27 ml
(9.15 mmol, 50 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid bei
0°C. Nach dem Erwéarmen auf RT wird fur weitere 2 h
geriihrt (DC Hexan:EtOAc = 50:50; 47 Rf= 0.36, 48 R =

AcOy,

C36Hs56010

OAc

a7
648.80 g/mol
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0.29) und aufgearbeitet. Mit der Chromatographie an Kieselgel (Hexan:EtOAc = 85:15 bis
50:50) wurden Lacton 47 und Isolacton 48 teilweise getrennt, die weitere Reinigung der
Mischfraktionen erfolgte mit HPLC.

Ausbeute : 113 mg (0.17 mmol, 97% d. Th.).
Analytische HPLC: YMC ODS, 250x4.6, MeCN:H,0 = 65:35, R;= 47: 34.14 min,

48: 30.67 min.
Préaperative HPLC: YMC ODS, 150x20, MeCN:H,0 = 75:25.
47 : Schmp.: 208-209°C (aus CHCls3).
[0] 2 : +31.9 (c = 1.1, MeOH).
IR (Nujol) : v=3432 (w), 1738 (s), 1464 (s), 1376 (s), 1245 (m), 1215 (m), 1020 (w).
uv : Amax (I9 €) = 280 nm (0.08).

EI-MS  : m/z (%) = 648 (M*, 1), 546 (3), 528 (5), 506 (51), 463 (100), 433 (8), 404
(30), 361 (34), 343 (20), 189 (8), 143 (15), 116 (12), 83 (47).

48 : Schmp.: 217-218°C(aus CHCl3).

[0] 2 : +23.0 (¢ = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=3435 (w), 1720 (s), 1456 (s), 1376 (s), 1249 (m), 1041 (w), 1023 (w).
uv : Amax (I9 €) = 283 nm (0.08).

EI-MS  : m/z (%) = 648 (M*, 2), 588 (2), 548 (5), 546 (4), 528 (9), 506 (48), 463 (100),
433 (6), 404 (22), 386 (12), 361 (5), 343 (38), 325 (33), 285 (5), 83 (23).

IH-NMR/13C-NMR (CDClg) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R,23R,245)-20,30,22,23-Tetraacetoxy-25-hydroxy-24-methyl-B-homo-6a-oxa-5 «-
cholestan-6-on  (49)

50 mg (0.077 mmol) 47, geldst in 3 ml CH,Cl, (dest.
uber P40O1) werden mit 320 pl (ca. 1.1 Aquiv.) einer w,

ca. 0.5 M Loésung von TFD in Trifluoraceton versetzt OAC
und bei 5°C gerihrt (CHCIl3:MeOH = 95:5; Rf= 0.67). AcOy,,

Der Ansatz wurde mehrere Stunden gerihrt, bis der
Peroxidtest negativ war, danach einrotiert und
chromatographiert (Hexan:EtOAc = 90:10 bis 25:75). Ca6H56011 664.80 g/mol

OAc

Aco™

Ausbeute : 17 mg (0.025 mmol, 57% bezogen auf umgesetztes 47).

Schmp. : 233-235°C (aus CHCl3/MeOH).

[0] 2 : +40.2 (c = 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v=3513 (w), 1741 (s), 1731 (s), 1462 (s), 1376 (s), 1254 (m), 1021 (w).

uv : Amax (Ig €) =280 nm (0.46).

EI-MS . m/z (%) = 647 (2), 577 (20), 544 (26), 526 (19), 506 (18), 475 (21), 463 (39),
433 (44), 415 (32), 403 (48), 355 (32), 285 (20), 153 (48), 141 (77), 121
(100), 111 (47), 99 (50), 93 (95).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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(22R,23R,245)-20,30,22,23,25-Pentahydroxy-24-methyl-B-homo-6a-oxa-5 d-

cholestan-6-on  (50)

10 mg (0.015 mmol) 49 werden in 1 ml abs. Methanol
gel6st, mit 1 ml 0.5 M Natriummethylat-Lsg. versetzt
und 2 h bei RT geriihrt (DC CHCIl3:MeOH = 90:10; Ry
= 0.30). Nach beendeter Reaktion wird mit Essigsaure
neutralisiert,  einrotiert und  chromatographiert
(CHCI3:MeOH = 100:0 bis 90:10).

Ausbeute : 7.2 mg (0.014 mmol, 97% d. Th.).
Schmp. : 234-235°C.
[0]2 : +28.5 (c = 1.3, MeOH).

HO,,

HO

CogHyg07

OH

l/,"

OH

496.66 g/mol

IR (Nujol) : v =23388 (s), 1721 (s), 1456 (s), 1376 (s), 1066 (W), 1029 (W), 987 (w).

uv : Amax (19 €) = 277 nm (1.22).

EI-MS : m/z (%) = 497 (IM+H]™*, 2), 463 (4), 409 (5), 379 (100), 366 (15), 350 (24),
343 (18), 325 (14), 315 (12), 285 (13), 129 (33), 100 (75), 85 (75).

ESI-MS : Positives lonen ESI-MS (API CID, 10V): m/z (%) = 497 ([M+H]*, 100), 479
(IM+H-H,01%, 8), 461 (IM+H-2H,0]*, 3), 409 ([M+H-88]*, 30), 391 ([409-
H,0]", 10), 373 ([409-2H,0]*, 10), 354 ([409-3H,0]%, 3).
Negatives lonen ESI-MS (API CID, 25V): m/z (%) = 539 ([M+OAc]", 91), 479

(IM-H]-, 100).

mono-Dansylaminophenylboronat: Positives lonen ESI-MS: m/z (%) = 831
(IM+H]*,100), 813 ([M+H-H,0]*,5), 744 (IM+H-87]*,18).
IH-NMR/13C-NMR (CDCl3/CD30D) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

4.5, Synthese von 25-Methylcastasteron und 25-Methylbrassinolid

(22 R)-20,3d-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-25-methyl-5

23-in (51) und das (22 S)-Isomer 52

Nach der allg. Arbeitsvorschrift fir die Kopplung von
Aldehyd 9 und Synthon (vgl. 11+12) werden 1.0 g (2.27
mmol) 9 mit 5.6 ml n-BuLi (1.6 M in n-Hexan, 9.1 mmol,
4Aquiv.) und 1.26 ml (10.2 mmol, 4.5 Aquiv.) 3,3-
dimethyl-but-1-in DMB bei -78°C in abs. THF umgesetzt
(DC Hexan:EtOAc = 60:40; Rf = 0.50), entsprechend
aufgearbeitet und chromatographiert (Hexan:EtOAc =
95:15 bis 80:20), wobei ein 1.1 Gemisch der
diastereomeren 22-Alkohole 51+52 erhalten wurde. Die

a-cholest-

C33H5205

528.74 g/mol

Trennung kleiner Mengen dieses Gemisches erfolgte durch HPLC.
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Ausbeute : (51+52) 1.07 g (2.02 mmol, 89% d. Th.).

Analytische HPLC: LiCrospher 100 RP 18, MeCN:H»0 = 80:20, R;= 52: 5.63 min, 51:
7.86 min; YMC ODS, MeCN:H,0 = 95:5, Ry=52: 9.82. min, 51: 12.70 min.

Praperative HPLC: LiCrospher 100 RP 18, 250x10 mm MeCN:H,0 = 80:20; YMC ODS,
150x20, MeCN:H,0 = 95:5.

EI-MS : m/z (%) = 528 (M™; 34), 513 (79), 417 (14), 359 (27), 341 (4), 317 (100), 254
(11), 239 (30), 99 (41).

HR-MS  : m/z = 528.3842 (berechnet fiir C33H5,05 528.3814), 513.3582 (berechnet
far C32H4905 513.3580), 317.2115 (berechnet far C20H2903 317.2117).

51 : Schmp.: 110-113°C (aus EtOAc). [a]Z’: +61.8 (c = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v = 1456 (s), 1377 (m), 1216 (), 1174 (w), 1085 (w), 1058 (w).

uv : Amax (Ig €) =272 nm (0.05), 220 nm (0.31).

52 : Schmp.: 96-98°C (aus EtOAc). [a]%: +55.3 (¢ = 1.1, MeOH).

IR (Nujol) : v = 1457 (s), 1377 (m), 1241 (w), 1216 (w), 1174 (w), 1087 (w), 1056 (m).
uv D Amax (Ig ) =272 nm (0.12), 220 nm (0.27).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

20,30-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-25-methyl-5  a-cholest-23-in-22-on  (53)

800 mg (1.51 mmol) des Gemisches 51+52 werden wie

fur 13 beschrieben in 50 ml CH,Cl, gelost, mit 520 mg “n, i S
(2.42 mmol, 1.6 Aquiv.) PCC versetzt, 20 h bei RT

geriihrt (DC Hexan:EtOAc = 60:40; Ry = 0.53) und Ou,

danach an Kieselgel gebunden. Chromatographiert wird ><o“‘ 7

mit einem Gradienten von Hexan:EtOAc = 90:10 bis 0\_10

70:30. C33H5005 526.72 g/mol

Ausbeute : 684 mg (1.30 mmol, 86% d. Th.).

Schmp. : 74-77°C (aus EtOAc).

[0]Z : +27.9 (c = 1.2, MeOH).

IR (Nujol) : v=2212 (m), 1674 (m), 1457 (s), 1377 (m), 1216 (w), 1174 (w), 1057 (m).

uv * Amax (Ig €) =309 nm (0.2), 234 nm (3.1).

EI-MS : m/z (%) =526 (M™; 28), 511 (60), 315 (100), 239 (20), 99 (28).

HR-MS  : m/z =526.3676 (berechnet fiir C33H5005 526.3658), 511.3435 (berechnet
flr C3oH4705 511.3423), 315.1959 (berechnet fur CogH»703 315.1960).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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(22R)-2a,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-25-methyl-5 a-cholest-
23-in (51)

620 mg (1.17 mmol) 53 werden in 20 ml abs. THF gel6st,
mit einer Argon-Atmosphare versehen und nach der n,
Addition von 5.4 ml (0.5 M in THF , 2.7 mmol, 2.3 Aquiv.)
3 Tage bei RT geriihrt (DC Hexan:EtOAc = 60:40; Ry = O,

X

OH

4

0.50). Nach dieser Zeit wird an Kieselgel gebunden und
chromatographiert (Hexan:EtOAc = 90:10 bis 70:30). O\:IO

C33H5205 528.74 g/mol

Ausbeute : 529 mg (1.00 mmol, 85% d. Th.).
Analytische Daten vgl. 51.

(22R,232)-20d,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-25-methyl-5 a-
cholest-23-en (54)

Der P2-Nickel Katalysator (1 Aquiv.) wird hergestellt wie
in der Arbeitsvorschrift fur 14 beschrieben. 500 mg (0.94 OH

mmol) 51, geldst in 10 ml EtOH, werden Uber Nacht ‘n,, Z
unter einer Ho-Atmosphere mit dem Katalysator gerihrt
(DC Hexan:EtOAc = 60:40; Rf= 0.47), aufgearbeitet und Oy,
mit einem Gradienten von Hexan:EtOAc = 90:10 bis ><o“‘ .
70:30 chromatographiert. Q

J
C33H5405 530.76 g/mol

Ausbeute : 440 mg (0.83 mmol, 88% d. Th.).

Schmp. : amorph.

[0] 2 : +22.9 (¢ = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=3410 (s), 1710 (m), 1460 (s), 1377 (s), 1242 (w), 1215 (w), 1055 (m).
uv : Amax (Ig €) = 225 nm (0.64).

EI-MS : m/z (%) =530 (M*; 5), 515 (43), 418 (62), 403 (35), 359 (100), 319 (58), 239
(21), 207 (38), 99 (40).

