Untersuchungen zur Charakterisierung ausgewahlter

pflanzlicher Inhaltsstoffe aus Pflanzen der Gattung Allium

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium

(Dr. rer. nat.)

von Magister fir Chemie und Physik Nadya Radeva Dimitrova

geb. am 12.03.1975 in Sliven, Bulgarien

genehmigt durch die Fakultat fur Verfahrens- und Systemtechnik

der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg

Promotionskommission: Prof. Dr. Helmut Weil3 (Vorsitz)
Prof. Dr. Dieter Schinzer (Gutachter)
Prof. Dr. Martin E. Maier (Gutachter)
Jun.-Prof. Dr. Edgar Haak (Gutachter)

eingereicht am: 04.03.2013
Promotionskolloquium am: 29.05.2013






Fiir meine Eltern.






Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen des Verbundprojekts InnoRegio-Projekt REPHYNA
Sachsen-Anhalt ,Untersuchungen zur Entwicklung neuer hochwertiger pflanzlicher Inhaltstoffe
als Rohstoffe fur Nahrungsergénzungsmittel, Functional Food sowie Pflegekosmetika“, das die
Zielstellung hat, die einheimischen Heil- und Gewirzpflanzen (Gattung Allium) als Grundlage fur
die Herstellung innovativer Produkten zu benutzen.

Der erste Teil der Arbeit befasste sich mit der Isolierung und Strukturaufklarung von biologisch
wirksamen Inhaltsstoffen aus frischem Schalottenextrakt (Allium cepa var. Aggregatum), die
nach enzymatischen Reaktionen beim Zerschneiden oder Zerdriicken der Zwiebeln entstehen.
Die Isolierung instabiler Primar- und Sekundarmetabolite erfolgte Uber eine Kombination aus
Radial- und Hochleistungsflissigkeitschromatographie. Die ausgearbeiteten chromatographi-
schen Bedingungen bestétigten die universelle Einsetzbarkeit und die Reproduzierbarkeit der in
der vorliegenden Arbeit entwickelten Methoden. Die Strukturaufklarung der Komponenten
erfolgte anhand verzahnter Anwendung von NMR, HPLC-MS und HR-MS. Die erhaltenen
Ergebnisse beweisen, dass neben cis- 33 bzw. trans-Zwiebelan 34 ebenfalls Cepaene 27 und
30 als Sekundarmetabolite im frischen Extrakt aus der Sorte Bonilla entstanden.

Der zweite Teil stellte die Synthese ausgewahlter Thiosulfinate, die als Prim&rmetabolite in der
Literatur beschrieben sind, dar. Die symmetrischen bzw. asymmetrischen gesattigten und
a-ungesattigten Thiosulfinate 12, 13, [E]-, [Z]-14, [E]-, [Z]-16 und 17 wurden nach leicht
modifizierten Literaturvorschriften synthetisiert und als Referenzsubstanzen bei der analytischen
HPLC verwendet. Die Co-Chromatographie der Naturstoffe mit den Naturstoffanaloga und
HPLC-MS beschrieben die Zuordnung der Peaks zu den Thiosulfinaten. Ausgehend von der
Komplexitat des Extraktes trug die Strukturaufklarung isolierter Inhaltsstoffe aus den einzelnen
Extraktfraktionen bzw. der Referenzsubstanzen auch dazu bei.

Die biologisch wirksamen Komponenten wurden qualitativ und quantitativ bestimmt.

Im weiteren wurden Dimethyl- 12 und Dipropylthiosulfinat 13 bezuglich ihrer immunmodulato-
rischen Potenz untersucht.

Der dritte Teil beschaftigte sich mit dem Versuch, einen effizienten Zugang zu 2,3-substitierten
1,4-bis-Acylsilanen 62a und 64a zu erarbeiten. Die Dethioketalisierung, Silylierung und direkte
Thionierung von 2,3-substituierten Bernsteinsdure-Derivaten verliefen mit Schwierigkeiten.
Acylsilan 66 isomerisierte ungewothnlich zu seinem Diastereomer 72 bei Thionierung unter
milden Bedingungen. Die Thionierung von Diweinrebamid 67 mit HMDST lieferte Thioamid 68.
Diese Studien kdnnen als grundlegende Vorversuche zur Synthese der biologisch wirksamen



Naturstoffe cis- und trans-Zwiebelan, welche die Thromboxan-B,-Biosynthese im humanen

plattchenreichen Plasma hemmen, sein.

Schlagwdrter: Schalotten (Allium cepa var. Aggregatum); Cepaene; Zwiebelane; Thiosulfinate;
Radialchromatographie; praparative HPLC; HPLC-MS; NMR; Acylsilane; Thionierung; HMDST



Abstract

The present work was part of the InnoRegio joint project REPHYNA Saxony-Anhalt "Studies on
the development of new high quality herbal ingredients as raw materials for dietary supplements,
functional foods and care cosmetics". The objective of the project was to use the native
medicinal and spice plants (genus Allium) as basis for the manufacture of innovative products.
The first part of this thesis was focused on an isolation and a structure elucidation of biologically
active ingredients from fresh shallots extract (Allium cepa var. Aggregatum). These flavour
ingredients are formed by enzymatic reactions upon cutting or crushing the onions. The isolation
of unstable primary and secondary metabolites was carried out by a combination of radial and
high performance liquid chromatography. Elaborated chromatographic conditions confirmed the
universal applicability and reproducibility of the methods, which were developed and validated in
the present work. The structure elucidation of natural compounds was obtained using the
spectroscopic methods such as NMR, HPLC-MS and HR-MS. Cepaenes 27 and 30 as
secondary metabolites were isolated form shallots extract (variety Bonilla). Cis- 33 and trans-
Zwiebelane 34 were identified as well.

In the second part the syntheses of selected thiosulfinates were described, which are known as
primary metabolites. The symmetrical and asymmetrical saturated and o-unsaturated
thiosulfinates 12, 13, [E]-, [Z]-14, [E]-, [Z]-16 and 17 were synthesized applying slightly modified
literature procedures and used as reference compounds in analytical HPLC.

Identification of the thiosulfinates from Bonilla extract was archived by comparison with synthetic
standards. Because of the complexity of the extract it was additionally verified by structure
elucidation of the individual isolated natural compounds and the reference substances.
Biologically active ingredients were determined qualitatively and quantitatively.

In addition, the immunomodulatory potency of dimethyl-12 and dipropylthiosulfinate 13 was
investigated.

Finally, the elaboration of an efficient access to 2,3- substituted 1,4-bis(acylsilanes) 62a and 64a
using dethioketalisation, silylation and direct thionation of 2,3-substituted succinic acid
derivatives was proceeded with difficulties. An unusual isomerisation of acylsilan 66 into
his diastereomer 72 was observed under mild thionation conditions. Thioamid 68 was
synthesized by the thionation of bis(weinrebamide) 67 with HMDST under the catalytic activity of
CoCl»6H,0. These studies can be used as preliminary synthesis of the biologically active
natural products cis- and trans-Zwiebelane, which inhibit the thromboxane-B, biosynthesis in

human platelet rich plasma.
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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Gattung Allium L.

Die Gattung Allium L. umfasst derzeit etwa 850 Arten!" *! und zahlt zu einer der gréRten Gruppen
der einkeimblattrigen Pflanzen. Die Spezies sind meistens anspruchslose krautige Pflanzen, die
nicht nur in der gesamten ndrdlichen Hemisphdre, sondern auch in trockenen Gebieten,
beheimatet sind. Wirtschaftlich gehdéren zu der Gattung sehr wichtige Gewdlrz- und
Gemiusepflanzen (Zwiebel, Schalotten- Allium cepa L., Knoblauch- Allium sativum L.,
Winterzwiebel- Allium fistulosum L., Schnittlauch- Allium schoenoprasum L., Porree- Allium
porrum L., Chinesischer Schnittlauch- Allium tuberosum L.), die auch in subtropischen
Klimazonen zu den bedeutendsten Feld- und Gartenkulturen zahlen. Weitere Arten mit ihrem
sehr auffallenden Habitus, groRen Blattern und Blitenstdnden werden bereits seit Jahren als
Zierpflanzen in europaischen und nordamerikanischen Ziergarten genutzt.!”!

Im Laufe der Jahre wurde die natlrliche Verwandtschaft vieler Allium-Arten aufgeklart, wobei
verschiedene Kilassifikationen der gesamten Gattung veroffentlicht wurden. Die aktuelle
Einteilung der Arten in 15 Untergattungen und 72 Sektionen von Friesen et al.”®! basiert auf
phylogenetischen Untersuchungen, durch Sequenzierung des internal transcribed spacer (ITS)
der nuklearen ribosomalen Desoxyribonukleinsdure (DNS). Die phylogenetische Systematik der

Gattung Allium ist in Abbildung 1 wiedergegeben.["-2 %7

. Klasse Liliopsida.

. Unterklasse Lilidae.

. Superordnung Lilianae.
. Ordnung Asparagales.

. Familie Amaryllidaceae.
. Unterfamilie Allioideae.

. Tribus Allieae.

0 N O O B~ WO N -

. Gattung Allium.

Abbildung 1: Phylogenetische Systematik der Gattung Allium L.I":? 5]

Nach Block et al./ kénnte der botanische Name Allium von dem keltischen Wort “all* abgeleitet

werden, das ,stechend, scharf* bedeutet.



2 1. Einleitung

Zwiebeln (Allium cepa L.) und Knoblauch (Allium sativum L.) gehbéren zu den &ltesten
Kulturpflanzen der Amaryllisgewéchse. |hren Ursprung™ haben sie in den Wiistengebieten

Zentralasiens.

1.2 Allium cepa var. Aggregatum, eine Untergruppe der Allium

cepa L.

Lange Zeit wurden die Schalotten als eigenstéandige Pflanzenart mit dem botanischen Namen
Allium ascalonicum L. angesehen. Derzeit werden sie nur noch als Teil der “Allium cepa
Aggregatum®-Gruppe zugefiihrt.l’!