HR-MS  : m/z = 530.3994 (berechnet fiir C33H5405 530.4017), 418.3108 (berechnet
flr CogH 204 418.3132), 319.2290 berechnet fur CygHz103 319.2307).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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(22R,23S5,24R)-20,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22-hydroxy-23,24-epoxy-

25-methyl-5 a-cholestan (55)

410 mg (0.77 mmol) 54 in 20 ml CH,Cl, werden analog
zu 15a mit 327 g (2.31 mmol, 3 Aquiv.) wasserfreiem
gepulvertem Na,HPO, und 313 mg MCPBA (ca. 85%,
1.54 mmol, 2.2 Aquiv.) fiir 20 h bei 5°C geriihrt. Nach
der Aufarbeitung mit 13 ml NaOH (0.5 N) wird das
Rohprodukt 55 (DC Hexan:EtOAc = 60:40; R¢= 0.30) mit
einem Gradienten von Hexan:EtOAc = 90:10 bis 70:30
chromatographiert.

v,

(0]

XOI/,
o™
v

C33H5,0¢

OH

l/,"

532.73 g/mol

Ausbeute : 376 mg (0.69 mmol, 89% d. Th.).

Schmp. : amorph.

[o]2 : +28.0 (c = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=3475 (m), 1712 (m), 1459 (s), 1377 (s), 1237 (w), 1216 (w), 1054 (w).
uv : Amax (19 €) = 225 nm (0.4), 274 nm (0.13).

EI-MS . m/z (%) = 546 (M™; 13), 531 (46), 335 (100), 239 (18), 99 (20).

HR-MS  : m/z = 546.3906 (berechnet fiir Cq3H540¢4 546.3893), 531.3673 (berechnet

fir CaoHs510g 531.3661), 335.2222 (berechnet fiir CogHz;0,4 335.2222).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R,23R,245)-20a,3a-Isopropylidendioxy-6,6-ethylendioxy-22,23-dihydroxy-24,25-

dimethyl-5 a-cholestan (56)

100 mg (0.17 mmol) 55 werden ebenso wie 18 in abs. n-
Hexan/Cyclohexan gelost und mit 0.87 ml Me3Al (2 M in
n-Hexan, 1.73 mmol, 10 Aquiv.) und 0.22 ml n-BuLi (1.6
M in n-Hexan, 0.35 mmol, 2 Aquiv.) umgesetzt (DC
CHCI3:MeOH = 95:5; Rf = 0.42). Nach entsprechender
Aufarbeitung wird 56  mit einem Gradienten von
Hexan:EtOAc = 80:20 bis 50:50 chromatographiert.

X
o™

C34Hs806

o"%
J

OH

%, v,

OH

562.80 g/mol

Ausbeute : 32 mg (0.06 mmol, 34% bezogen auf umgesetzten Ausgangsstoff 55).

Schmp. : amorph.
[0]2 : +26.6 (c = 1.2, MeOH).
EI-MS

(26), 57 (34).
IH-NMR (CDCl5) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

: m/z (%) = 562 (M*; 5), 547 (23), 417 (13), 359 (32), 351 (100), 239 (15), 99
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25-Methylcastasteron, (22 R,23R,245)-20,30,22,23-Tetrahydroxy-24,25-dimethyl-5 d-

cholestan-6-on (57)

22.5 mg (0.04 mmol) 56, gelost in 2 ml AcOH:H,O =
80:20, werden fur 1 h auf 50°C am Ruckflu® erwarmt
(DC CHCI3z:MeOH = 90:10; Ry = 0.27). Nach der

OH

//,"

OH

478.68 g/mol

Neutralisation mit K,COg wird wie fur 17 beschrieben HO,
aufgearbeitet und chromatographiert (CHCl3:MeOH = HO™
100:0 bis 90:10). o)
C29H5005
Ausbeute : 17 mg (0.036 mmol, 90% d. Th.).
Schmp. : 247-248°C (aus MeOH); Lit. [228] 251-253°C (aus MeOH).
[o]2 : +15.8 (¢ = 1.0, MeOH).
EI-MS . m/z (%) = 479 ((M+H]*; 1), 462 (3), 350 (100), 345 (52), 327 (60), 287 (22),

263 (18); 245 (12), 173 (19), 95 (32), 85 (28), 57 (40).

IH-NMR (CDCl5) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

25-Methylbrassinolid, (22 R,23R,245)-2d,30,22,23-Tetrahydroxy-24,25-di-methyl-B-

homo-6a-oxa-5 a-cholestan-6-on  (58)

Die  Darstellung der  Trifluorperessigsaure  mit
anschlielRender Baeyer-Villiger-Oxidation erfolgt fur 57 in
Analogie der Umsetzung von 17. Dazu werden 10 mg
(0.02 mmol) 57 in 1 ml CHCI3 geltst und in eine bei 0°C
geriihrte LOsung von Trifluorperessigsaure getropft.
Nach Erwarmen auf RT wird fur weitere 2 h gerthrt (DC
CHCI3:MeOH = 90:10; Rf = 0.20) und nach beendeter
Reaktion analog 17 aufgearbeitet.

HO,,

HOY o)
o

CogoH5006

OH

4,, v

OH

494.68 g/mol

Ausbeute : 8 mg (0.015 mmol, 75% d. Th.).

Schmp. : 268-270°C (aus MeOH); Lit. [228] 274-276°C (aus MeOH).

[0]Z : +65.7 (c= 1.0, MeOH).

EI-MS - m/z (%) = 495 ([M+H]*; 1), 476 (7), 380 (39), 379 (100), 361(59), 343 (45),

177 (35), 173 (22), 131 (23), 115 (27), 100 (53), 57 (62).

IH-NMR (CDCl5) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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4.6. Synthese von TS303 und seinen Isomeren
(22E,24 S)-20-(tert .-Butyldimethyl)silyloxy-3  d-hydroxy-24-ethyl-5 d-cholest-22-en-6-
on (59)
(22E,24 S)-2a-Hydroxy-3 a-(tert .-butyldimethyl)silyloxy-24-ethyl-5  d-cholest-22-en-6-
on (60)
2.2 g (5.0 mmol) werden in 100 ml Pyridin gel6st. Zu
dieser Losung werden 754 mg (10.0 mmol, 2 Aquiv.) tn, N
tert.-Butyldimethylchlorsilan und 122 mg (1.0 mmol, 0.2
Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin addiert. Danach wird fiir ROy,
24 h bei 60°C gerihrt, nochmals mit 566 mg (7.5 mmol, o 59
1.5 Aquiv.) tert.-Butyldimethylchlorsilan versetzt und HO o
weitere 12 h bei 60°C geriihrt (DC Hexan:EtOAc = 0:50; K
59 Rf = 0.36, 60 Rf = 0.46). Durch Einengen und
Chromatographieren werden die Monosilylether 59 und HO 60
60 erhalten (Hexan:EtOAc = 100:0 bis 90:10). RO
o}

R = 'BuMe,Si

C35Hg203Si 558.93 g/mol
59 - Ausbeute: 2.21 g (3.96 mmol, 79% d. Th.) 35623 g
EI-MS : m/z (%) = 543 ([M-15]*; 1); 501 ([M-C4Hg]*;100), 489 (12), 409 (8), 83 (28).

Schmp. : 180-181°C (aus EtOAc).

[0]2°:-25.6 (¢ = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v= 3563 (m), 3492 (m), 1704 (s), 1462 (s), 1376 (s), 1253 (s), 1158 (s),

1081 (m), 836 (s), 777 (S).

60 : Ausbeute: 302 mg (0.54 mmol, 11% d. Th.).
EI-MS

Schmp. :151-154°C (aus EtOACc).

. m/z (%) = 543 ([M-15]*; 3); 501 ([M-C4Hg]*;100), 483 (4), 409 (6), 83 (24).
[0]2:-28.5 (¢ = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=3549 (m), 1691 (s), 1461 (s), 1252 (s), 1075 (s), 835 (s), 778 (s).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22E,245)-20,3a-Dihydroxy-24-ethyl-5 a-cholest-22-en-6-on  (6)

1.7 g (3.56 mmol) 59 werden mit 600 ml Acetonitril und
200 ml 5% HF versetzt und fur 48 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Da der Umsatz nach dieser Zeit nicht vollstandig
war, wurde der Ansatz fir weitere 24 h bei 60°C geruhrt.
Danach wurde eingeengt und diastereomerenreines 6
durch Umkristallisieren aus Ethanol gewonnen.

Ausbeute :1.47 g (3.31 mmol, 93% d. Th.).
Analytische Daten vgl. 6 unter 4.2.

HO,,
HOW

o)
CogHyg03

4, ",

444.67 g/mol
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(22R,23R,245)-2a,30a-Dihydroxy-22,23-epoxy-24-ethyl-B-homo-6a-oxa-5 a-cholestan-
6-on (61) und das (5a-oxa)-Isolacton 62;
(22S5,235,245)-2a,30-Dihydroxy-22,23-epoxy-24-ethyl-B-homo-6a-oxa-5 d-cholestan-
6-on (63) und das (5a-oxa)-Isolacton 64

500 mg (1.12 mmol) 6 in 60 ml CHCI3 werden nach der
allgemeinen Arbeitsvorschrift fir die Baeyer-Villiger- 9
Oxidation (vgl. 18) mit 1.25 ml 30%-iger H>O»-LOsung
und 7.65 ml Trifluoressigsaureanhydrid flr 2 h geruhrt. HOw,
Danach wird analog 18 aufgearbeitet (DC CHCl3:MeOH
= 95:5; Rf= 0.31). Das Chromatographieren mit einem
Gradienten von CHCI3:MeOH = 100:0 bis 98:2 liefert das
Produktgemisch aus 62, 61, 64 und 63 im Verhaltnis von
1:3.8:1.2:5.4 (bestimmt nach Flache in der HPLC). Die
Trennung der Epimeren erfolgt durch HPLC.

C29H4805 476.67 g/mol

Ausbeute : 426 mg Gemisch (0.89 mmol, 79% d. Th.).

Analytische HPLC: LiCrospher 100 RP 18, MeCN:H,O = 55:45, R; = 62: 9.22 min, 61:
10.25 min, 64: 10.71 min, 63: 11.72 min; YMC ODS, MeCN:H,0 = 75:25,
R¢=62:9.28 min, 61: 9.98 min, 64: 10.34 min, 63: 10.96 min.

Praperative HPLC: LiCrospher 100 RP 18, 250x10 mm MeCN:H,0 = 55:45; YMC ODS,
250x20, MeCN:H,0O = 70:30.

61 : Schmp.: 172-175°C (aus CHClg).  [a]%: +47.5 (c = 1.0, MeOH).
IR (Nujol) : v =3392 (w), 2954 (s), 2851 (s), 1718 (m), 1458 (s), 1378 (s), 721 (m).
uv : Amax (19 €) = 225 nm (0.4), 280nm (0.08).

EI-MS : m/z (%) = 476 (M*; 5); 447 (6), 391 (100), 347 (28), 319 (17), 189 (18).
HR-MS . m/z = 476.3482 (berechnet fiir CogHg05 476.3502), 391.2488 (berechnet
flr Co3H3505 391.2484), 319.1911 (berechnet fiir C1gH4704 319.1904).

62 : Schmp.: 85-87°C (aus CHClg). [0]%: +33.7 (¢ = 1.1, MeOH).

uv : Amax (19 €) = 220 nm (0.75), 283 (0.1).

EI-MS : m/z (%) = 476 (M*; 3); 447 (5), 391 (100), 347 (22), 329 (18), 319 (17).

HR-MS . m/z = 476.3495 (berechnet fiir CogHg05 476.3502), 447.3122 (berechnet
flr Co7H4305 447.3110), 391.2505 (berechnet fur Co3H3505 391.2484).

63 : Schmp.: 217-219°C (aus CHClg).  [0]Z’: +13.4 (¢ = 1.1 MeOH).
IR (Nujol) : v=3394 (s), 1728 (s), 1463 (s), 1378 (m), 1182 (m) 1061 (m), 1025 (m).
uv : Amax (I9 €) = 220 nm (0.32), 283 (0.03).

EI-MS : m/z (%) = 476 (MT; 4); 447 (6), 391 (100), 347 (27), 319 (14), 189 (18).
HR-MS  : m/z = 476.3519 (berechnet fir CogHg05 476.3502), 391.2473 (berechnet
far Co3H3505 391.2484), 319.1922 (berechnet fur C1gH>70,4 319.1904).
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64 : Schmp.: 187-190°C (aus CHCl3).  [0]%: +19.1 (c = 1.0, MeOH).

uv . Amax (19 €) = 220 nm (1.6), 282 (0.35).

EI-MS : m/z (%) = 476 (MT; 5); 447 (7), 391 (100), 347 (18), 319 (22).

HR-MS  : m/z = 476.3501 (berechnet fir CogHg05 476.3502), 391.2491 (berechnet
far Co3H3505 391.2484), 319.1936 (berechnet fur C1gH>70,4 319.1904).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.

(22R,23R,245)-2a,3a-Dipropionyloxy-22,23-epoxy-24-ethyl-B-homo-6a-oxa-5 d-
cholestan-6-on  (65);
(225,235,245)-2a,30-Dipropionyloxy-22,23-epoxy-24-ethyl-B-homo-6a-oxa-5  a-
cholestan-6-on  (66)

50 mg (0.1 mmol) 65 bzw. 66 werden in 2 ml abs. Pyridin
geldst und mit 2 ml abs. Propionsédureanhydrid bei RT 9
uber Nacht gerihrt. (DC CHCIl3:MeOH = 95:5; R¢ = 0.80;
Hexan:EtOAc = 60:40; Ry = 0.57). Danach wird mit POy,

Toluol  versetzt, einrotiert und an  Kieselgel 65
chromatographiert (Hexan:EtOAc = 95:5 bis 70:30).

65 : Ausbeute: 57 mg ( 0.097 mmol, 97% d. Th.). CagHsgO7  588.79 g/mol

Schmp. : 141-144°C (aus CHCI3).

[0]2 : +16.3 (¢ = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=23418 (w), 2359 (w), 1731 (s), 1716 (s), 1463 (s), 1376 (s), 1185 (m), 906
(m), 877 (m).

uv : Amax (Ig €) = 205 nm (1.7), 248 nm (0.5), 282 (0.8).

EI-MS : m/z (%) = 588 (M*; 6); 559 (6), 503 (100), 459 (17), 431 (11), 311 (18).
HR-MS  : m/z = 588.4091 (berechnet fir C35H5507 588.4026), 559.3645 (berechnet
far C33Hg5107 559.3635), 503.3045 (berechnet fur C3gH,307 503.3009).

66 : Ausbeute: 56 mg ( 0.95 mmol, 95% d. Th.).

Schmp. : 139-142°C (aus CHClg). [0]%: +5.8 (¢ = 1.0, MeOH).

IR (Nujol) : v=3387 (w), 1714 (s), 1558 (s), 1377 (s), 721 (m).

uv . Amax (19 €) = 205 nm (2.5), 249 nm (0.8), 282 (1.12).

EI-MS . m/z (%) = 588 (M, 4); 559 (5), 503 (100), 459 (18), 431 (12), 311 (21).

HR-MS  : m/z = 588.4021 (berechnet fir C35H507 588.4026), 559.3712 (berechnet
far C33Hg5107 559.3635), 503.2978 (berechnet fur CogH,307 503.3009).

IH-NMR/13C-NMR (CDCls) : vgl. NMR-Tabellen im Anhang.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befal3t sich mit der Synthese von 25-Hydroxycastasteron (33) und
weiteren bisher nicht bekannten Brassinosteroiden bzw. Brassinosteroid-Analoga.

Ausgehend von Stigmasterol (1), wurde in einem ersten Teil die Uber acht Stufen
verlaufende Synthese des 22-Aldehydes 9 mit praformierten Brassinosteroid-
Strukturmerkmalen im A/B-Ring nach bekanntem Verfahren durchgefuhrt. Von diesem
Steroid aus erfolgt der Seitenkettenaufbau zum 25-Hydroxycastasteron (33) mit

unterschiedlichen Strategien.
OH
CHO “u,,
oy | OH
HOu,
——
— ]
HOY

(0]

Stigmasterol (1) 22-Aldehyd 9 25-Hydroxycastasteron (33)

In einem zweiten Teil wird der Seitenkettenaufbau der Brassinosteroide Castasteron (17)
und Brassinolid (18) nach einem modifiziertem Verfahren beschrieben. Diese
Brassinosteroide werden im folgenden als Referenzverbindungen und Ausgangsstoffe fir
weitere Synthesen bendttigt. Der Seitenkettenaufbau erfolgte durch die Kopplung von
lithiiertem terminalen Alkin [3-Methyl-but-1-in  (MB)] mit dem 22-Aldehyd 9 und
anschlieRende Funktionalisierung der Seitenkette. Hierzu wurde durch Oxidation des
entstandenen Gemisches aus (22R)- und (22S)-Propargylalkohol, selektive Reduktion
des 22-Ketons, partielle cis-Hydrierung der 23(24)-Dreifachbindung, stereoselektive
Epoxidation der entstehenden 23(24)-Doppelbindung und alkylierende Epoxidoffnung die
gewiinschte  Seitenkette  mit  (22R,23R,245)-22,23-Dihydroxy-24-methyl-Struktur
synthetisiert. Nach Abspalten der Schutzgruppen im A/B-Ringsystem wurde Castasteron
(17) und aus diesem durch Baeyer-Villiger-Oxidation Brassinolid (18) erhalten.

Die Synthese von 25-Hydroxycastasteron (33) durch Seitenkettenaufbau sollte analog der
fir Castasteron (17) vorgestellten Variante erfolgen. Fur die Einfihrung der 25-
Hydroxygruppe wird jedoch das entsprechend modifizierte Seitenkettensynthon 3-
(Tetrahydropyran-2'-yloxy)-3-methyl-but-1-in (MBOT) eingesetzt. Durch die Verwendung
des THP-Ethers wurde bei der alkylierenden Epoxiddffnung mit Trimethylaluminium und
n-Butyllithium ein neues Castasteron-Derivat 26 mit einem 24(25)-anneliertem
Dioxonanring erhalten. Von besonderem Interesse ist, dal3 nur eins der beiden C-2'
Isomeren, und zwar Verbindung 24a, die geeignete sterische Anordnung fir diese
Reaktion aufweist. Diese besteht wahrscheinlich in einer unterschiedlichen r&umlichen
Fixierung des Tetrahydropyranylringes Uber eine intramolekulare Wasserstoffbriicke.
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OH O
4, s

o 10" CHs
H Ol,, H O/I,
H O\\‘ H O\“
0]
Castasteron-Dioxonan-Derivat 26 25-Hydroxy-23-epidolichosteron (40)

In einer weiteren Reaktionsfolge wurde an Stelle der THP-Schutzgruppe die
Hydroxyfunktion des Seitenkettensynthons als Benzylether geschitzt. Nach der
Verknipfung von Aldehyd 9 und Synthon 3-Benzyloxy-3-methyl-but-1-in (MBOB) und
analoger Seitenkettenfunktionalisierung konnte bei der alkylierenden Epoxidéffnung die
gewunschte Seitenkettenstruktur und nach Abspaltung der Schutzgruppen im A/B-Ring-
system erstmals 25-Hydroxycastasteron (33) synthetisiert werden.

Weiterhin wurde fir die Synthese von 25-Hydroxycastasteron (33) folgende neue Strate-
gie des Seitenkettenaufbaus untersucht: Ausgehend vom Alkin 20 mit Dreifachbindung in
23(24)-Position wurde durch Propargylumlagerung das Allen 34 mit 23,24-Dienstruktur
synthetisiert. Zum Aufbau der gewinschten Seitenkette mit 22,23-Diol-Struktur und
zusatzlicher 25-Hydroxyfunktion, wurden nachfolgend die Positionen 23, 24 und 25 durch
Bisepoxidation und Hydrolyse zum a,a'-Dihydroxy-24-keton 36 funktionalisiert. Nach
Olefinierung der 24-Carbonylfunktion mit dem Tebbe-Reagenz (oder nach Silylierung der
23-Position durch Wittig-Reaktion) lieferte diese Methode 25-Hydroxy-23-epidolichosteron
(40) als ein weiteres neuartiges Brassinosteroid. Bei der anschlieRenden Hydrierung der
24(28)-Methylengruppe wurde daher 25-Hydroxy-23-epicastasteron (42a) und 25-
Hydroxy-23,24-diepicastasteron (42b) mit (22R,23S)-Konfiguration gewonnen.

In einer weiteren Synthese wurde 25-Hydroxycastasteron (33) aus Castasteron (17)
durch regioselektive Oxyfunktionalisierung mit Methyl(trifluormethyl)dioxiran (TFD)
gewonnen. Dazu wurde Castasterontetraacetat (43) mit TFD umgesetzt, wobei neben 25-
Hydroxycastasterontetraacetat (44) auch das bisher nicht bekannte 14a,25-
Dihydroxycastasterontetraacetat (45) entstand. Nach Verseifung der Acetylgruppen
lieferte diese Synthese daher nicht nur 25-Hydroxycastasteron (33), sondern in
Abhangigkeit von der eingesetzten TFD-Menge auch 14a,25-Dihydroxycastasteron (46).
Nach dieser Methode wurde auch das bereits bekannte 25-Hydroxybrassinolid (50) aus
Brassinolid (18) fur weitere biologische Untersuchungen synthetisiert. Dabei konnte auch
das bisher nicht ausreichend beschriebene Isolactontetraacetat (48) vollstandig
charakterisiert werden.

Weiterhin wurden in dieser Arbeit die bekannten Brassinosteroide 25-Methylcastasteron
(57) und 25-Methylbrassinolid (58) erstmals uUber Seitenkettenaufbau in Analogie zur
durchgefiihrten Synthese von Brassinolid (18) dargestellt. Durch den Vergleich der
Intermediate dieser Reaktionsfolge mit den in der 25-Position unsubstituierten bzw.
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hydroxylierten und geschitzten Vertretern wurde beobachtet, dal} die zusatzliche 25-
Methylgruppe die Reaktivitat bei der alkylierenden Epoxidoffnung stéarker herabsetzt als
die Substitution der 25-Position durch einen Benzylether.

OH OH
l/,l' I/,"
OH OH OH OH
HOy, = HOy,
OH
HOY HOY 0
@) @)
14a,25-Dihydroxycastasteron (46) 25-Hydroxybrassinolid (50)

Der Reis-Lamina-Inklinationstest der Zielverbindungen und weiterer Brassinosteroide
zeigte, dal3 25-Hydroxycastasteron (33) und 25-Hydroxybrassinolid (50) phytohormonal
stark wirksame Brassinosteroide sind, obwohl ihre Bioaktivitat die von Castasteron (17)
bzw. Brassinolid (18) nicht erreicht. Damit fuhrt die zusétzliche 25-Hydroxylierung im
Reis-Lamina-Inklinationstest weder zu einer Erhéhung noch zu einem drastischen Abfall
der Bioaktivitat. Die Klarung der Fragestellung, ob die 25-Hydroxylierung den finalen
Aktivierungs- oder einen ersten Deaktivierungsschritt darstellt, muf3 weiteren biologischen
Arbeiten vorbehalten bleiben.