Schalotten (Allium cepa var. Aggregatum) sind aus den Zwiebeln kultiviert und weltweit
verbreitet. Aufgrund ihres besonderen Aromas sind sie in Europa und in den Vereinigten Staaten
sehr beliebt.’! Wegen ihrer vegetativen Vermehrung und kurzen Wachstumsphase werden sie
als Ersatz den Zwiebeln in tropischen Gebieten eingesetzt.* ® Schalotten sind birnenférmigen
Zwiebeln mit goldbrauner bis rosaroter Farbung. Die Schalottenpflanzen unterscheiden sich von

Zwiebelpflanzen durch ihre schmalen Blatter und kurzen Bliitenstandstiele.!

Schalotten, der Aggregatum Typ der Allium cepa L., wurden in dieser Arbeit untersucht.
Aufgrund ihrer genetischen Ahnlichkeit mit den Zwiebeln wurde die Chemie der natrlich
vorkommenden Organoschwefelverbindungen, die in Allium cepa. L. bereits nachgewiesen
werden konnten, hauptsachlich diskutiert. Die nicht-schwefelhaltigen Inhaltsstoffe wurden als

weitere wirksame Komponenten kurz dargestellt.

1.3 Pharmazeutische Bedeutung der Gattung Allium L.

1.3.1 Heilpflanzen aus der uralten Volksmedizin

Seit Jahrtausenden finden Zwiebeln (Allium cepa L.) und Knoblauch (Allium sativum L.) eine
enorme Anwendung nicht nur als Gewtrz und Nahrungsmittel, sondern auch als Bestandteil der
Volksmedizin. Im ,Papyrus Ebers® aus der Zeit um 1550 vor Christus sind tber 800 Rezepturen
gegen eine Vielzahl an Erkrankungen wie Herzprobleme, Kopfschmerzen, Insektenstiche,
Schwellungen und Wirmer dokumentiert, wobei der Knoblauch als ein wirkungsvolles Mittel

beschrieben wurde.
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Nicht nur der medizinische Papyrus aus dem alten Agypten beschreibt die Heilwirkung der
Pflanzen, sondern auch der rdémische Naturphilosoph Plinius der Altere, therapeutische
Anwendungen flr Knoblauch und Zwiebeln einfihrte. Auch Aristoteles, Hippokrates und
Aristophanes empfahlen den Knoblauch mit seiner heilkraftigen Wirkung. Wahrend der ersten
Olympiade in Griechenland nahmen die Athleten Knoblauch als Anregungsmittel. In Indien
benutzte man eine antiseptische Schittelmischung aus Knoblauch fur Heilung von Wunden und
Schwellungen, und von der traditionellen chinesischen Medizin wurde Zwiebel-Tee seit alters
her gegen Fieber, Kopfschmerzen, Cholera und bakterielle Infektion des Dickdarmes

empfohlen.

1.3.2  Allium-Arten als Phytopharmaka

Uber ein Jahrhundert lang haben die Forscher die Wirksamkeit der Extrakte und Ole aus Allium-
Pflanzen untersucht und herausgefunden, dass Flavonoide, Steroidsaponine, Proteine,
verschiedenste Vitamine und vor allem auch die niedermolekularen Organoschwefel-
verbindungen fur die vielféltigen pharmazeutischen Eigenschaften der Gattung Allium
verantwortlich sind." *'"! Besonders hervorzuheben sind die Thiosulfinate, a-Sulfinyldisulfide,
zyklische Disulfidverbindungen, sowie Di- und Polysulfide.

Die breite biologische Aktivitat der Zwiebel- und Knoblauchextrakte ist bereits in zahlreichen
Studien beschrieben. Sie umfasst u.a. die Behandlung von kardiovaskuldren, bronchialen und
diabetischen Erkrankungen. Die Extrakte wirken antimikrobiell, antioxidativ, antikarzinogen,
antimutagen und immunmodulatorisch. Einige Pflanzen verfligen Uber Antiangiogenese-
Eigenschaften.!'? '3

In den 90er Jahren des 20. Jahrhunderts wurden die asthmaprotektiven und entziindungs-
hemmenden Wirkungen der frischen Zwiebelextrakte sowohl in vitro als auch in vivo untersucht.
Diese Wirkungen wurden den Thiosulfinaten 13, 14 bzw. 16 und Cepaenen 13 - 21 zuge-

n'* "1 wobei die Zwiebelane 33/34 die Thromboxan-B,-Biosynthese im humanen

schriebe
plattchenreichen  Plasma™ hemmten. Fir die thrombozytenaggregationshemmenden
Eigenschaften der Zwiebel- und Knoblauchextrakte wurden neben Adenosin auch die
Thiosulfinate und Diallyldisulfide verantwortlich gemacht."® Die lipidsenkenden und
fibrinolytischen Effekte konnten flir Knoblauch in zahlreichen Studien bewiesen werden. Allicin
60, die instabile Substanz des Knoblauchs, wirkt antibiotisch, fungizid, insektizid und
antiparasitar.l'” '® Ajoen, das stabile Umwandlungsprodukt des Allicins, zeigt auch eine breitere

biologische Aktivitdt und besitzt u.a. antithrombotische, antifungale, antibakterielle; und eine


http://www.pharmawiki.ch/wiki/index.php?wiki=fibrinolytisch
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Antikrebs-Wirkung."! Schalottenextrakte hemmen die Freisetzung von Histamin und reduzieren
die allergische Reaktion bei Insektenstichen.?”

Die tumorprotektive Wirkung der Allium-Arten wurde immer mehr diskutiert, wobei fur die
Diallyldisulfide eine Wirkung auf Phase-II-Enzyme und eine antigenotoxische Aktivitat in HepG2
Zellen nachgewiesen werden konnte.?"

Zwiebel- und Knoblauchpraparate haben heute einen hohen Stellenwert als Arzneipflanzen am
gesamten phytopharmazeutischen und homdopathischen Markt. Mit Zwiebelsalben und -cremes
(Gele) kénnen u.a. Hautverletzungen und Narben in leichten Fallen behandelt werden. Als
Nahrungserganzungsmittel kdénnen die Zwiebelpraparate gegen Appetitlosigkeit verwendet
werden. Knoblauchdragées und Knoblauch-Kapseln unterstiitzen diabetische Malkhahmen bei
erhéhten Blutfettwerten und beugen der altersbedingten BlutgefaR-Veranderungen sowie der

allgemeinen Blutgefaliverkalkung vor.

1.4 Nebenwirkungen der Allium-Gewachse

Der Verzehr von frischen Allium-Pflanzen verursacht den charakteristischen Mund- und
Schweildgeruch bei Menschen. Beim Zerschneiden, Zerdriicken oder Konsumieren von rohen
Zwiebeln tritt seine unerwinschte tranenreizende Wirkung auf. Das Essen der rohen Zwiebel
kann zum Effekt des Magensaure-Riicklaufs’??, dem so genannten “Sodbrennen®, fiihren. Einige
Individuen kénnen allergisch mit Dermatitis und Asthma auf Knoblauch, Knoblauch-Pollen und

Zwiebel reagieren.!

1.5 Abweisung von Tieren und Insekten durch Allium-Pflanzen

und schwefelhaltigen Verbindungen

Die Allium-Gewachse schiitzen andere Kulturpflanzen gegen Krankheiten und Schadlinge. 4 2!
Di- und Trisulfide, die aus dem Knoblauch stammen, wirken in geringen Konzentrationen toxisch
gegen Miicken und Insektenlarven, sowie abwehrend auf Zecken.® Nach Brewster et al. spielen
die schwefelhaltigen Verbindungen eine Rolle als Schutzmittel gegen Weidetiere, einige Pilze
und Bakterien.”® Amin et al. konnte die antifungale und antimikrobielle Wirksamkeit von
Schalottenextrakten nachweisen. Gegen Aureobasidium pullulans und Microsporum gypseum
haben die Schalotten eine minimale inhibitorische Konzentration (MIC) von 0.15 mg/ml. Eine

[27]

inhibitorische Wirkung“"" gegen Bacillus cereus konnte mit einer MIC von 5 mg/ml gezeigt

werden.
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1.6 Schwefelhaltige Inhaltsstoffe in Pflanzen der Gattung Allium L.

Die Pflanzen der Gattung Allium sind reich an bioaktiven Inhaltsstoffen wie Cysteinsulfoxide,
Thiosulfinate und strukturell verwandte Verbindungen, daneben kommen noch Fruktane®®,
Saponine®®, Flavonoide®®, Proteine®®" *2, Vitamine und Mineralien!"® *° 3! sowie beachtliche
Mengen Organoselenverbindungen®® **! vor.

Die schwefelhaltigen Verbindungen sind von besonderer Bedeutung flir die Gattung Allium. Der
einzigartige Geruch und Geschmack und die pharmazeutische Wirkung der einzelnen Arten
beruhen auf den Primar- und Sekundarmetaboliten. Diese kdnnen durch Alliinase-Reaktion bzw.
das Enzym Tranenfaktor-Synthase aus den Cysteinsulfoxiden und den korrespondierenden y-

Gluta-mylpeptiden biosynthetisiert werden.

Die Allium-Pflanzen bestehen zu 1-5% ihres Trockengewichts aus Sekundarmetaboliten der

nicht-proteinogenen schwefelhaltigen Aminoséuren.”!