Fur biologische Prifungen von Interesse ist das in einem weiteren Teil beschriebene
Brassinosteroid-Analogon TS303 65. Hierbei wurden auch die bisher nicht beschriebenen
isomeren Verbindungen 59-64 und 66 abgetrennt und analysiert. Nach der Synthese und
Reinigung wurde die Bioaktivitat dieser strukturell &hnlichen 2a,3a-Dihydroxy-Lactone 61,
63, 65 und 66 (22,23-Epoxy-lsomere mit und ohne veresterter Diolfunktion im A-Ring) im
RLI- und im AraMH-Test untersucht. Dadurch konnten diese beiden Biotestsyteme
erstmals miteinander verglichen werden. Eine Bioaktivitat der Epoxiden 61 und 63 ist in
beiden Testsystemen erst im mikromolaren Bereich mefRbar. Deutlich erkennbar ist auch
der Aktivitatsverlust, wenn die Konfiguration vom (22R,23R)- 61 zum (22S,23S)-Epoxid
63 wechselt. Die Epoxide 65 und 66 mit veresterter Diolfunktion im A-Ring sind weder im
RLI- noch im AraMH-Test bioaktiv. Die beste Ubereinstimmung wurde zwischen Reis und
Arabidopsis-Wildtyp beobachtet. Bei den Mutanten ist die biologische Aktivitat starker
ausgepragt, da diese durch den Brassinosteroid-Mangel wesentlich sensitiver reagieren.

Zur Stofftrennung wurde “flash"-Saulenchromatographie an Kieselgel und praparative
HPLC eingesetzt, aber auch GC-MS und LC-MS wurden angewendet. Die Strukturen der
neu dargestellten Verbindungen wurden insbesondere mit Massenspektrometrie und 1H-
/13C-NMR unter Anwendung von ein- und zweidimensionalen Techniken aufgeklart und
durch weitere Daten aus IR- und UV-Spektroskopie charakterisiert.

Entsprechend der Zielstellung wurden mit diesen Arbeiten die stofflichen Voraussetzun-
gen sowohl fur weiterfihrende biologische und molekularbiologische Untersuchungen als
auch fur anwendungsorientierte Experimente geschaffen.
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Anhang

NMR-Tabellen

Numerierung von Substituenten und Schutzgruppen
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Anhang

Tabelle 3. Ausgewahite 1H NMR-Daten der Verbindungen 1, 2, 3, 4 und 5 (in CDCly).

1 2 3 4 5
Position 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz)

2 n.z. n.z. n.z. n.z. 5.69

3 3.54 4.32 n.z. n.z. 5.60

4 n.z. n.z. 40:0.29 dd n.z. n.z.

(8.1/4.9)
4B: 0.52 t (4.1)
6 5.35d(5.1) 5.30 brd (5.1) 3.26t(2.7) n.z. n.z.
7 n.z. n.z. n.z. 2.44 1H n.z.
18 0.68s 0.68s 0.68s 0.74 s 0.69s
19 101s 0.97 s 1.06s 101s 0.71s
21 1.02d (6.6) 1.01d (6.6) 1.02d (6.6) 1.03d (6.6) 1.03d (6.6)
22d 5.15 dd 5.14 dd 5.16 dd 5.16 dd 5.16 dd
(15.1/8.5) (15.1/8.5) (15.1/8.5) (15.1/8.3) (15.3/8.4)
234d 5.00 dd 5.00 dd 5.01 dd 5.03 dd 5.02 dd
(15.1/8.5) (15.1/8.5) (15.1/8.5) (15.1/8.8) (15.1/8.5)
26 4 0.85d (6.9) 0.84d (6.9) 0.85d (6.4) 0.85d (6.4) 0.84d (6.4)
274 0.79d (6.1) 0.79d (6.1) 0.80d (6.6) 0.80d (6.1) 0.79d (6.3)
29 0.801(7.3) 0.801(7.3) 0.811t(7.3) 0.811(7.3) 0.801(7.3)
2"/6" - 7.80d (8.3) - - -
3"/5" - 7.33d(8.1) - - -
7" - 2.45s - - -
Tabelle 4. Ausgewahlte 1H NMR-Daten der Verbindungen 6, 7, 8 und 9 (in CDCly).
6 7 8 9
Position 9, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 9, J (Hz)

2 3.77 4.10 4.10m 4.11

3 4.05brs 4.28 4.27 m 4.27

5a 2.68 dd (12.5/4.0) 2.54 dd (12.8/4.0) 1.80m n.z.

7 7B: 2.30 dd 7B:2.32dd 1.75dd (13.1/3.7) n.z.

(13.1/4.6) (13.1/4.2) 1.01

18 0.67 s 0.67 s 0.68 s 0.71s

19 0.76 s 0.68 s 0.84s 0.84s

21 1.02d (6.7) 1.02d (6.7) 1.01d (6.7) 1.12d (6.9)

22 5.14 dd (15.1/8.7) 5.14dd (15.0/8.5) 5.14 dd (15.1/8.7) 9.56 d (3.3)

23 5.01dd (15.1/8.7) 5.02dd (15.1/8.7) 5.01 dd (15.3/8.8) -

264 0.84d (6.4) 0.84d (6.4) 0.84d (6.7) -
274 0.79d (6.4) 0.79d (6.7) 0.79d (7.3) -

29 0.801t(7.3) 0.80t(7.3) 0.80t(7.5) -
Isopr.2 b - 150s 1.48's 1.48 s
Isopr.3 b - 1.34s 1.33s 1.33s
Ethyl.1 € - - 3.96/3.91 3.92/3.92
Ethyl.2 € - - 3.91/3.74 3.92/3.76

- - - 2.35 1H

Weitere 1H NMR-Daten fiir Verbindung 9 €: 1: 1.91/1.05, 4: 2.15 m/1.80 m, 8: 1.51, 9: 0.76, 11:

1.53/1.30, 12: 1.97 m/1.15, 14: 1.03, 15: 1.51/1.03, 16: 1.69 m/1.23, 17: 1.14, 20: 2.02 m.

4 Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.
b Methylgruppen der Isopropylidendioxygruppe sind vertauschbar.
¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar.

d Protonen sind vertauschbar.
€ Daten ohne Multiplettspezifikation sind Verschiebungen von HSQC Korrelationspeaks.
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Tabelle 5. Ausgewahite 1H NMR-Daten der Verbindungen 11, 12, 13, 14 und 15a (in CDCly).

11 12 13 14 15a
Position 9, J (Hz) 9, J (Hz) 9, J (Hz) 9, J (Hz) 9, J (Hz)
2 4.10 4.10 4.10 4.10 4.11
3 4.27 4.27 4.27 4.27 4.27
18 0.68 s 0.69s 0.69s 0.67s 0.68s
19 0.84 s 0.84s 0.84s 0.84 s 0.84s
21 1.09 d (6.6) 1.02 d (6.6) 1.20 d (6.6) 0.95d (6.3) 0.98 d (6.6)
22 4.44 brs 4.40 br s - 454 d (7.4) 3.60 br d (5.8)
23 - - - 5.411t(7.7) 3.06 dd
(6.3/4.4)
24 - - - 5.241(10.3) 2.67 dd
(9.6/4.4)
26 @ 1.16 d (6.9) 1.17 d (6.9) 1.24 d (6.9) 0.97d (5.7) 1.09 d (6.3)
272 1.16 d (6.9) 1.17 d (6.9) 1.24 d (6.9) 0.96 d (3.0) 1.06 d (6.0)
Isopr.2 b 1.48's 1.47 s 1.48 s 1.48's 1.48's
Isopr.3 b 1.33s 1.33s 1.33s 1.32s 1.32s
Ethyl.1 ¢ 3.92/3.92 3.92/3.92 3.91/3.91 3.92/3.92 3.92/3.92
Ethyl.2 ¢ 3.92/3.75 3.92/3.76 3.91/3.76 3.92/3.76 3.92/3.76
- - 2.73 1H - -
2.58 1H 2.58 1H 2.51 1H 2.58 1H -
- - 2.16 1H - -

Tabelle 6. Ausgewahlte 1H NMR-Daten der Verbindungen 15b, 16, 17, 18 und 19 (in CDClg).

15b 16 17 18 19
Position 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz)
2 4.11 4.10 3.77 3.72 3.70
3 4.27 4.27 4.05d (2.8) 4.03brs 3.99 brs
5a - - 2.69 dd 3.12dd 4.62 dd
(12.5/3.0) (12.2/4.3) (11.3/5.2)
7 - - 7B:(2.30dd 4.09/4.09 2.48/2.48
(13.1/4.6)
18 0.67 s 0.68 s 0.69 s 0.72s 0.71s
19 0.84s 0.84s 0.76 s 0.93s 0.93s
21 0.96d (7.2) 0.90d (6.0) 0.91d (6.7) 0.90d (6.7) 0.88d (6.7)
22 3.62 brs 3.55d (8.2) 3.56 d (8.5) 3.54d (6.7) 3.53d(8.2)
23 2.63 dd 3.72d(8.2) 3.72d (7.0) 3.72dd 3.70d (7.3)
(7.0/2.3) (8.6/1.8)
24 2.831t(2.7) - - - -
26 4 1.02 d (6.6) 0.97d (6.3) 0.97d (6.7) 0.97d (6.7) 0.95d (8.8)
27 4 1.01d (6.3) 0.95d (6.6) 0.95d (6.7) 0.95d (6.7) 0.94d (8.5)
28 - 0.85d (7.0) 0.85d (7.0) 0.85d (6.2) 0.84d (6.7)
Isopr.2 b 1.48s 1.48s - - -
Isopr.3 b 1.33s 1.33s - - -
Ethyl.1 ¢ 3.92/3.92 3.93/3.93 - - -
Ethyl.2 ¢ 3.92/3.75 3.93/3.76 - - -

a Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.

b Methylgruppen der Isopropylidendioxygruppe sind vertauschbar.

¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar.
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Tabelle 7. 1H NMR-Daten der Verbindungen 20, 21, 22, 23a und 23b (in CDCls3).

209 219 22d 23a 23b
Position 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz)
1 1.91/1.06 1.92/1.05 1.91/1.05 n.z. n.z.
2 4.10 ddd 410 m 4.10 4.10 4.10
(10.8/6.8/5.1)
3 427 m 428 m 4.28 4.27 4.27
4 2.15/1.80 2.15/1.80 2.15/1.80 2.15/n.z. 2.11/n.z.
5a 1.80 1.80 1.81 n.z. n.z.
7 1.75/1.02 1.75/1.02 1.75/1.03 n.z. n.z.
8 1.51 1.51 1.52 n.z. n.z.
9 0.78 ddd 0.77 0.79 n.z. n.z.
(12.1/10.8/4.1)
11 1.55/1.30 1.54/1.31 1.56/1.32 n.z. n.z.
12 1.95/1.17 2.00/1.16 1.94/1.24 n.z. n.z.
14 1.09 1.04 1.09 n.z. n.z.
15 1.60/1.09 1.58/1.09 1.59/1.10 n.z. n.z.
16 1.89/1.35 1.80/1.30 1.78/1.26 1.95/1.37 1.98/1.34
17 1.47 1.24 1.63 1.55 1.59
18 0.68 s 0.69 s 0.70 0.67 0.67
19 0.84s 0.84s 0.84 0.84 0.83
20 1.59 1.74 2.53m 1.47 141
21 1.10d (6.8) 1.04d (6.7) 1.22.d (6.6) 0.96 d (6.6) 0.99 d (6.7)
22 4.48brs 4.45 d (3.6) - 4.70 brs 4.73 brd (7.5)
(0y2=8.5) [4.95 d (7.2)]€
[4.89 br s
(812=12.0)]¢
23 - - - 5.46 5.56 dd
[5.52 dd (12.2/7.5)
(12.5/6.1)]€ [5.70 dd
(12.3/7.2)]8
24 - - - 5.46 5.43 dd
[5.36 dd (12.2/0.8)
(12.5/1.4)]¢ [5.33 dd
(12.3/1.2)]¢
26 4 1.52s 1.53s 1.59s 1.42s 1.40s
274 1.48s 1.49s 155s 141s 1.38s
Isopr.2 b 1.48 s 1.47 s 1.48 s 1.48 s 1.48 s
Isopr.3 b 1.33s 1.33s 1.33s 1.33s 1.33s
Ethyl.1 € 3.95/3.90 3.95/3.90 3.95/3.90 3.93/3.93 3.94/3.94
Ethyl.2 € 3.90/3.75 3.91/3.74 3.90/3.74 3.93/3.74 3.94/3.74
2 5.03m 5.02m 5.00m 4.83m 476 m
3 1.70/1.53 1.69/1.52 1.72/1.54 1.72/1.56 1.70/1.55
4 1.84/1.52 1.84/1.52 1.85/1.54 1.85/1.53 1.85/1.54
5 1.52/1.52 1.52/1.52 1.54/1.54 1.52/1.52 1.51/1.51
6 3.95/3.49 3.95/3.48 3.95/3.50 3.94/3.47 3.96/3.47

4 Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.

b Methylgruppen der Isopropylidendioxygruppe sind vertauschbar.
¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar.

d 1H-Daten ohne Multiplettspezifikation sind Verschiebungen von HSQC Korrelationspeaks.

€1n C6D6
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Tabelle 8. 1H NMR-Daten der Verbindungen 24a, 24b, 25 und 26 (in CDCly).

24a 24b 25 26
Position 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz)
1 n.z. n.z. n.z. 1.75/1.55
2 4.10 4.10 4.10 3.76 ddd
(11.6/4.5/2.9)
3 4.27 4.27 4.27 4.05 ddd
(2.9/2.9/2.9)
4 2.16/n.z. 2.16/n.z. 2.16/n.z. 1.91/1.71
5a n.z. n.z. n.z. 2.69 dd (12.6/3.0)
7 n.z. n.z. n.z. 2.30 dd (13.2/4.6)
2.01dd (13.2/13.2)
8 n.z. n.z. n.z. 1.77
9 n.z. n.z. n.z. 1.40
11 n.z. n.z. n.z. 1.66/1.32
12 n.z. n.z. n.z. 2.02/1.31
14 n.z. n.z. n.z. 1.33
15 n.z. n.z. n.z. 1.56/1.09
16 1.89/1.27 1.87/1.39 1.97/1.19 1.99/1.21
17 1.60 1.57 1.63 1.69
18 0.68 0.68 0.66 s 0.66 s
19 0.84 0.84 0.84s 0.76 s
20 1.54 1.64m 1.50 1.51
21 1.08 d (6.5) 1.07 d (6.5) 0.92 d (6.6) 0.93d (6.7)
22 3.99 brd (6.1) 4.15 br d (6.2) 3.40 br d (8.8) 3.41d(8.8)
23 2.97 dd (6.1/4.3) 2.99 dd (6.2/4.4) 3.32 dd (8.8/8.8) 3.33 dd (8.8/8.8)
24 2.91d (4.3) 2.89d (4.4) 3.23s 3.22s
26 4 1.42s 1.45s 1.32s 1.32s
274 1.33s 1.36s 1.15s 1.15s
Isopr.2 b 1.48s 1.48s 1.48s -
Isopr.3 b 1.33s 1.33s 1.33s -
Ethyl.1 € 3.92/3.92 3.93/3.93 3.92/3.92 -
Ethyl.2 € 3.92/3.76 3.93/3.75 3.92/3.76 -
2 4.86m 4.82m 423 m 4.23 ddq
(14.9/3.1/6.1)
3 1.67/1.51 1.69/1.49 1.52/1.52 1.52/1.52
4 1.81/1.51 1.81/1.53 1.74/1.63 1.73/1.64
5 1.50/1.50 1.48/1.48 1.84/1.53 1.84/1.53
6’ 3.95/3.46 3.90/3.45 4.02m/3.43 m 4.03m/3.41m
2’-Me - - 1.11.d (6.2) 1.11d(6.1)

a Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.

b Methylgruppen der Isopropylidendioxygruppe sind vertauschbar.
¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar.
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Tabelle 9. Ausgewahlte 1H NMR-Daten der Verbindungen 27, 28, 29 und 30 (in CDCly).

27 28 29 30
Position 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz)
2 4.10 4.10 4.10 4.09
3 4.27 4.28 4.27 4.27
4 40:2.16 40: 2.16 40: 2.16 4a: 2.15
18 0.68 s 0.67s 0.67s 0.62s
19 0.83s 0.82s 0.83s 0.82s
21 1.10d (6.9) 1.04 d (6.6) 1.22d (6.9) 0.92 d (6.0)
22 4.49 d (1.6) 4.47 d (3.6) - 4.59d (3.8)
23 - - - 5.49
24 - - - 5.49
26 4 154s 155s 161s 148 s
274 154s 155s 161s 144 s
Isopr.2 b 1.48 s 1.49 s 1.49 s 1.48 s
Isopr.3 b 1.33s 1.34s 1.33s 1.32s
Ethyl.1 ¢ 3.92/3.92 3.92/3.92 3.92/3.92 3.92/3.92
Ethyl.2 € 3.92/3.74 3.92/3.75 3.92/3.75 3.92/3.75
1° 462s 4.64 d (0.9) 4.65s 4.49
3°-7° 7.32 7.32 7.31 7.30
- - 252 1H -
Tabelle 10. Ausgewahlte 1H NMR-Daten der Verbindungen 31, 32 und 33 (in CDCly).
31 32 334de
Position 9, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz)
2 4.11 4.10 3.69m
3 4.27 4.28 3.98 m
4 40: 2.15 2.15/1.80 4a: 1.85; 4p3: 1.58
18 0.62s 0.67 s 0.70 s
19 0.83s 0.84s 0.77 s
21 1.05d (6.6) 0.92 d (6.4) 0.91d (6.7)
22 3.95 3.58 3.55
23 2.99 4.10 4.04d (7.0)
24 2.99 n.z. 1.44
26 4 146s 145s 1.34s
27 4 137s 1.34s 1.24s
28 - 1.02 (6.9) 0.96 d (7.0)
Isopr.2 b 1.48 s 1.48's -
Isopr.3 b 1.32s 1.33s -
Ethyl.1 € 3.95/3.95 3.92/3.92 -
Ethyl.2 € 3.95/3.75 3.92/3.75 -
1" 4.55 4.46 -
3"-7" 7.30 7.31 -

Weitere 1H NMR-Daten fiir Verbindung 33 de: 1a: 1.56, 1B: 1.74, 5a: 2.71 dd (12.7/2.9), 7a: 2.05;
7B: 2.28 dd (13.1/4.6), 8: 1.81, 9: 1.43, 11a: 1.69, 11f: 1.46, 12a: 1.33, 12f3: 2.05, 14: 1.36, 15:
1.60/1.12, 16: 2.01/1.28, 17: 1.62, 20: 1.46.

a Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.

b Methylgruppen der Isopropylidendioxygruppe sind vertauschbar.

¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar.

d Daten ohne Multiplettspezifikation sind Verschiebungen von HSQC Korrelationspeaks.
€ Gemessen in CDCl3 :CD30D = 3:1.
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Tabelle 11. Ausgewahlte 1H NMR-Daten der Verbindungen 34, 35, 36, 36a und 37 (in CDCly).

34 35d 36 36a 37
Position 9, J (Hz) 9, J (Hz) 9, J (Hz) 9, J (Hz) 9, J (Hz)
2 410m 4.10m 4.10m 4.10m 410m
3 427 m 427 m 428 m 427 m 428 m
18 0.68 s 0.68 s 0.71s 0.68s 0.69s
19 0.84s 0.83s 0.84s 0.83s 0.84s
21 0.91d (6.6) 0.95d (6.6) 1.05d (6.6) 0.86 d (6.6) 1.00d (6.9)
22 4.21d (2.5) 3.84dd 3.86 4.11d (10.2)
(10.4/1.6)
23 5.02m 5.60-5.802Hm  4.20d (10.4) 3.92 4.20d (10.4)
24 - 5.60-5.80 2H m - - -
26 4 1.74d (2.2) 1.34s 1.30s 1.50 1.26s
274 1.73d (2.4) 1.25s 1.25s 1.09 1.23s
Isopr.2 b 1.48's 1.48 s 1.48 s 1.48 1.49 s
Isopr.3 b 1.33s 1.33s 1.33s 1.33 1.33s
Ethyl.1 ¢ 3.92 3.92 3.92 3.92 3.92
Ethyl.2 ¢ 3.92/3.76 3.93/3.75 3.92/3.75 3.92/3.75 3.93/3.75
2' - 4.88u.4.94 1H - - -
6' - 3.94/3.39 - - -
SiMe; - - - - 0.18
Tabelle 12. Ausgewahlte 1H NMR-Daten der Verbindungen 38, 39, 40 und 41 (in CDCly).
38 39 408t 41
Position 0, J (Hz) 9, J (Hz) 9, J (Hz) 9, J (Hz)
2 411 4.10 3.68 4.95
3 4.28 4.27 3.98 5.39
5a n.z. n.z. n.z. 2.32 dd (13.0/4.8)
18 0.67 s 0.69s 0.70 s 0.67s
19 0.84s 0.83s 0.77s 0.83s
21 0.95d (6.6) 0.95d (6.9) 0.85d (6.1) 0.94d (6.3)
22 3.60 3.59 4.46 brs 5.54 d (6.9/1.9)
23 4.30 4.35 4.04 3.91 dd (6.9/1.4)
26 4 1.32 1.33s 1.33s 1.34s
274 1.28 1.29s 1.34s 1.34s
28 4.95/4.90 5.11d (2.5) 5.16t(2.4) 5.09d (1.9)
4.96 d (2.5) 4.971(2.3) 4.99d (1.9)
Isopr.2 b 1.48s 1.48s - -
Isopr.3 b 1.33s 1.33s - -
Ethyl.1 ¢ 3.92/3.92 3.92/3.92 - -
Ethyl.2 ¢ 3.92/3.75 3.92/3.74 - -

SiMe; 0.18s - - -
OAc-Me - - - 1.99s
OAc-Me - - - 2.10s
OAc-Me - - - 2.12s

Weitere 1H NMR-Daten fiir Verbindung 40 ef 1a: 1.54, 1B: 1.73, 4: 1.84 m/1.70, 5a: 2.72 dd
(12.5/2.7), 7a: 2.04; 7B: 2.28 dd (13.1/4.6), 8: 1.80 m, 9: 1.41, 11a: 1.68, 11p3: 1.36, 12a: 1.30, 12f3:

2.04, 14: 1.36, 15: 1.59/1.12, 16: 2.00/1.39, 17: 1.56, 20: 1.57.

a Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung. b Methylgruppen der Isopropylidendioxy-
gruppe sind vertauschbar. ¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar. d OTHP-
Diastereomere erkennbar, aber nicht getrennt. € Daten ohne Multiplettspezifikation sind Verschie-
bungen von HSQC Korrelationspeaks. f Gemessen in CDCl3 :CD30D = 3:1.
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Tabelle 13. Ausgewahlte 1H NMR-Daten der Verbindungen 43, 44, 45 und 46 (in CDCly).