Die Zusammensetzung und die Konzentration der bioaktiven Inhaltsstoffe hangen von dem
genetischen Faktor und Umweltbedingungen, wie Temperatur™, Schwefel-, Stickstoff- und
Selengehalt in den Boden %1 Bewasserung der Gewachse wahrend der Vegetationsphasel®”,
ab. Viele biochemische und physikalische Veranderungen der intakten Pflanzen, die unter
Lagerbedingungen nach der Ernte auftreten, bestimmen zusatzlich die gesundheitsférdernden

Eigenschaften dieser Gattung.®

1.6.1 Cysteinsulfoxide

Die Cysteinsulfoxide, die sich von der Aminosaure Cystein ableiten, sind die wichtigsten
Vertreter der schwefelhaltigen Verbindungen in den Pflanzen der Gattung Allium. Diese
Aminosauren unterscheiden sich in der Art der Alk(en)ylketten, die Uber ein oxidiertes
Schwefelatom mit einem a-Aminosaurerest verbunden sind. Die Isolierung des ersten
Cysteinsulfoxid Alliin 4'? aus den Allium-Gewéachsen gelang Stoll und Seebeck in den vierziger
Jahren des 20. Jahrhundertes. Alliin 4 ist die stabile Vorstufe von Cavallitos!'" antibakteriellem
Inhaltsstoff des Knoblauchs, dem Allicin 10.

Alk(en)ylcysteinsulfoxide sind die Geruchs- und Geschmacksvorstufen in den enzymatischen
Reaktionen. Ihre Zusammensetzung sowie Konzentration im Cytoplasma der intakten Zellen

bestimmen die sensorischen Eigenschaften der einzelnen Allium-Arten.
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Vier L-Cysteinsulfoxide kommen am haufigsten in den Allium-Pflanzen vor: (+)-S-Methyl-L-
Cysteinsulfoxid (Methiin) 1, (+)-S-Propyl-L-Cysteinsulfoxid (Propiin) 2, (+)-S-(1-Propenyl)-L-
Cysteinsulfoxid (Isoalliin) 3 und (+)-S-(2-Propenyl)-L-Cysteinsulfoxid (Alliin) 4. %! In Abbildung 2
sind die Stukturen von Methiin, Propiin, Isoalliin und Alliin wiedergegeben.

H, Ho

|2
|2

. O- . O-
| N\ | N
»‘\\\ o‘\\\

-~ COOH COOH

(+)-S-Methyl-L-Cysteinsulfoxid 1 (+)-S-Propyl-L-Cysteinsulfoxid 2
(Methiin) (Propiin)

O-
N

BN RS 2 RN
/\/ S¥\/\COOH /\/ S¥\/\COOH

(+)-S-[E]-1-Propenyl-L-Cysteinsulfoxid 3 (+)-S-2-Propenyl-L-Cysteinsulfoxid 4
(Isoalliin) (Alliin)

|2
|z
T
)

Abbildung 2: Nachgewiesene Cysteinsulfoxide in Pflanzen der Gattung Allium.

Methiin konnte aus Zwiebeln, Porree, Schalotten und Knoblauch isoliert werden.!"® Isoalliin
kommt vorwiegend in Zwiebeln und Schalotten vor, wobei Alliin hauptsachlich in Knoblauch zu
finden ist. Der Propiin-Gehalt in Schalotten betragt Uber 10%. Im Vergleich mit anderen
Allium-Arten haben die Schalotten niedrige Konzentrationen an Isoalliin. Allgemein konnten in

Schalotten und Porree nur geringe Mengen an Cysteinsulfoxiden nachgewiesen werden.®!

In den letzten 15 Jahren konnten weitere Cysteinsulfoxide in Allium-Arten in sehr niedrigen
Konzentrationen isoliert werden. So gelang der Arbeitsgruppe um Kubec??! die Struktur-
aufklarung von Ethiin, Butiin, Marasmin und Petiveriin.

1.6.2 Die Alliinase-Reaktion

Das Enzym Alliinase ist das wichtigste und am meisten untersuchte Enzym der Gattung Allium.
Allinase wurde zuerst von Stoll und Seebeck!'” 1949 aus Allium sativum L. isoliert. Nach
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Lancaster et al.*¥ ist es vermutlich in allen Allium-Pflanzen enthalten. Allinase [EC 4.4.1.4]
gehért zur Familie der CS-Lyasen." Nach Kuettner et al*? handelt es sich um ein
homodimeres Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 103 kDa. Jede Untereinheit ist aus
448 Aminosauren aufgebaut und mit einem Coenzym Pyridoxal-5-Phosphat nicht-kovalent
gebunden. Das Enzym weist eine maximale Aktivitat im neutralen pH-Bereich (pH 7 - pH 7.5) mit
dem Temperaturoptimum oberhalb von 36 °C auf. Die hochste Substratspezifitat besteht fiir

Alliin 4 und Isoalliin 3.4%7

Allium-Alliinase katalysiert die Umwandlung verschiedener Cysteinsulfoxiden zu hochreaktiven

Organoschwefelverbindungen, die fir das typische Allium-Aroma verantwortlich sind.

In den intakten Zellen befinden sich die (+)-S-Alk(en)yl-L-Cysteinsulfoxide 1 - 4 im
Cytoplasma.*¥ Beim Zerschneiden bzw. Zerdriicken oder bei der Beschadigung der Pflanzen
durch Bakterien und Pilze wird die Alliinase aus den Vakuolen freigesetzt.*”! Nach einer a,p-
Eliminierung werden die Cysteinsulfoxide von der Alliinase zu unstabilen Alk(en)ylsulfensduren
5 - 8, Brenztraubensdure und Ammoniak hydrolysiert. Die unstabilen Alk(en)ylsulfensauren
reagieren spontan zu primaren Aromakomponenten wie Alk(en)ylthiosulfinaten und dem

tranenreizenden Faktor 9:[° 46-47]

_ NH; B 0]
R RS )k
+° H g + NH3 +
R > coom R COOH
(+)-S-Alk(en)yl-L-Cysteinsulfoxid Alk(en)ylsulfensaure Brenztraubensaure
. -\ ‘\\\\O- . -\ \\\\\O_
2 +° +* R
R~ \H “h,0 R \S/
Alk(en)ylsulfensaure Alk(en)ylthiosulfinat
R= -CH3 5, n-C3H7 6 R= -CH3, n-C3H7
-CH=CH-CH; 7 -CH=CH-CH,4
-CH,-CH=CH, 8 -CH,-CH=CH,

Abbildung 3: Alliinase-katalysierte Reaktion von Cysteinsulfoxiden zur Bildung von

Thiosulfinaten, Brenztraubensaure und Ammoniak nach Krest et al.!*®
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Bedeutet ,R* die Allylgruppe (-CH,CH=CHy,), dann liegt das instabile und antibakterielle Allicin
10 vor, jene Verbindung, die dem Knoblauch den typischen Geruch und Geschmack verleiht.
Fir den Fall, dass ,R* der 1-Propenylgruppe (-CH=CHCH;) entspricht, lauft neben der
Biosynthese den Thiosulfinaten eine Konkurrenzreaktion ab, eine [1,4]-sigmatrope Umlagerung,
die zu der Bildung des tranenreizenden Faktors 9 ([Z]-Propanthial-S-Oxid, lachrymatory factor,
LF) fuhrt (Abbildung 4). Der tréanenreizende Faktor verursacht die Tranenbildung beim

Zerschneiden oder Zerdriicken den Zwiebeln und ist fur das Zwiebelaroma verantwortlich.

S
Zwiebel N verursacht Tranen

tranenreizender Faktor, LF 9

. .\ \\\\O
S*'é / verleiht typischen Geruch und
/\/ \s/\/ Geschmack

Allicin 10

Knoblauch

Abbildung 4: Der naturlich vorkommende tranenreizende Faktor 9 und Allicin 10.

Cysteinsulfoxide, die mit y-Glutamylpeptiden verknipft sind, kdnnen von dem Enzym Alliinase
nicht abgebaut werden und spielen damit keine Rolle bei der Geruchs- und

Geschmacksstoffbildung.” ¢!

1.6.3 Enzym Tranenfaktor-Synthase

Imai et al.*?!

publizierte 2002, dass fur das Entstehen des sogenannten tranenreizenden Faktors
9 ein bis dato unentdeckten Enzym verantwortlich ist. Das Enzym besteht aus 169 Aminosauren
und wurde Tranenfaktor-Synthase (Lachrymatory Factor-Synthase, LFS) genannt. Vor der
Isolierung des Enzyms wurde lange angenommen, dass die Bildung von 9 durch die Alliinase-
Reaktion!” spontan stattfindet. Die Tranenfaktor-Synthase katalysiert nur die [1,4]-sigmatrope
Umlagerung der unstabilen 1-Propenesulfensaure 7 zu dem [Z]-Propanthial-S-oxid 9 (Abbildung
8)_[49]

Im Jahr 2008 gelang Eady et al.® das Gen der LF-Synthase mittels Gen RNAI-Silencing aktiv
abzuschalten. Hierdurch entstanden genetisch modifizierte Zwiebeln mit einem veranderten
Aroma, welches dem siiRen Aroma der gekochten Zwiebel ahnelt. Die Hemmung der

LF-Synthase verursachte eine starke Veranderung in der Zusammensetzung der
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schwefelhaltigen  Verbindungen und flhrte Uberwiegend zur Bildung von 1-
Dipropenylthiosulfinaten, die u.a. zu “Zwiebelan-lsomeren®, Disulfiden und Dihydrothiophenen
weiter reagieren kénnen.! % !

Erst vor kurzem gelang Aoyagi et al®"! die Isolierung und Strukturaufklarung von bereits
berichteten von Eady et al. “Zwiebelan-Isomere®. Hierbei handelt es sich um Stereocisomerenver-
bindungen S-3,4-Dimethyl-5-hydroxythiolane-2-yl-1-propenethiosulfinate, die aus einem Thiolan-
und einem Thiosulfinat-Gerlst aufgebaut sind (Abbildung 5). Die isolierte Verbindung mit einer
(2R, 3R, 4R, 5R)-Stereokonfiguration wurde Cepathiolan A 11 genannt.

NH,

O =

/\/SWOH

3 )
s S
(o} OH XR) o}
| | oH
/\/S"‘ N /\/S X3—> (R S"'\/\
(R) (R)™>s”
9 7 11

Abbildung 5: Mechanismus zur Bildung von Cepathiolan A 11 nach Aoyagi et al.*"

In vitro zeigen die Cepathiolane thrombozytenaggregationshemmende und blutzuckersenkende
Wirkungen.

Um die enzymatischen Reaktionen reproduzierbar ablaufen lassen zu kdnnen, spielen u.a. die
Temperatur, Zeit und der pH-Wert eine entscheidende Rolle. Die Komplexizitat der Biosynthese
der niedermolekularen schwefelhaltigen Verbindungen ist nicht nur von diesen Reaktionen

abhangig, sondern auch von der Zusammensetzung der Cysteinsulfoxide.

1.6.4 Primare Aromakomponenten

Nach der enzymatischen Spaltung der (+)-S-Alk(en)yl-L-Cysteinsulfoxide 1 - 4 werden flichtige,

sehr reaktive Alk(en)ylsulfensauren 5 - 8 freigesetzt. Diese sehr reaktiven Komponenten kénnen
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Uber verschiedene Wege, abhangig von den Eigenschaften der organischen Reste R, R’ (-CHs,
n-C3H7, [E]- und [Z]-CH=CHCH;, -CH,CH=CH,) und physikalisch-chemischen Bedingungen,
sofort miteinander zu den primdren Aromakomponenten wie Thiosulfinaten und dem LF 9
reagieren (Abbildung 6, Abbildung 8).1° 2!

o-

+

S R'
Alk(en)ylthiosulfinate

Abbildung 6: Nachgewiesene Alk(en)ylthiosulfinate RSS(O)R’ in frischen Allium-Extrakten,
wobei R, R’= -CH3, n-CgH7, -CH=CHCH3, 'CHZCH=CH2, und R=R’.

Laut Ferary et al®?sind 25 chemische Strukturen, die Uber eine Sulfoxidgruppe (S*-O°)
verfigen, moglich. Alle von frischen Allium-Extrakten gewonnenen Thiosulfinate lassen sich in
vier Typen unterteilen: Gesattigte vom Typ RS(O)SR’, wobei R, R’= -CH; oder n-C3;H7; mono-
oder bis-B,y-ungesattigte Thiosulfinate CH,=CHCH,S(O)SCH;3;, CH,=CHCH,SS(O)CH; oder
CH,=CHCH,S(0O)SCH,CH=CH,; mono-a,B-ungesattigte von Typ [E]-CH;CH=CHS(O)SR oder
[E]-, [Z]-CH3CH=CHSS(O)R, R= -CHj3; oder -C3H; und gemischte o,p- und B,y-ungesattigte
Thiosulfinate von Typ [E]-CH;CH=CHS(O)SR oder [E]-, [Z]-CH;CH=CHSS(O)R, R= -
CH,CH=CH,.”

Allicin 10 wurde als das erste bis-B,y-ungesattigte Thiosulfinat aus dem Knoblauch von Cavallito
et all'" 1949 isoliert. Etwa 20 Jahre spéter berichtete Matikkala et al. (iber die Endeckung von
Dimethyl- 12 und Dipropylthiosulfinat 13, die nach einer enzymatischen Zersetzung aus (+)-S-
Methyl- 1 (Metthiin) und (+)-S-Propyl-L-Cysteinsulfoxid 2 (Propiin) in der Zwiebel entstanden
sein konnten.*

Wahrend gesattigte aliphatischen und allylischen Thiosulfinate langst isoliert werden konnten,
hat man mono-a,p-ungesattigte Thiosulfinate erst spater entdeckt, obwohl diese Substanzen
neben 9, 12 und 13 in frischen Zwiebel- und Knoblauchextrakten vorkommen. Im Jahr 1988
gelang Th. Bayer'¥ die Isolierung von [E]-, [Z]-Methyl-1-Popenylthiosulfinat 14 und [E]-, [Z]-
Propyl-1-Propenylthiosilfinat 16 aus dem lipophilen Extrakt der gelben Zwiebel durch
Flissigkeitschromatographie (Abbildung 7).
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o \S/\/ N X
[E]-14, -16 [Z]-14, -16

Abbildung 7: Mono-a,B-ungesattigten Thiosulfinate aus der gelben Zwiebel nach Bayer et al.,
R=-CHj3 (14) und n-CzH-; (16)

Die asymmetrisch substituierten Thiosulfinatsdureester 14, 16 wiesen auf die Anwesenheit der
Sulfoxidgruppe mit einer charakteristischen IR-Absorbtionsbande bei 1088 cm™ hin. Im
magnetischen Feld koppeln die olefinischen Protonen am C1- und C2-Atom in cis-Konfiguration
(Z-Konfiguration) mit 8,9 Hz, wobei zwischen den Methylprotonen am C3-Atom und dem
olefinischen Proton eine long range-Kopplung von 1.5 Hz beobachtet wird. Bei der frans-
Konfiguration (E-Konfiguration) Uberlagern sich die Signale beider Protonen an der
Doppelbindung zu einem System hoherer Ordnung. Die Forschergruppe wies auch die schnelle
cis/trans-lsomerisierung dieser Substanzen bei Raumtemperatur nach.!'

Zwei Jahre spater konnten 14 und 16 von Lawson et al. auch in Schalotten, Winterzwiebel,
Porree und Knoblauch nachgewiesen werden. Dorsch et al. zeigte 1989 die asthmaprotektiven
und entzindungshemmenden Eigenschaften der  Zwiebelextrakte, wobei die
Asthmaschutzwirkung wesentlich vom Gehalt an Thiosulfinaten abhangig ist. Da jedes
Thiosulfinat sein eigenes Wirkprofil besitzt, konnte die Forschergruppe den Wirkstoff mit der
hochster biologischer Aktivitat nicht benennen ' 1% %3

Eine Zuordnung der Allium-Pflanzen®™ *¥ nach der Art der Alkyl- (-CH; und n-CsH;) bzw.
Alkenylgruppen ([E]-, [Z]-CH=CHCH3; und -CH,CH=CH,) in den Thiosulfinaten RSS(O)R’ ist in
Tabelle 1 zusammengefasst. Thiosulfinate mit Propylgruppen sind in Schnittlauch,
Winterzwiebeln, Schalotten, Porree und Zwiebeln nachgewiesen worden. Obwohl die [E]- und
[Z]-1-Propenylgruppen in allen Allium-Pflanzen vorkommen, sind sie die vorherrschenden
Alkylgruppen in Zwiebeln und Schalotten. Von allen untersuchten Gewachsen enthalt der
Chinesische Schnittlauch Uberwiegend primare Aromakomponenten mit Methylgruppen.
Thiosulfinate mit Allylgruppen als Hauptkomponente sind beim Knoblauch, Elefantenknoblauch

sowie Barlauch anzutreffen.
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Alk(en)ylgruppe Allium-Spezies

-CHs; Chinesischer Schnittlauch, Barlauch, Zwiebel, Elefantenknoblauch,

Porree, Frihlingszwiebel, Schalotten, Schnittlauch, Knoblauch

n-CsH- Schnittlauch, Frihlingszwiebel, Schalotten, Porree, Zwiebel
[E]-, [Z]-CH=CHCH; | Zwiebel, Schalotte, Porree, Frihlingszwiebel, Schnittlauch,

Chinesischer Schnittlauch, Elefantenknoblauch, Barlauch

-CH,CH=CH, Knoblauch, Elefantenknoblauch, Barlauch, chinesischer Schnittlauch

Tabelle 1: Alkyl- bzw. Alkenylgruppen in den Thiosulfinaten in Allium Pflanzen, nachgewiesen
durch HPLC, NMR, GC-MS nach Block et al.™.

Die enzymatische Entstehung der primaren Aromakomponenten hangt von der Konzentration
und der Zusammensetzung der Alk(en)ylsulfensduren, dem pH Wert, der Temperatur, der

Polaritat des Extraktionsldsungsmittels sowie von den Verfahren der Extrakt-Gewinnung ab.

1.6.4.1 Primare Aromakomponenten im Schalottenextrakt nach Block

Die nachgewiesenen primaren Aromakomponenten und deren relative Konzentrationen im
frischen Schalottenextrakt sind nach Literaturangaben von Block et al® in der Tabelle 2
zusammengefasst. Aufgrund der schnellen stereochemischen Isomerisierung von mono-a, -
ungesattigten Thiosulfinaten (14, 16) sind deren Mengen als Summe von [E]- und [Z]-lsomeren
angegeben. 14 und 16 konnten mit einem typischen [E]:[Z]-Verhaltnis 2-3:1 als Mittelwert aus
Extrakt isoliert werden. Die Konzentration von Bisulfin 20 ist als prozentualer Anteil aller
Thiosulfinaten (TS) dargestellt. Der fliichtige LF 9 konnte aufgrund unterschiedlicher Verluste bei
der Aufarbeitung des Extraktes (u.a. seiner spontanen Zersetzung) nicht quantifiziert’® werden.