43 44 45 46b.c
Position 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz)
2 4.95 4.95 4.94 3.68m
3 5.38d (2.8) 5.38d (2.8) 5.38d (2.8) 3.99m
5a 2.57 2.57 2.60 2.71 dd (12.8/2.8)
7 7B:2.32 7B:2.32 7a:2.50 dd 70:2.16 dd
(12.5/12.5) (14.3/4.6); 7B: 2.28
dd (13.1/4.6)
18 0.70 s 0.70 s 0.82s 0.83s
19 0.83s 0.83s 0.84s 0.78 s
21 0.91d(6.9) 1.05d (7.1) 1.03 d (6.6) 0.88d (6.7)
22 5.16 d (8.8) 5.16 d (8.8) 5.15d (9.4) 3.57brd (8.2
23 5.33dd (9.1/1.4) 5.33 dd (9.1/1.4) 5.51d(9.4) 4.06 dd (8.5/1.4)
26 4 0.96 d (6.6) 1.21s 1.22s 1.35s
274 0.94 d (6.6) 1.16s 1.16s 1.24s
28 1.02d (6.9) 1.05d (7.1) 1.06d (7.1) 0.98d (7.0)
OAc-Me 2.09s 2.09s 2.08 s -
OAc-Me 2.03s 2.04 s 2.04 s -
OAc-Me 2.00s 2.00s 2.01s -
OAc-Me 2.00s 2.00s 2.00s -

Weitere 1H NMR-Daten fiir Verbindung 46 bc: 1a: 1.56, 1B: 1.74, 4a: 1.85 m; 43: 1.69, 8: 1.81, 9:
1.43, 11a: 1.69, 116: 1.46, 12: 1.33/2.05, 14: 1.36, 15: 1.60/1.12, 16: 2.01/1.28, 17: 1.62, 20: 1.46.

Tabelle 14. Ausgewahlte 1H NMR-Daten der Verbindungen 47, 48, 49 und 50 (in CDCly).

47 48 49 500.¢
Position 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz)
2 4.86 4.90 4.87 3.63m
3 5.36 brs 5.38brs 5.36 brs 3.96m
5a 3.00 dd (12.4/4.4) 4.47 2.99dd (12.4/4.7) 3.16 dd (12.4/4.4)
7 4.10/4.10 2.49/2.49 4.10/4.10 4,13 m/4.13 m
18 0.74 s 0.72s 0.73s 0.74 s
19 0.98 s 1.00s 0.98s 0.92s
21 0.91d(6.3) 0.91d (6.6) 1.04 d (6.6) 0.90d (6.7)
22 5.14 d (8.8) 5.15d (9.0) 5.12d (8.8) 3.54 dd (8.5/1.2)
23 5.33 dd (8.8/1.4) 5.32 dd (9.0/1.6) 5.49d (9.4) 4.04 dd (8.5/1.5)
26 4 0.96 d (6.6) 0.96 d (6.0) 1.21s 1.34s
27 4 0.94 d (6.6) 0.94d (6.3) 1.15s 1.24s
28 1.01d (6.9) 1.00 d (6.6) 1.05d (7.1) 0.96 d (7.0)
OAc-Me 2.11s 2.12s 2.11s -
OAc-Me 2.01s 2.01s 2.01s -
OAc-Me 2.00s 2.00s 2.00s -
OAc-Me 1.99s 2.00s 1.99s -

Weitere 1H NMR-Daten fur Verbindung 50 bc: 1q: 1.56, 1(3: 1.85, 4: 2.09 m/1.88, 8: 1.73, 9: 1.31,
1la: 1.80, 110: 1.42, 12: 2.00/1.26, 14: 1.23, 15: 1.70/1.25, 16: 1.99/1.32, 17: 1.59, 20: 1.46.

a Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.

b paten ohne Multiplettspezifikation sind Verschiebungen von HSQC Korrelationspeaks.

¢ Gemessen in CDCl3 :CD30D = 3:1.
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Tabelle 15. Ausgewahlte 1H NMR-Daten der Verbindungen 51, 52, 53 und 54 (in CDCly).

51 52 53 54
Position 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz)
2 4.10 4.10 4.10 4.11
3 4.27 4.26 4.26 4.27
18 0.68 s 0.68 s 0.69s 0.67 s
19 0.84s 0.84s 0.84s 0.84s
21 1.08 d (6.6) 1.01d (6.6) 1.20 d (6.9) 0.96 d (5.5)
22 4.43d (1.4) 4.38 d (3.6) - 476 d (7.7)
23 - - - 5.39
24 - - - 5.39
26 4@ 1.22s 1.21s 1.29s 1.13s
274 1.22s 1.21s 1.29s 1.13s
25-Me 1.22s 121s 1.29s 1.13s
Isopr.2 b 1.48 s 1.46 s 1.47 s 1.48 s
Isopr.3 b 1.33s 1.32s 1.33s 1.32s
Ethyl.1 € 3.91/3.91 3.91/3.91 3.91/3.91 3.92/3.92
Ethyl.2 € 3.91/3.75 3.91/3.74 3.91/3.75 3.92/3.75
- - 2.48 1H -

Tabelle 16. Ausgewahlte 1H NMR-Daten der Verbindungen 55, 56, 57 und 58 (in CDCly).

55 56 57 58
Position 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz)
2 4.11 4.10 3.77 ddd 3.72
(12.0/5.2/3.2)
3 4.27 4.27 4.05brs 4.03 brs
5a n.z. n.z. 2.69dd (12.7/3.0) 3.12 dd (12.2/4.3)
7 n.z. n.z. 7a: 2.30 dd 4.09/4.09
(13.2/4.8)
18 0.68 s 0.69 s 0.69 s 0.72s
19 0.84s 0.84s 0.76 s 0.93s
21 1.06 d (6.0) 0.95d (6.9) 0.91d (6.7) 0.90d (6.7)
22 3.84d (8.0) 3.48 dd (8.9/1.1) 3.48 dd (9.0/1.2) 3.48 dd (9.0/1.2)
23 3.03 3.78 dd (8.9/1.0) 3.77 dd (9.0/0.9) 3.77 dd (9.0/0.9)
24 2.8d (4.4) n.z. n.z. n.z.
26 4 1.02s 0.96 s 0.96 s 0.96 s
274 1.02s 0.96 s 0.96 s 0.96 s
28 - 0.85d (7.0) 0.86 d (6.9) 0.86 (7.1)
25-Me 1.02s 0.96 s 0.96 s 0.96 s
Isopr.2 b 1.48s 1.48s - -
Isopr.3 b 1.33s 1.33s - -
Ethyl.1 € 3.93/3.93 3.92/3.92 - -
Ethyl.2 € 3.93/3.76 3.92/3.75 - -

4 Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.

b Methylgruppen der Isopropylidendioxygruppe sind vertauschbar.
¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar.
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Tabelle 17. 1H NMR-Daten der Verbindungen 59, 60, 61 und 62 (in CDCly).

59 60 61 62
Position 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz)
1 n.z. n.z. 1.87/1.56 1.99/1.53
2 3.74 3.86 3.73 3.79
3 3.88 3.62 4.03 brs 4.04 brs
4 n.z. n.z. 2.14/1.96 2.19/1.90
5a 2.68dd (12.5/3.0) 1.41dd(13.3/3.8) 3.12dd (12.1/4.4) 4.60dd (11.3/5.2)
6 - - - -
7 7B3:2.28 dd 7B:2.31dd 4.09/4.09 2.49/2.49
(13.1/4.6) (13.3/4.4)
8 n.z. n.z. 1.73 1.67
9 n.z. n.z. 1.27 1.17
10 - - - -
11 n.z. n.z. 1.78/1.40 1.72/1.37
12 n.z. n.z. 2.00/1.20 1.87/1.20
13 - - - -
14 n.z. n.z. 1.14 1.19
15 n.z. n.z. 1.70/1.25 1.74/1.25
16 n.z. n.z. 1.95/1.41 1.95/1.36
17 n.z. n.z. 1.33 1.35
18 0.67 s 0.68 s 0.70 s 0.70 s
19 0.74 s 0.98 s 0.92s 0.94s
20 n.z. n.z. 1.34 1.35
21 1.02d (6.7) 1.02d (6.7) 1.02d (5.8) 1.01d (5.8)
22 5.14 dd (15.1/8.7) 5.14 dd (15.1/8.7) 2.50 ddd 2.49
(3.7/12.3/2.3)
23 5.02 dd (15.3/8.8) 5.02 dd (15.1/8.7) 2.74 dd (7.2/2.3) 2.74 dd (7.3/2.1)
24 n.z. n.z. 0.98 0.98
25 n.z. n.z. 1.82 1.83
26 4 0.84d (6.4) 0.84 d (6.4) 0.93d (7.0) 0.93d (7.3)
27 4 0.79d (6.4) 0.79d (6.4) 0.93d (7.0) 0.93d (7.3)
28 n.z. n.z. 1.44/1.38 1.44/1.38
29 0.801(7.3) 0.801(7.3) 0.96 1 (7.5) 0.96 1 (7.5)
Si-Me, 0.08 s 0.06s/0.08 s - -
‘Bu-Me; 0.90s 0.89s - -
OH 2.45d (1.8) 2.62d (1.8) - -

a Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.
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Tabelle 18. 1H NMR-Daten der Verbindungen 63, 64, 65 und 66 (in CDCly).

63 64 65 66
Position 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz) 0, J (Hz)
1 1.86/1.55 1.94/1.53 1.91/1.62 1.92/1.61
2 3.73 3.79 4.90 4.89
3 4.03 brs 4.04 brs 5.39 brs 5.39 brs
4 2.14/1.96 2.17/1.89 2.32/1.92 2.31/1.90
5a 3.11dd (12.2/4.3) 4.60dd (11.3/5.2) 3.00dd (12.2/4.3) 3.00 dd (12.2/4.3)
6 - - - -
7 4.09/4.09 2.50/2.45 4.14/4.06 4.14/4.06
8 1.72 1.67 1.76 1.74
9 1.27 1.18 1.28 1.27
10 - - - -
11 1.78/1.40 1.72/1.38 1.74/1.42 1.73/1.41
12 1.96/1.22 1.89/1.21 2.00/1.21 1.97/1.21
13 - - - -
14 1.13 1.20 1.18 1.18
15 1.69/1.25 1.73/1.24 1.70/1.26 1.68/1.25
16 1.97/1.66 1.96/1.64 1.97/1.42 1.97/1.67
17 1.34 1.36 1.37 1.33
18 0.69s 0.68 s 0.71s 0.70 s
19 0.92s 0.95s 0.99s 0.99s
20 1.27 1.27 1.39 1.26
21 1.01d (6.7) 1.00d (6.7) 1.00d (8.2) 1.02d (6.7)
22 2.50 2.49 2.51 dd (6.3/2.0) 2.49
23 2.49 2.49 2.74 dd (7.3/2.1) 2.50
24 0.84 0.84 0.96 0.83
25 1.86 1.87 1.82 1.88
26 4 0.95d (7.0) 0.94 d (7.6) 0.93d (6.7) 0.95d (7.9)
27 4 0.94d (6.7) 0.94d (7.6) 0.93d (6.7) 0.95d (6.4)
28 1.41/1.30 1.40/1.31 1.44/1.38 1.40/1.30
29 0.921(7.4) 0.921t(7.3) 0.96t(7.5) 0.93t(7.3)
PrO-CH, - - 2.39dd (15.0/7.6) 2.38 dd (15.0/7.6)
2.26 dd (14.8/7.5) 2.26 dd (14.8/7.5)
PrO-Me - - 1.18t(7.6)1.10t  1.18t(7.6) 1.10t

(7.6)

(7.5)

a Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.
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Tabelle 19. 13C-Daten der Verbindungen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 und 9 (in CDCl3).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Position 5 5 > > 5 5 5 5 5