Seine Konzentration ist in geringen Mengen (<<<1%) angegeben.
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Substanz Relative Konzentration,
Massenprozent
CH3S(S)OCH; 12 9%
CH3CH,CH,S(S)OCH,CH,CH; 13 26%
[E]-, [Z]-CH3CH=CHS(S)OCHj; 14 15%
[E]-CH3;CH=CH(S)OSCH; 15 9%
[E]-, [Z]-CH3CH=CHS(S)OCH,CH,CHj; 16 22%
[E]-CH3CH=CH(S)OSCH,CH,CH; 17 14%
CH3CH,CH,S(S)OCH; 18 1.2%
CH3CH,CH(S)OSCH; 19 2.8%
CH3;CH,CH=S"-0" 9 <<<1%
“O-"S=CHCH(CH3;)CH(CH3)CH=S"-O" 20 0.2% TS

Tabelle 2: Relative Konzentrationen nachgewiesener primarer Aromakomponenten im frischen

Schalottenextrakt (in Mol-% bezogen auf gesamte Menge TS).[* >

1.6.5 Der tranenreizende Faktor

Die tranenreizende Wirkung, die beim Zerschneiden oder Zerdriicken der Zwiebel (Allium cepa
L.) auftritt, wurde schon mit der ersten Verwendung dieser Pflanzen festgestellt. Nach einer
Isolierung der tranenreizenden Vorlaufer Isoalliin 3 und 1-Propenylsulfensaure 7 von Spare und
Virtanen konnte 1965 dieses Phanomen chemisch aufgeklart werden. Der trédnenreizende
Faktor ist instabil und hydrolysiert zu Schwefelwasserstoff, freiem Schwefel und Propionaldehyd,
der spontan zu 2-Methyl-2-pentenal unter einer Retro-Aldolrkondensation reagiert.”! Diese
Carbonylverbindungen weisen eine augenreizende Wirkung auf. Nach Strukturaufklarung vom
tranenreizenden Faktor durch Virtanen et al. und Brodniz et al. publizierte Block et al. 1992
einen denkbaren Weg fiir seine Bildung aus der Vorstufe 3.1 °® Zuerst bildet sich die Schiff'sche
Base 21 aus dem geruchlosen Isoalliin 3 mit dem Pyridoxal-5’-Phosphat, wobei diese in der
katalytischen Tasche des Enzyms reversibel gebunden ist.”! Dort erfolgt die R-Eliminierung®®?,
die die C-S-Bindung spaltet. Die Tranenfaktor-Synthase ermdglicht anschlieRend der Zugang zu
9 (Abbildung 8) Uber eine katalysierte [1,4]-sigmatrope Umlagerung®® der 1-Propenyl-
sulfensaure 7. Das fllichtige LF geht in einer weiteren Reihe von Rreaktionen zur Bildung von

sekunderen Aromakomponenten u.a Cepaene ein und konnte lange Zeit nicht isoliert werden.
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Dieser Mechanismus ist allgemein anwendbar und beschreibt nicht nur die enzymatische
Zersetzung des Isoalliins 3 zu 7 und 9, sondern auch die Zersetzung von Methiin 1, Propiin 2
und Alliin 4 zu den entsprechenden Alk(en)ylsulfensauren 4, 6 und 8 und deren Kondensation
unter Wasserabspaltung zu Thiosulfinaten (12, 13, [E]-, [Z]-14, [E]-, [Z]-16 und 17).

1.6.6 Sekundare Aromakomponenten

Als Primarprodukte konnten neben dem tranenreizenden Faktor 9 hauptsachlich Thiosulfinate
nachgewiesen werden. Diese Organoschwefelverbindungen sind sehr reaktiv und reagieren
innerhalb weniger Stunden miteinander zu einer Vielzahl stark riechender schwefelhaltiger
Sekundarmetaboliten. Aus bis-1-Propenylthiosulfinat entstehen die zyklischen Disulfid-
verbindungen Zwiebelane 33 und 34. In Gegenwart von den entsprechenden Thiosulfinaten
kénnen 1-Propenyl- 7 und Allylsulfensaure 8 zu a-Sulfinyldisulfiden wie Cepaene und Cepaen-
Homologe 22 - 30 sowie Ajoene reagieren."* > %! Daneben entstehen noch Di-, Polysulfide und
Vinyldithiine.[ %]

Zusammen mit den primadren Aromakomponenten bestimmen die Sekundarenmetabolite den
Geschmack und den Geruch frisch zerschnittener Allium-Pflanzen. Anhand zahlreicher HPLC-,
LC/MS- und NMR-Untersuchungen von Bayer et al.!", Morimitsu et al.*® *° Block et al.”® *® und
Calvey et al® sind die natiirlich vorkommenden sekunddren Aromakomponenten, die in
Zwiebelextrakten nach der Alliinase-Reaktion isoliert werden konnten, in Abbildung 11 und
Abbildung 14 wiedergegeben.

Die primaren und sekundaren Aromakomponenten reagieren in der flissigen Phase zu stabilen
symmetrisch und asymmetrisch substituierten Di-, Polysulfiden und Thiosulfonaten mit Methyl-,
Propyl-, Propenyl- und Allylgruppen weiter.*> ¢"! Diese Verbindungen® konnten in den frischen

Allium-Extrakten nicht nachgewiesen werden.

1.6.6.1 Isolierung und Bildungsmechanismus der Cepaene

Eine Volksweisheit besagt, dass eine rohe Zwiebel (Allium cepa L.) den Schmerz und die
Entzindung lindert, wobei der Hustensaft, der aus der zerhackten Zwiebel gepresst wird,
Asthmasymptome reduziert und vielen anderen respiratorischen Krankheiten vorbeugt.®™®

Bei den Untersuchungen der Asthmaschutzwirkung von Zwiebelextrakten konnten von Th.

(41 1988 auRergewdhnliche Organoschwefelverbindungen entdeckt werden. Diese

Bayer
Inhaltsstoffe wurden aus der mehr hydrophilen Unterfraktion des Chloroform-Extraktes isoliert

und “Cepaene” genannt. Die Arbeitsgruppe um Wagner leitete den Namen “Cepaen® aus dem
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Artname ,cepa“ ab.*® ® Hierbei handelt es sich um drei Diastereisomerenpaare 29, [E]-30 und
[Z]-30, die Uber eine ahnliche Struktur der «-Sulfinyldisulfide verfligen (Abbildung 9, Abbildung
12).

Cepaene

Abbildung 9: Cepaene in Zwiebelextrakten nach Bayer et al.: 29, R= n-C3H7; [E]-30, R= [E]-
CH=CHCHg3; [Z]-30, R= [Z]-CH=CHCHs.

Die Molekile der Cepaene 29, 30 enthalten am Schwefelatom bei der Sulfoxidgruppe und am
Kohlenstoffatom in Stellung 5C zwei Stereozentren, wobei die Doppelbindung am C2-Atom nach
der Kopplungskonstante der olefinischen Protonen von 15.1 Hz trans-Konfiguration aufweist
(Abbildung 9, Abbildung 11). Die Diastereomerenpaare [E]-30 und [Z]-30 unterscheiden sich
auch in der geometrischen Konfiguration der Doppelbindung am C8-Atom (Abbildung 11). Uber
die Zuordnung zu einer stereochemischen Reihe (dd oder Il bzw. dl oder Id) konnte die
Forschergruppe anhand der chemischen Verschiebung der Protonen an dem C2, C3, C5 und
C1’-Atom keine Aussage treffen.'* "> %2 Sje vermuten auch, dass die Cepaene aus einem
ahnlichen Mechanismus, wie die Bildung von Ajoene aus Allicin im Knoblauch, entstehen

konnten.

Unabhangig von Th. Bayer aus der Arbeitsgruppe um Wagner beschrieben S. Kawakishi und Y.
Morimitsu einige Wochen spater die Identifizierung des Methyl-1-(methylsulfinyl)-propyldisulfids
22 im frischen Zwiebelextrakt als Inhibitor der Blutplattchen-Aggregation (Abbildung 10).°®!
Durch Mischen vom frischen Zwiebelsaft mit S-Alk(en)ylcysteinsulfoxiden 1 - 4 aus anderen
Allium-Spezies (u.a. Knoblauchsaft) konnte die Forschergruppe verschiedenartige Cepaene,
auch solche mit Allylgruppen, synthetisieren (Abbildung 12). Es wurde vorgeschlagen, dass die
Bildung von 22 Uber eine Interaktion zwischen [Z]-Thiopropanal-S-oxid 9 und Methansulfensdure

5 ablaufen kann.®
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22
Abbildung 10: Cepaene 22 im Zwiebelextrakt nach Kawakishi et al..

Im Jahr 1997 konnten von Calvey et al. mittels CO, Supercritical Fluid Extraction (SFE)
Cepaene im Extrakt einer zerkleinerten Zwiebel identifiziert werden. Aufgrund der Chiralitdt am
Schwefel- und Kohlenstoffatom ist jedes Cepaen als Gemisch aus zwei Diastereomerenpaaren
vorhanden. Durch die LC/MS- Untersuchungen ordnete Calvey at al. die Massen [MH"] m/z 185,
211, 237 und 238 den Diastereomerenpaaren 22, 24/28, 27/29, 30 zu.l*%

Die schnelle Cepaen-Bildung in den Zwiebel-Homogenaten wahrend der CO,-SF Extraktion
tragt zu der Aufklarung ihrer enzymatischen Entstehung bei. Laut Block et al. lauft die Bildung
der Cepaene in Zwiebelsaft unter einer carbophilen Addition von LF 9 an entsprechenden
Alk(en)ylsulfensauren 5 - 8 ab (Abbildung 11), wobei intermolekular-wasserstoffgebundenen o-
Sulfensduren 31 entstehen.” ® Es ist bekannt, dass die intramolekulare Wasserstoff-
Sauerstoffbindung die Sulfensauren stabilisiert. Eine weitere Umsetzung von 32 mit

Alk(en)ylthiosulfinaten fuhrt zu den Cepaenen 22 - 30.
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Abbildung 11: Enzymatische Entstehung von Cepaenen in Zwiebelsaft nach Block et al.. R, R,
R”= -CHs, n-C3Hy7, [E]-, [Z]-CH=CHCHj; sowie R'=R".

Die Entstehung von 16 Cepaenen sowie deren geometrischen Isomeren und Diastereomeren ist
moglich®, aber nur die Cepaene, die aus den 5 - 8 stammen, konnten in frischen
Zwiebelextrakten nachgewiesen werden. Die synthetischen Cepaene, nach Block et al. sind in
Abbildung 12 wiedergegeben.”® Die Cepaene 22 - 27 konnten durch Mischen von Zwiebel- und
Knoblauchsaft hergestellt werden.® %% € Mittels HPLC, LC-MS und CO,-SF Extraktion konnten

Cepaene 22, 24, 26 - 30 in frischen Extrakten isoliert werden.
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Abbildung 12: Synthetische Cepaene 22 - 30 nach Block et al.®®, die im Zwiebelextrakt (Allium
cepa L.) nachgewiesen werden konnten. Isoliert: Bayer et al.'"* [ (HPLC), Morimitsu et al.l*®
[l (HPLC), Calvey et al.® ' (CO,-SFE); Synthetisiert: Block et al.*®" 22 Morimitsu et a/.[°} [2°]

(Allium cepa L. und S-alk(en)yl-L-cysteinsulfoxid aus Allium sativum L. sowie Allium chinense).
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Abbildung 12: Synthetische Cepaene 22 - 30 nach Block et al.®®, die im Zwiebelextrakt (Allium
cepa L.) nachgewiesen werden konnten. Isoliert: Bayer et all'"® (HPLC), Morimitsu et al.l™
(HPLC), Calvey et al.l'¥ (CO2-SFE); Synthetisiert: Block et al.”®, Morimi

1.6.6.2 Erste Diskussionen uUber Identifizierung von cis-/trans-Cepaen
27

Mit der ersten Isolierung und MS-Fragmentierung von cis- und frans-6-Ethyl-4,5,7-trithia-2-

decen-7-S-oxid 27 befasste sich Morimitsu et al.®® am Ende des 20. Jahrhunderts.

(E}- [£]-27

Abbildung 13: Struktur der natlrlich vorkommenden Cepaene [E]- und [Z]-27 nach Morimitsu et
al.

Die Forschungsgruppe konnte beim Mischen vom Zwiebelextrakt mit S-Propyl-L-Cystein-
Sulfoxid das Stereocisomerengemisch 27 synthetisieren. Die Verbindung cis- und frans-27
wurden an einer Normalphasen-HPLC bei Detektion von 270 nm in geringer Menge isoliert,
wobei Uber eine einzelne Auftrennung der Stereoisomere nicht berichtet wurde. Durch EI-MS-
Untersuchungen diskutierten die Forscher teilweise die Fragmentierung des Gemisches und
ordneten 1992 den Molekiilpeak [M", 1.8] mit m/z 238 den Cepaenen 27 zu (Abbildung 13).

Im Jahr 1997 berichtete Calvey et al.®® tiber die Isolierung des Gemisches von geometrischen
Isomeren n-C;3;H;S(O)CH(CH,CH3)SSCH=CHCH; 27 mittels Uberkritischer Kohlenstoffdioxid-
Extraktion (SFE) aus dem Zwiebelextrakt. Die MS-Messungen im positiven lonisationsmodus
zeigten das Fragment m/z 239 [M+H]" mit einer relativen Intensitat von 4%. Durch Tandem-

Massenspektrometrie (MS/MS) konnte die Forschungsgruppe das lon [M+H]" mit m/z 147
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(MeCH=CHS,CHC,Hs") und [M+H]" mit m/z 105 (MeCH=CHS,") dem 27 zuordnen. Durch eine
enge Kooperation mit Block et al. wurden diese MS-Messungen mit den MS-Untersuchungen
der synthetischen Standards anschlieRend abgeglichen. Eine weitere Auftrennung des
Gemisches 27 bzw. eine Strukturaufklarung der einzelnen Naturstoffe anhand anderer

spektroskopischen Methode wurde nicht beschrieben.

1.6.6.3 Synthese von [E]-1-Propenyl-1-(propylsulfinyl)propyldisulfid
nach Block

Die publizierte Synthese und begleitende Analytik von Block et al® trugen 1997 zur
Strukturaufklarung von [E]-27 bei. Die Forscher chromatographierten mittels HPLC das
Reaktionsgemisch und bestimmten sein Isomerenverhéltnis von 1:2. Durch NMR-
Untersuchungen wurde die frans-Konfiguration an den Doppelbindungen beider Verbindungen
bewiesen, da die olefinischen Protonen mit 14.5 Hz bzw. 14 Hz koppelten. Die 'H-NMR Daten
zeigten unterschiedliche chemische Verschiebungen der einzelnen Methylenprotonen am C8-
und C11-Atom, da die beiden Atome sich in Nachbarschaft zweier Stereozentren befanden. Das
Vorhandensein der >S=0 Gruppe (v=1049 cm™) in der chemischen Struktur wurde mittels IR-
Absorption nachgewiesen.

Nebenbei berichtete Block et al. Uber die chemische Verschiebung der Methylenprotonen am
C6-Atom der Diastereomere [Z]-27 ['H: §=3.64 ppm (dd, 10.7 Hz, 4.1 Hz) und *C: §=73 ppm
bzw. 'H: $=3.50 ppm (dd, 11 Hz, 3.7 Hz) und "C: 8§=72.23 ppm)] kurz. Eine weitere

Strukturbeschreibung wurde nicht veréffentlicht.

Obwohl Morimitsu et al. und Calvey et al. die Cepaene 27 im Zwiebelextrakt nachweisen
konnten, wurden bis heute keine vollstandigen 'H- und '*C-NMR-Daten und einzelne MS-
Fragmentierung vom Naturstoff bzw. vom Naturstoffanalogon [Z]-27 publiziert. Eine Identifi-
zierung dieser Cepaen-Art aus anderen Allium-Spezies aulder der Allium cepa L. (Zwiebel)

wurde in der Literatur jedoch nicht beschrieben.

1.6.6.4 Zwiebelane

Aus zerkleinerten Allium-Gewachsen konnten lange Zeit keine bis-a,p-ungesattigten
Thiosulfinate isoliert werden, obwohl das bis-B,y-ungesattigte Thiosulfinat Allicin 10 im

Knoblauch langst bekannt und seine Biosynthese von unterschiedlichen Gruppen umfangreich
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beschrieben wurde.['> " 4"} Der Grund dafiir ist die schnelle Umwandlung der sehr reaktiven
bis-a, B-ungesattigten Vorlaufer unter Bildung von Zwiebelanen 33 und 34.°

Neben der Untersuchung von antiasthmatischer Wirkung der Zwiebelextrakte wurden von Th.
Bayer!"! 1988 zwei biologisch aktive Bicycloverbindungen als farblose Ole isoliert. Das
Stereoisomerengemisch 33/34 zeigte im humanen plattchenreichen Plasma (PRP) bei Konzen-
trationen von 0.1-1.0 mg/mL eine 65-90%ige Inhibierung der thrombininduzierten Thromboxan-
B,-Biosynthese (TXB,-Biosynthese).!'* ¢!

Diese Organoschwefelverbindungen wurden nach dem deutschen Wort ,Zwiebel“ genannt und

erhielten die entsprechenden Trivialnamen cis- und trans-Zwiebelan:'

O- O-
cis-Zwiebelan 33 trans-Zwiebelan 34
cis-2,3-Dimethyl-5,6- trans-2,3-Dimethyl-5,6-

dithiabicyclo[2.1.1]hexan-5-oxid dithiabicyclo[2.1.1]hexan-5-oxid

Abbildung 14: Aus Allium cepa-Extrakten isolierte Zwiebelane.®

Vier Isomere von 33 und zwei von 34 sind moglich. Aufgrund der Kernspinresonanz-
spektroskopie-Studien mit “shift reagent® Eu(fod); und aromatischen Ldsungsmittel (CgDe)
wurden von Th. Bayer et al.®! die Strukturen der beiden Stereoisomeren (1, 2¢, 3 @, 4 o, 55)-
und (£)-(1 ¢, 2 ¢, 3 B, 4 «, 5 p)-2,3-Dimethyl-5,6-dithiabicyclo[2.1.1]hexan-5-oxid entsprechend
flr cis- und trans-Zwiebelan vorgeschlagen.

Aufgrund der Zusammenarbeit zwischen Block et al.'! und der Arbeitsgrupe um Wagner et al.’*®
wurde parallel mit den stereoselektiven Synthesen vom [E, E]-, [Z, Z]- und [E, Z]-1-Propenyl-
1-propylthiosulfinat 36 auch der vermutliche Mechanismus fir die Bildung der Zwiebelane, die
beim Zerschneiden von Zwiebeln entstehen kdnnen, dargelegt (Abbildung 15). Dies entspricht
der Allicin-Bildung im Knoblauch, wobei die Thiosulfinate 36 aus Isoallin 3 enzymatisch

enstehen. Der Thiosulfinat 36 reagiert ungewdhnlich leicht unter einer [3,3]-sigmatropen
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Umlagerung zu der Schlisselverbindung Butandithial-S-Oxid 37 weiter. Diese Reaktion verlauft
analog zu der Thio-Claisen-Umlagerung. Aufgrund der schwachen S-S-Bindung lauft sie leicht
ab und uber eine intramolekulare [2+2]-Cycloaddition des Oxids 37 ist der Zugang zu cis- und
trans-Zwiebelan ermdglicht. Eine intramolekulare 1,3-Dipolarcycloaddition des Butandithial-S-
oxides 37 fuhrt schliel3lich zum Dithia-3-oxobicyclo[2.2.1]heptan 38, wobei sich die Thial-S-Oxid-
Gruppe (C=S*-0") als 1,3-Dipol und die Thial-Funktion (C=S) als 1,3-Dipolarophil beteiligen.
Eine weitere heterolytische oder wenig denkbarer homolytische Umlagerung des 38 uber den

Ubergangszustand 39 erlaubt den Zugang zur Verbindung 33 und 34.
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Abbildung 15: Vermutlicher Mechanismus der Bildung der Zwiebelane 33/34 Uber eine
intramolekulare [2+2]-Cycloaddition nach Block et al.®® und Wagner et al.”*®
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1.6.6.5 Synthese der Zwiebelane nach Block

Im Jahr 1996 beschrieb Block et al.*® die stereospezifische Synthese von den Bis-(1-Propenyl)-
disulfiden 35. Wahrend [E, E]- und [Z, Z]-35 bei der direkten Oxidation von Lithium-1-propen-
thiolat ([E]-40, [Z]-40) synthetisiert wurden, erfolgte der Zugang zu [E, Z]-35 Uber eine indirekte
Route.