1 405 317 11.5 11.6 394 428 427 427 431

2 42.2 36.3 33.2 335 12509 684 72.4 73.0 72.9

3 71.8 82.4 24.2 348 12459 683 72.2 72.9 72.8

4 39.7 395 401 335 21.7 26.3 225 22.0 21.9

5 1405 1389  25.0 25.9 53.4 507 51.5 455 455

6 121.7 1235 738 209.8 2121 2123 2116 109.7 109.6

7 31.6 286 429 468 470  46.8 469 410  41.0

8 31.8 318 29.8 35.3 37.7 37.6 37.5 32.9 32.9

9 50.2 49.9 477 461 53.8 53.7 53.4 53.0  53.0

10 365  36.9 37.1 25.9 400 402 41.1 380 380

11 21.0 20.9 22.6 22.8 21.1 21.2 21.1 20.7 20.7

12 37.2 38.8 38.9 39.6 394 393 39.2 39.6 39.3

13 423 422 426 426 42.7 42.6 425 424 427

14 56.8 56.7 56.6 57.1 56.9 56.8 56.8 56.0  55.2

15 24.3 24.3 24.2 24.1 24.0 24.0 24.0 24.2 24.5

16 28.9 28.8 29.0 28.8 28.7 28.7 28.7 28.8 26.9

17 56.0 55.9 56.1 55.9 55.9 55.8 55.8 55.9 51.0

18 12.0 12.0 12.2 12.2 12.1 12.2 12.1 12.1 12.3

19 19.4 19.1 20.2 19.6 13.5 13.5 12.6 13.4 13.4

20 405 404 405 404 404 404 404 405 494

21 21.2 21.2 21.2 21.2 21.2 21.1 21.1 21.2 13.4

22 138.3 138.2 1384 1381 1380 1380 138.0 1383  205.0
23 129.3 129.4 1293 1295 1296 1296 129.6  129.3 -
24 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 51.2 -
25 31.8 31.8 31.9 31.8 31.8 31.8 31.8 31.8 -
262 21.0 21.0 21.1 21.1 21.0 21.0 21.0 21.1 -
274 18.9 18.9 19.0 19.0 18.9 18.9 18.9 19.0 -
28 25.4 25.4 254 254 25.4 25.4 25.4 25.4 -
29 12.2 12.2 12.3 12.2 12.2 12.2 12.2 12.1 -
1" - 1445 - - - - - - -
4" - 134.8 - - - - - - -
2"/6" - 129.8 - - - - - - -
3"/5" - 127.6 - - - - - - -
7" - 21.6 - - - - - - -

Isopr. 1 - - - - - - 107.9 107.6 107.6

Isopr. 2 b - - - - - - 28.6 28.6 28.6

Isopr. 30 - - - - - - 26.5 26.6 26.5

Ethyl. 1 € - - - - - - - 65.5 65.5

Ethyl. 2 € - - - - - - - 64.2 64.2

4 Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.
b Methylgruppen der Isopropylidendioxygruppe sind vertauschbar.

¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar.
d positionen sind vertauschbar.
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Tabelle 20. 13C-Daten der Verbindungen 11, 12, 13, 14, 15a, 15b, 16, 17, 18 und 19 (in CDCly).

11 12 13 14 15a  15b 16 17 18 19

Position & 5 5 5 5 5 5 5 5 5

1 427 427 427 427 427 427 427 399 410 405

2 729 729 729 729 729 729 729 681 677 686

3 728 728 728 728 728 728 728 681 677 675

4 220 220 219 220 220 220 220 262 310 340

5 455 455 455 455 455 455 455 508 408 785

6 109.7 109.7 109.6 109.7 109.7 109.7 109.7 2129 1772 175.6

7 410 410 410 410 410 410 410 466 704 392

8 329 329 329 329 329 329 329 377 390 344

9 520 530 530 529 529 529 529 536 579 57.6

10 380 380 380 380 380 380 380 425 380 37.8

11 207 207 207 207 207 207 207 211 220 222

12 394 396 396 396 396 396 397 394 395 39.6

13 424 426 429 424 423 423 423 427 422 421

14 557 555 555 558 557 557 558 565 51.1 552

15 242 243 244 242 240 241 240 237 245 250

16 274 273 271 277 2717 2718 277 2715 273 271

17 51.8 529 519 525 520 521 524 522 521 525

18 120 122 123 118 118 118 118 11.8 115 116

19 134 134 134 134 134 133 134 134 152 125

20 423 422 519 425 402 412 368 367 367 368

21 130 126 164 122 126 128 119 118 116 117

22 655 656 1924 69.8 705 716 748 774 741 742

23 80.3 777 789 1296 60.1 600 734 732 730 73.1

24 91.3 922 997 1386 633 60.2 40.0 400 400  40.0

25 204 205 207 272 269 301 308 306 304 30.6

264 230 231 220 232 203 190 208 207 206 208

274 230 231 220 232 189 183 207 206 205 206

28 - - - - - - 101 100 99 102
Isopr.1 107.6 107.6 107.6 107.6 107.6 107.6 107.6 - - -
Isopr.2b 286 286 286 286 286 286 286 - - -
Isopr.3P 266 266 266 266 266 266 266 - - -
Ethy. 1¢ 655 655 655 655 655 655 655 - - -
Ethyl. 2€ 642 642 642 642 642 642 64.2 - - -

4 Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.

b Methylgruppen der Isopropylidendioxygruppe sind vertauschbar.

¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar.
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Tabelle 21. 13C-Daten der Verbindungen 20, 21, 22, 23a, 23D, 24a, 24b, 25 und 26 (in CDCly).

20 21 22 23a 23b 24a 24b 25 26
Position o o o o 0 0 o 0 0

1 42.7 42.7 42.7 42.7 42.6 42.6 42.7 42.7 40.2
2 72.9 72.9 72.9 73.0 73.0 72.9 73.0 73.0 68.2
3 72.8 72.8 72.8 72.9 72.9 72.8 72.8 72.9 68.3
4 22.0 22.0 21.9 22.0 22.0 22.0 22.0 22.0 26.3
5 45.5 45.5 45.6 45.5 45.5 45.5 45.5 45.6 50.7
6 109.7  109.6 109.5 109.7 109.8  109.7 109.7 109.7  212.2
7 41.0 41.0 41.0 41.0 41.0 41.0 41.0 41.0 46.7
8 32.9 32.9 32.8 33.0 33.0 33.0 33.0 33.0 37.7
9 52.9 53.0 52.9 52.9 52.9 52.9 52.9 52.9 53.6

10 38.0 38.0 38.0 38.0 38.0 38.0 38.0 38.0 42.5
11 20.7 20.7 20.7 20.8 20.8 20.7 20.8 20.7 21.2
12 39.4 39.6 39.6 39.6 39.5 39.6 39.6 39.6 39.3
13 42.4 42.7 43.0 42.3 42.3 42.3 42.3 42.4 42.8
14 55.7 55.6 55.5 55.7 55.7 55.6 55.7 55.7 56.5
15 241 24.3 24.4 24.1 24.2 24.0 24.0 241 23.8
16 27.4 27.3 27.1 275 27.8 27.5 27.3 28.1 27.9
17 51.7 53.1 51.9 52.5 52.5 52.2 52.4 52.6 52.4
18 12.0 12.2 12.3 11.9 11.9 11.9 11.9 11.7 11.7
19 13.3 134 13.3 13.3 134 13.3 13.3 13.4 135
20 42.1 42.0 51.9 41.2 40.6 39.8 39.5 37.0 36.9
21 13.2 12.7 16.2 12.3 12.4 125 125 12.0 12.0
22 65.4 65.4 191.6 69.4 68.2 68.4 68.9 74.2 74.0
23 85.0 82.4 81.7 133.6 1345 60.1 60.8 71.1 711
24 87.7 88.6 94.9 136.7 135.6 64.5 64.3 87.2 87.1
25 71.0 71.2 70.8 77.1 76.6 74.7 74.1 76.7 76.8
264 29.9 29.9 29.2 29.0 295 26.0 25.0 18.6 18.6
274 30.5 30.6 29.6 28,5 294 24.0 25.8 28.7 28.7

Isopr. 1 107.6 107.6 107.6  107.6 107.6 107.6 107.6 107.6 -
Isopr. 2 b 28.6 28.6 28.6 28.6 28.6 28.1 28.6 28.6 -
Isopr. 3 b 26.5 26.6 26.6 26.6 26.5 26.6 26.6 26.6 -
Ethyl. 1 ¢ 65.5 65.5 65.5 65.5 65.5 65.5 65.5 65.5 -
Ethyl. 2 ¢ 64.2 64.2 64.2 64.2 64.2 64.2 64.2 64.2 -

2 96.1 96.3 96.4 94.8 954 94.6 955 69.1 69.1

3 32.0 32.0 31.8 31.9 32.5 32.0 31.6 38.0 38.0
4' 20.5 20.6 20.3 20.4 20.7 20.6 20.9 23.7 23.6
5' 253 253 25.2 25.2 251 251 25.2 28.9 28.9
6' 63.3 63.5 63.4 63.2 63.9 63.4 63.7 76.4 76.4
2'-Me - - - - - - - 24.9 24.9

4 Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.
b Methylgruppen der Isopropylidendioxygruppe sind vertauschbar.
¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar.
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Tabelle 22. 13C-Daten der Verbindungen 27, 28, 29, 30, 31, 32 und 33 (in CDCl3).

27 28 29 30 31 32 33d
Position 0 0 o) <) o) o) o)

1 42.7 42.7 42.8 42.7 42.6 42.7 39.8

2 72.9 72.9 72.9 73.0 72.9 72.9 67.9

3 72.8 72.8 72.8 72.9 72.8 72.8 68.0

4 21.9 21.9 21.9 22.0 22.0 22.0 26.2

5 45.5 45.5 455 455 455 455 50.8

6 109.7 109.6 109.6 109.8 109.7 109.7 213.4

7 41.0 40.9 40.9 41.0 41.0 41.0 46.6

8 32.9 32.8 32.8 32.9 32.9 32.9 37.8

9 52.9 53.0 52.8 52.9 52.9 53.0 53.6

10 38.0 37.9 38.0 38.0 38.0 38.0 42.6

11 20.7 20.7 20.7 20.7 20.7 20.7 21.1

12 39.4 39.5 39.5 39.5 39.6 39.5 39.4

13 42.4 42.6 42.9 42.2 42.2 42.2 427

14 55.7 55.4 55.4 55.7 55.6 55.9 56.5

15 24.1 24.2 24.4 24.1 24.0 24.0 23.7

16 27.5 27.3 27.2 27.3 27.0 27.7 27.4

17 51.7 52.8 52.0 52.4 52.2 52.0 52.0

18 12.0 12.1 12.3 11.9 11.9 11.8 11.9

19 13.4 13.4 13.4 13.3 13.3 13.4 13.4

20 42.1 42.1 52.0 41.3 39.4 37.0 36.6

21 13.3 12.7 16.2 12.4 12.5 12.0 11.8

22 65.6 65.4 191.6 69.8 69.3 74.2 72.3

23 85.3 82.7 82.2 134.7 60.5€ 72.2 72.9

24 87.4 88.2 94.4 135.1 64.5€ 43.2 41.1

25 70.6 70.8 70.8 76.3 73.7 79.4 73.4

26 @ 29.0 29.0 28.2 28.6 24.6 24.4 28.8

274 29.0 29.0 28.2 28.6 23.8 23.8 27.9

28 - - - - - 7.4 7.1

Isopr. 1 107.6 107.6 107.6 107.6 107.6 107.6 -
Isopr. 2 b 28.6 28.6 28.6 28.6 28.6 28.6 -
Isopr. 30 26.6 26.6 26.6 26.6 26.6 26.6 -
Ethyl. 1 € 65.5 65.5 65.5 65.5 65.5 65.4 -
Ethyl. 2 € 64.2 64.2 64.2 64.2 64.2 64.1 -
1° 66.5 66.5 67.0 65.1 65.4 63.9 -
2° 139.1 139.0 138.4 138.6 138.7 138.7 -
3°/7° 128.3 128.3 128.4 128.4 128.3 128.3 -
4°/6° 127.6 127.4 127.5 127.6 127.6 127.8 -
5° 127.3 127.4 127.6 127.5 127.5 127.3 -

4 Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.

b Methylgruppen der Isopropylidendioxygruppe sind vertauschbar.
¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar.

d Gemessen in CDCl3:CD30D = 3:1.

€ Positionen sind vertauschbar.
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Tabelle 23. 13C-Daten der Verbindungen 34, 35, 36, 36a, 37, 39, 40 und 41 (in CDCly).