Nach Addition von Methansulfonsaurechlorid zu [E]-40 bzw. [Z]-40 in Diethylether bei -78 °C,
und rasche Erwarmung auf 5 °C und Aufarbeitung der Reaktion konnten [E, E]- und [Z, Z]-35 in
einer 82%igen bzw. 72%igen Ausbeute isoliert werden. Hierbei lag die Sterecisomerenreinheit
bei >95% (Abbildung 16).

/\/SLi - . /\/S\S/\/

[E]-40 2 eq MsCl [E,E]-35; 82%

Et,0
\ SLi \
2%

[Z]-40 [Z,Z]-35; 7

Abbildung 16: Stereospezifische Synthese von [E, EJ- und [Z, Z]-Bis-(1-Propenyl)-disulfid 35

nach Block et al.

Die Reaktion zwischen Kaliumsalz von Lithium-[E]-1-Propenthiolat 41 wund [Z]-1-
Propenylmethanthiosulfonat 42 fihrte zu [E, Z]-35 mit einer Ausbeute von 60% (Abbildung
17).1°°]

e P N /\/S\S N

[E]-41 [Z]-42 [E.Z]-35, 60%

Abbildung 17: Stereospezifische Synthese von [E, Z]-Bis-(1-Propenyl)-disulfid 35 nach Block et

al.
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Diese Syntheserouten beschreiben die Simplizitdt und die Stereospezifikation der Reaktion bei

der Herstellung von a, B-ungesattigten Disulfid-Derivaten.

Die [E, Z]-, [E, E]- und [Z, Z]-Bis-(1-Propenyl)-disulfide 35 sind die Schllisselverbindungen der
Zwiebelan-Synthese. Wahrend [E, E]-35 und [Z, Z]-35 bei RT relativ stabil sind, isomerisiert
[E, Z]-35 spontan zu einem Gemisch aus allen drei Isomeren. Die Isomere lassen sich Uber
Flissigkeitschromatographie trennen. Die Monooxidation von Bis-(1-Propenyl)-disulfid 35 mit
Peroxyessigsaure bei niedriger Temperatur (-40 °C) und die anschlieRende Erwarmung auf 8 °C
und schnelle Aufarbeitung des Reaktionsgemisches liefern das cis- und trans-Zwiebelan 33/34
in einer Gesamtausbeute von 20% und einer Selektivitat von Z/E 2/3 (Abbildung 15).°® Block et
al. zeigte, dass aus [E, EJ- und [Z, Z]-Bis-(1-Propenyl)-disulfid das trans-Zwiebelan 34 und aus
[E, Z]-Bis-(1-Propenyl)-disulfid das cis-Zwiebelan 33 synthetisiert werden konnte. Bei der
niedrig-temperierten Sulfoxid-Thio-Claisen-Umlagerung des Thiosulfinats 37 kénnen neben den
Zwiebelanen, Verbindungen mit einem Heterobicyclo[2.2.1]heptan-Gerlst 38 entstehen. Bei der
Oxidation von [E, Z]-35 kann der Thiosulfinat-Sauerstoff im Ubergangszustand entweder
pseudoaxial oder pseudodquatorial schlieBlich ausgerichtet sein. Daraus folgt die Bildung in
etwa gleichen Mengen von 33 und 38. Die schwache S-S-Bindung beglnstigt die Umlagerung
des Ubergangszustandes bei der Monooxidation von [E, E]-35. Die anschlieBende Cyclisierung
durch die hohe Reaktivitdt der Thialgruppe als 1,3-Dipolarophyl erleichtert den Zugang,
bevorzugterweise, zu Heterobicyclo[2.2.1]heptan 38. Bei der analogen Oxidation von [Z, Z]-35
fuhrt dagegen die cis-Doppelbindung zu einem Ubergangszustand, bei dem der Thiosulfinat-
Sauerstoff pseudoaquatorial ausgerichtet ist. Durch die [E]-Geometrie der C=S*-O"-Gruppe wird

die intramolekulare [2+2]-Cycloaddition, die zu 34 filhrt, begiinstigt.!® ®®

Bei der Monooxidation von [E, Z]-, [E, E]- und [Z, Z]-Bis-(1-Propenyl)-disulfid 35 wird die
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung in allen drei Fallen vollig stereoselektiv geknlpft, wobei die
Reaktion zu verschiedenen Ringsystemen, wie Heterobicyclo[2.2.1]hexan-System (33, 34)

sowie zu Heterobicyclo[2.2.1]heptan-System 38 fiihrt.

38
Abbildung 18: Heterobicyclo[2.2.1]heptan-System 38.
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1.6.6.6 Das Bissulfin: (Z,2)-(x)-2,3-Dimethylbutandithial S,S’-Dioxid

Uber den ersten Bis(thial-S-Oxid) wurde von E. Block und Th. Bayer im Jahr 1990 berichtet. Das
zweite natirlich vorkommende Dimer 20 konnte als farbloser Feststoff aus dem Zwiebelextrakt
durch Saulenchromatographie isoliert und mit Hilfe seiner spektroskopischen Eigenschaften
sowie seiner Synthese identifiziert werden.®* ¢ % Das Bissulfin wurde durch Normalphasen
LC/UV von Block et al.® quantitativ bestimmt. Im Jahr 1997 berichtete Calvey et al.*”, dass das
Bissulfin 20 mit einer Masse [MH'] von 179 auch im CO,-SFE-Extrakt mittels LC-APCI-MS

gefunden werden konnte.

.
N
FS——
-/
(@)
20

Abbildung 19: (Z,2)-(x)-2,3-Dimethylbutandithial S,S’-Dioxid 20.

1.6.6.7 Die Deoxycepaene

In destilierten Olen von Schalotten und Winterzwiebeln konnten a-Sulfinyldisulfide 43

nachgewiesen werden.*® ¢

S S R'

R N7

Desoxycepaene 43

Abbildung 20: “Deoxycepaene* in Olen von Zwiebeln nach Block et al.®! R, R’= -CHjs, -C,Hs und
_CH=CHCHb).

Die sauerstofffreien Analogverbindungen der Cepaene, Alk(en)yl-1-[alk(en)ylthio]propyldisulfide,
wurden von Block et al.'”! als ,Deoxycepane” benannt. Es ist unbekannt, ob diese Verbindungen

durch Deoxygenierung von Cepaenen oder auf vollig andere Art und Weise gebildet werden.



28 1. Einleitung

1.7 v-Glutamyl-Cysteinsulfoxide

Bis heute sind mehr als 20 schwefel- und selenhaltigen y-Glutamylpeptide der Gattung Allium
identifiziert worden.** " Sie werden als Speicherform von Stickstoff, Schwefel und Selen in den
Pflanzen, aber auch als Zwischenprodukt bei der Biosynthese von S-Alk(en)yl-Cysteinsulfoxiden
bzw. Se-Methyl-Selenocystein angesehen.®* " Die bedeutensten Vertreter von y-Glutamylpep-

tiden sind in Abbildung 21 wiedergegeben.[’

COH O

+-III|OI

S COOH , R= -CH=CH-CH; 44
R -CH,-CH=CH, 45

Irz

NH,

Abbildung 21: y-Glutamyl-trans-S-1-Propenylcysteinsulfoxid 44 in Zwiebel und y-Glutamyl-S-2-

Propenylcysteinsulfoxid 45 in Knoblauch.

Die Hemung der Resorption der Knochnesubstanz von 44 wurde bereits von Herbert et al.

untersucht. y-Glutamylpeptid 45 zeigte eine cholesterinsenkende Wirkung.!"!

Das Enzym y-Glutamyl-Transpeptidase transferiert die y-Glutamyl-Gruppe von y-Glutamylpep-
tiden zu den Aminosauren oder den anderen Peptidvorstufen, wobei als Produkte dieser

Biosynthesewege die S-Alk(en)yl-Cysteinsulfoxide gespalten werden kénnen.[™

1.8 Selenverbindungen

Allium Spezies kénnen eine beachtliche Menge Selen aus dem Erdboden aufnehmen und
speichern. Selen wird als Alternative zu Schwefel in Aminosduren eingebaut, die zu
Selenocystein-Derivaten weiter reagieren kdnnen.** 4

Durch die Anreicherung von Selen in Pflanzen aus den Se-reichen Boden nimmt signifikant die
Wirkung von Zwiebel- und Knoblauchextrakten bei der Pravention und der Hemmung von
Krebserkrankungen zu. Im Jahr 2004 berichtete Auger et al®¥ iber die Isolierung von
Selenomethionin, Selenosystein und Se-Methyl-L-Selenocystein 46 aus Zwiebel und Knoblauch,
wobei das Se-Methyl-L-Selenocystein 46 und das y-Glutamyl-Se-Methyl-L-Selenocystein 47

Uber eine hohere Anti-Krebs-Aktivitdt im Vergleich zu den Schwefel-Analoga verfugen



1. Einleitung 29

(Abbildung 22). EI-Bayoumy et al.”® beschrieb 2006 in vivo die starke chemopréventive Wirkung

der synthetischen Diallylselenide gegen Brustkrebs bei Mausen und Ratten.

(@) NH2 0
//,,'
e N OH = OH
o) o)
e
47

Abbildung 22: Das natirlich vorkommende Se-Methyl-L-Selenocystein 46 und y-Glutamyl-Se-
Methyl-L-Selenocystein 47.