34 35 36 36a 37 39 407 41 42a/42b"
Position > 5 5 5 5 5 5 5 5
1 42.7 42.6 427 427 427 427 400 374 40.0
2 73.0 73.0 729 729 729 730 682 69.1 68.2
3 72.9 72.9 728 728 728 729 683 681 68.4
4 22.0 22.0 220 220 220 220 265 248 26.6
5 455 455 455 455 455 455 511 518 51.1
6 109.7 109.8  109.7 109.7 109.7 109.7 2141 2107 214.4
7 41.0 41.0 41.0 41.0 410 410 469 465 46.9
8 33.0 33.0 330 329 330 330 381 376 38.2
9 52.9 52.9 529 529 529 529 539 536 53.9

10 38.0 38.0 380 380 380 380 429 424 42.9

11 20.7 20.8 20.8 207 208 208 214 212 21.4

12 39.5 39.5 395 394 395 395 394 390 39.5

13 42.4 42.3 425 424 425 424 431 429 43.15/43.22

14 55.7 55.7 55.7 558 557 557 567 56.3 56.7

15 24.2 24.2 240 239 240 241 240 238 n.z.

16 27.6 27.8 273 277 273 276 280 274 n.z.

17 52.5 52.6 51.9 516 520 528 51.8 525 52.86/53.02

18 11.9 11.9 118 11.8 118 118 119 118 11.91/11.86

19 13.3 13.4 133 133 134 134 136 135 13.6

20 411 41.3/41.4 356 377 349 357 417 368 n.z.

21 11.9 12.2 119 143 118 119 128 125 13.09/n.z.

22 70.7 735 794 8039 791 732¢ 798 756 77.75/76.79

23 94.2 132.1 723 8209 729 8319 803 81.0 86.97/83.31

24 198.8 135.3/135.5 218.9 219.2 217.6 160.4 1545 155.0 n.z.

25 100.4 75.9 79.1 790 792 802 804 811 83.20/80.93
262 20.86 26.7/28.1 247 269 248 293 257 28.1 27.58/29.07
274 20.6€ 26.9/28.2 223 143 223 278 193 279 21.76/25.02

28 - - - - - 104.8 105.0 107.9  8.80/n.z.

Isopr.1  107.6 107.6 107.6 107.6 107.6 107.6 - - -
Isopr. 25 28.6 28.6 286 286 286 286 - - -
Isopr. 30 26.6 26.5 265 266 266  26.6 - - -
Ethyl. 1€ 65.5 65.5 655 655 655 655 - - -
Ethyl. 2€  64.2 64.2 642 642 642 642 - - -

2' - 94.8 - - - - - - -

3 - 32.4 - - - - - - -

4 - 20.7 - - - - - - -

5" - 25.4 - - - - - - -

6' - 63.3 - - - - - - -

SiMes - - - - 0.2 - - - -
OAc-CO/ - - - - - - - 170.7/ -
OAc-Me 21.2
OAc-CO/ - - - - - - - 170.3/ -
OAc-Me 211
OAc-CO/ - - - - - - - 170.0/ -
OAc-Me 21.0

4 Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.
b Methylgruppen der Isopropylidendioxygruppe sind vertauschbar.
¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar.

d c-22 und C-23 vertauschbar.
€ Zuordnung nicht eindeutig.

f Gemessen in CDCl5:CD30D = 3:1.
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Tabelle 24. 13C-Daten der Verbindungen 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 und 50 (in CDCl3).

43 44 45 46 47 48 49 50
Position o) o) o) o) o) o) o) o)
1 375 37.5 37.4 40.1 38.8 36.7 38.8 41.2
2 69.1 69.0 69.0 68.4 68.9 68.4 68.9 67.8
3 68.1 68.1 68.1 68.6 67.9 78.5 67.9 67.9
4 24.8 24.7 24.8 26.8 29.2 32.2 29.2 31.2
5 51.8 51.8 51.5 51.1 42.0 68.4 42.0 41.0
6 210.5 210.6 210.6 215.7 175.1 174.2 175.1 177.5
7 46.4 46.4 46.9 42.6 70.4 40.8 70.4 70.7
8 375 37.5 40.4 41.4 39.1 34.3 39.1 39.2
9 53.6 53.6 46.2 46.5 58.3 57.9 58.3 58.1
10 42.4 42.4 42.0 42.7 38.3 37.9 38.4 38.2
11 21.2 21.1 20.2 20.7 22.2 22.3 22.2 22.2
12 39.2 39.2 325 32.1 39.4 39.4 394 39.7
13 42.8 42.7 41.9 47.3 42.4 425 42.4 42.4
14 56.5 56.5 85.0 85.0 51.3 55.3 51.3 51.3
15 23.8 23.7 31.7 32.2 24.6 25.1 24.6 24.7
16 28.0 28.1 26.8 26.8 28.0 27.6 28.1 27.5
17 52.3 52.3 47.3 475 52.3 52.6 52.3 52.1
18 11.8 11.8 12.7 16.0 11.6 11.6 11.6 11.7
19 13.5 13.5 13.2 13.4 15.4 12.6 15.4 15.4
20 36.9 37.0 36.8 37.1 36.9 36.9 37.1 36.8
21 12.8 12.7 12.7 12.2 12.7 12.7 12.6 11.8
22 75.7 75.5 75.5 75.1 75.6 75.6 75.5 74.4
23 74.1 72.4 72.3 73.2 74.0 74.0 72.3 73.0
24 39.8 43.3 43.4 41.9 39.8 39.8 43.3 41.3
25 30.4 72.4 72.4 73.8 30.3 30.4 72.4 73.5
26 4 20.8 28.4 28.5 28.9 20.8 20.8 28.6 28.8
274 20.2 26.5 26.4 28.0 20.2 20.3 26.5 27.9
28 11.0 9.0 9.0 7.4 11.0 11.0 9.0 7.1
OAc-CO/  170.6/ 171.1/ 171.0/ - 170.6/ 170.6/ 171.1/ -
OAc-Me 21.0 21.1 21.1 21.1 21.0 21.1
OAc-CO/  170.5/ 170.5/ 170.7/ - 170.5/ 170.6/ 170.5/ -
OAc-Me 21.0 21.0 21.1 21.0 20.9 21.1
OAc-CO/  170.3/ 170.3/ 170.3/ - 170.3/ 170.3/ 170.3/ -
OAc-Me 20.9 21.0 21.0 20.9 20.9 21.0
OAc-CO/  170.0/ 170.0/ 170.0/ - 170.0/ 169.9/ 170.0/ -
OAc-Me 20.8 20.8 20.8 20.8 20.8 20.8

4 Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.
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Tabelle 25. 13C-Daten der Verbindungen 51, 52, 53, 54, und 55 (in CDCl5).

51 52 53 54 55
Position 0 o) o) <) o)

1 42.7 42.7 42.7 42.7 42.7

2 72.9 72.9 72.9 72.9 72.9

3 72.8 72.8 72.8 72.8 72.8

4 22.0 22.0 21.9 22.0 22.0

5 45.5 455 455 45.5 455

6 109.7 109.7 109.6 109.7 109.7

7 41.0 41.0 41.0 41.0 41.0

8 32.9 32.9 32.9 33.0 33.0

9 52.9 52.9 52.9 52.9 52.9

10 38.0 38.0 38.0 38.0 38.0

11 20.7 20.7 20.7 20.8 20.8

12 39.4 39.6 39.6 39.6 39.7

13 42.4 42.6 42.9 42.4 42.3

14 55.7 55.6 55.5 55.8 55.7

15 24.2 24.3 24.4 24.1 23.9

16 27.4 27.4 27.1 27.5 27.2

17 51.8 53.0 52.0 52.7 52.3

18 12.0 12.2 12.3 11.7 11.9

19 13.4 13.4 13.4 13.4 13.4

20 42.3 42.3 52.0 41.5 38.9

21 13.0 12.6 16.4 11.8 12.5

22 65.4 65.5 192.4 68.7 70.3

23 79.5 77.2 78.2 129.9 62.4

24 94.1 95.0 102.4 141.2 67.0

25 27.3 27.3 27.8 335 31.6

262 31.0 31.0 30.1 315 27.6

274 31.0 31.0 30.1 315 27.6

25-Me @ 31.0 31.0 30.1 315 27.6
28 - - - - -

Isopr. 1 107.6 107.6 107.6 107.6 107.6

Isopr. 2 b 28.6 28.6 28.6 28.6 28.6

Isopr. 3 b 26.6 26.6 26.6 26.6 26.6

Ethyl. 1 € 65.5 65.5 65.5 65.5 65.5

Ethyl. 2 € 64.2 64.2 64.2 64.2 64.2

4 Diastereotrope Methylgruppen 26/27/25-Me ohne Zuordnung.
b Methylgruppen der Isopropylidendioxygruppe sind vertauschbar.

¢ Methylengruppen der Ethylendioxygruppe sind vertauschbar.
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Tabelle 26. 13C-Daten der Verbindungen 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65 und 66 (in CDCl3).

59 60 61 62 63 64 65 66
Position o) I I fo) 0 0 0 fo)
1 42.8 41.7 41.4 39.4 41.4 39.5 38.9 38.9
2 69.4 69.7 68.0 67.7 68.0 67.8 68.8 68.8
3 68.7 72.8 68.1 68.9 68.0 69.0 67.6 67.6
4 25.8 24.3 31.0 34.0 31.0 34.0 29.3 29.3
5 50.6 57.1 40.9 78.6 40.9 78.5 42.0 42.0
6 212.2 210.9 176.3 175.0 176.4 174.8 175.2 175.2
7 46.8 46.6 70.4 38.0 70.5 38.0 70.5 70.5
8 37.7 37.2 39.1 34.4 39.1 34.4 39.1 39.1
9 53.7 54.8 58.2 57.8 58.2 57.8 58.4 58.5
10 40.6 40.5 38.3 40.6 38.3 40.6 38.4 38.4
11 21.2 215 22.1 22.2 22.2 22.3 22.2 22.2
12 39.3 39.4 39.3 39.5 39.4 39.5 39.3 39.4
13 425 42.9 42.8 42.9 42.9 43.0 42.8 42.9
14 56.8 56.8 51.0 55.1 51.0 55.0 51.0 51.0
15 24.0 24.0 25.0 25.5 25.0 25.5 25.0 25.0
16 28.7 28.7 27.7 27.3 26.8 26.5 27.6 26.8
17 55.8 55.9 53.3 53.6 55.9 56.3 53.4 56.0
18 12.2 12.2 11.7 11.8 11.9 12.0 11.7 11.9
19 13.6 15.1 15.4 12.6 15.4 12.6 15.4 15.4
20 40.4 40.4 38.4 38.5 38.9 38.8 38.2 39.0
21 21.1 21.1 15.9 15.9 16.2 16.2 15.7 16.2
22 138.0 138.0 61.8 61.8 62.9 62.8 61.8 62.9
23 129.6 129.5 62.0 61.9 58.6 58.6 61.7 58.6
24 51.2 51.2 48.2 48.2 48.7 48.7 48.3 48.7
25 31.8 31.8 29.1 29.2 29.3 29.3 29.1 29.3
262 21.0 51.0 20.1 19.6 19.4 19.4 20.0 19.4
274 19.0 18.9 19.6 20.1 19.3 19.4 19.7 19.3
28 25.4 25.4 21.0 20.9 20.9 21.0 21.0 20.9
29 12.2 12.2 12.3 12.4 12.3 12.4 12.3 12.3
'‘Bu-Me 25.8 25.7 - - - - - -
'‘Bu-C 18.0 18.0 - - - - - -
Pro-CO - - - - - - 173.4/173.173.4/173.
6 6
PrO-CH, - - - - - - 27.8/27.5 27.8/27.5
Pro-Me - - - - - - 9.3/8.8 9.4/8.8

4 Diastereotrope Methylgruppen 26/27 ohne Zuordnung.
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