1.9 Weitere wirksame Inhaltsstoffe der Arten der Gattung Allium L.

1.9.1 Phenole und Flavonoide

Die entdeckten antioxidativen Eigenschaften der Allium-Pflanzen lassen sich nicht nur durch die
schwefelhaltigen Verbindungen erklaren. Mit ihrer Polyphenolstrukturen spielen auch
Flavonoide, Hydroxyzimtsaure- und Phenolsaure-Derivate bei diesen Eigenschaften eine
entscheidende Rolle.”™ Einige Flavonoide aus der Gruppe der Chalkone, Flavonole und
Anthocyane wurden aus den Zwiebeln der Gattung Allium isoliert.’” "

Schalotten sind die einzigen Allium-Arten, die das Chalkon Isoliquiritigenin 48 enthalten.
Isoliquiritigenin hat eine starke Antioxidationswirkung und hemmt die Zellproliferation in
menschlichen Leber- und Lungenkrebszellen."® In der Zwiebel kommen iiberwiegend die
Flavonole Quercetin 49 und seine Glykosid-Derivate, Rutin, Kaempferol und Isorhamnetin sowie

die Anthocyanidin-Derivate vor.!"®#"



30 1. Einleitung
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Abbildung 23: Isoliquiritigenin 48 aus Schalotten (Allium cepa var. Aggregatum) und Quercetin

49 aus der Zwiebel (Allium cepa L.).

1.9.2 Neuartige Proteine

Im Jahr 2002 isolierten Wang et al.®"! das Peptid Ascalin mit einem Molekulargewicht vom 9.5
kDa aus den Schalotten-Zwiebeln. Ascalin inhibiert das Myzelwachstum vom Botrytis cinerea-
Pilz und hemmt die menschliche reverse Immunschwachevirus-Type 1 (HIV-1)-Transkriptase mit
einem sehr niedrigen ICsp-Wert von 10 uM. Das isolierte Peptid Allicepin®® aus den
Zwiebelsamen wirkt gegen pflanzenschadige Pilze Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,
Mycosphaerella arachidicola und Physalospora piricola. Das Knoblauchprotein Alliumint®! wirkt
zum einen antimikrobiell und zum anderen antiproliferativ. Alliumin hat ein Molekulargewicht von
13 kDa.

1.9.3 Fruktane

Die Fruktane sind die Speicherform von Kohlenhydraten in Zwiebeln der Allium-Pflanzen. Die
Fruktane sind Polysacharide, die vollstindig aus Oligofructose-Einheiten aufgebaut sind.®* In
den Schalotten bzw. in der Zwiebel liegt der Polymerisationsgrad bei bis zu 18
Zuckereinheiten.® Im Knoblauch ist der Polymerisierungsgrad bedeutend héher und liegt bei
bis zu 60 Einheiten."® Die Kohlenhydraten sind fiir die Aromabildung und fiir den
SiiRegeschmack einiger Allium-Arten verantwortlich.”® Die Fruktane kénnen in dem Diinndarm
nicht verdauen werden und sind eine Energiequelle flr die bakterielle Synthetisierung der

B-Fruktosidase [EC 3.2.1.26] im Blinddarm.® Laut Muir et al.® kénnen Polysacharide, die einen
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hoheren Polymerisationsgrad besitzen, unerwinschte gastrointestinale Nebenwirkungen

auslosen.

1.9.4  Steroidsaponine

Die Steroidsaponine sind in Allium-Pflanzen sehr weit verbreitet und bisher konnten Spirostanol-
und Furostanolglykoside aus diesen Gewachsen isoliert werden.”® Bezogen auf das
Trockengewicht in den Speicherorganen enthalt Knoblauch 0.3-1.1% Saponine. Die vielfaltigen
Wirkungen® der Knoblauch-Steroidsaponine sind bereits nachgewiesen. Sie umfassen u.a.
hamolytische, antiparasitare und fungizide, cytotoxische und Cholesterin senkende

Wirkungen!®.,

1.9.5 Vitamine, Mineralstoffe und biologische Elektrolyte

Eine weitere Reihe von bioaktiven Inhaltstoffen besteht aus verschiedenen Vitamine der B-
Komplex Gruppe wie Thiamin (B), Riboflavin (B,), Pyridoxin (Bs), Biotin, Nikotin-, Fol-, und
Pantothensaure, Vitamin A (Retinoide), Vitamin C (Ascorbinsdure) sowie Apfel- und Zitronen-

saure, die aus den Extrakten der Allium-Arten isoliert werden konnten.['® 30331

In Allium-Pflanzen sind aulerdem eine Vielzahl an Mineralstoffen und biologishen Elektrolyten
u.a. Manganesium, Kupfer, Eisen, Magnesium, Kalzium bzw. Kalium und Natrium, enthalten
(United States Department of Agriculture (USDA), National Nutrient data base, Agricultural

Research Service).

1.9.6 Wasser

Der Wassergehalt von frischen Zwiebeln betragt ca. 90 % und vom Knoblauch ca. 65%.
Abhangig von Anbauort, Transport- und Lagerungsbedingungen sowie Verarbeitung, kann der

Wassergehalt zwischen den pflanzlichen Proben variieren.
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1.10 Einsatz chromatographischer Trennverfahren bei der

Isolierung von Naturstoffen

Chromatographische Trennverfahren nehmen eine zentrale Stellung in der Analytik und
Auftrennung komplexer Substanzgemische u.a. Extrakte ein. Zusammen mit der multidimen-
sionalen Kernspinresonanzspektroskopie und der hochauflésenden Massenspektrometrie als
Kopplungstechniken bildet heute die Chromatographie eine eigenstandige Methodik, nicht nur
zur quantitativen Analyse, sondern auch zur Identifizierung und Strukturaufklarung von
Naturstoffen, auch wenn weniger als ein Milligramm Substanz isoliert werden kann.

Als Chromatographie wird die analytische sowie praparative Auftrennung von Zwei- oder
Mehrkomponentensystem durch Transport- und Verteilungsvorgange an der Grenzflache zweier
nicht miteinander mischbarer Phasen bezeichnet. Die stationdre Phase besteht aus einem

hochpordsen Tragermaterial, das von der mobilen Phase (Eluent) durchstréomt wird. ¢ 871

Neben der Flissigkeitschromatographie (LC) gibt es als chromatographische Trennungs-
methode fir eine schnelle und grobe Extraktfraktionierung die radiale Duinnschichtchro-
matographie. Die beiden Trennverfahren werden in der vorliegenden Arbeit weiterhin

berlcksichtigt.

1.11 Flussigkeitschromatographie

Vor allem wegen ihrer besseren Trennleistung und der Moglichkeit, die Inhaltsstoffkonzentration
quantitativ zu bestimmen, wird die Hochleistungsflissigkeitschromatographie HPLC (ein Teil der
LC) als Trennmethode zur chromatographischen Identifizierung und Isolierung der pflanzlichen
Inhaltsstoffe eingesetzt. Die Pflanzenextrakte bestehen aus Produkten des Primar- bzw.
Sekundarstoffwechsels. Diese strukturell ahnlichen Verbindungen gehéren meistens zu einer
bestimmten Substanzklasse und zeichnen sich durch eine hohe chemische und strukturelle
Komplexitat aus. Dabei fuhrt die Auftrennung der Extrakte normalerweise zu sehr komplexen
Chromatogrammen. Hierbei liefert die notwendige Gradientenelution eine bessere Auftrennung

aufgrund der groRen Polarititsunterschiede der Substanzen innerhalb der Probe. ¢ &"]

Mittels HPLC kénnen schwer- oder nichtfliichtige, stark polare oder ionische, als auch thermisch
labile und leicht zersetzliche Substanzen chromatographiert werden. Der Trennerfolg hangt von

der richtigen Auswahl der chemischen Natur der stationaren Phase, der Zusammensetzung der
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mobilen Phase und auch von den Kenntnissen Uber chemische Struktur und Eigenschaften der

zu trennenden Substanzen ab.?**

1.11.1 Prinzip der linearen Adsorptionschromatographie

In der analytischen Chromatographie werden nur kleine Probenkonzentrationen auf die
Trennsaule aufgebracht. Dies ermoglicht bei kurzer Analysezeit eine effiziente Stoffauftrennung.
Die von dem Detektor erfassten Peaks besitzen eine Symmetrie, die die lineare und
mathematische Beschreibung der Verteilungsgleichgewichte der Stoffe zwischen der mobilen
und stationaren Phase definiert. Deshalb wird dies auch als lineare Chromatographie

bezeichnet.[86'89’ o1

Zur Beschreibung des chromatographischen Trennprozesses werden einige grundlegende
Definitionen wiedergegeben. #6891

Zum Zeitpunkt t=0 wird direkt am Saulenanfang das zuvor geldste, zu trennende
Substanzgemisch auf die mobile Phase gegeben. Die eluierten Substanzen werden von der
mobilen Phase durch die Saule transportiert. Wahrend dieses Transportes gehen die zu
trennenden Molekile unterschiedlich starke Wechselwirkung mit der stationaren Phase ein,
wobei sie sich verschieden lange an der Oberflache der stationdren Phase aufhalten. Ein
Molekiil wechselt mehrmals vom Eluenten an die stationére Phase und zuriick.®%°]

Die getrennten Komponenten verlassen nacheineander die Trennsaule und werden aufgrund
ihrer physikalischen oder chemischen Eigenschaften vom Detektor erfasst. Der Detektor wandelt
das stoffspezifische Signal eines Molekils in ein elektrisches Signal um. Diese elektrischen
Signale werden von einem Schreiber in Abhangigkeit von der Zeit als Chromatogramm (Peaks)
dargestellt Die Peaks liefern, in Form von Gaulverteilungen, qualitative und quantitative
Information Uber das untersuchte Stoffgemisch. Die Retentionszeiten der Peaks geben die
qualitative Information, da die Retentionszeit einer Komponente bei gleichen chromatogra-
phischen Bedingungen immer gleich grol} ist. Die Peakflache liefert die quantitative Information

Uiber der Zusammensetzung des Gemisches und ist proportional der injizierten Stoffmenge.5%°]

Das Chromatogramm liefert Informationen Uber den Verlauf der Trennung auf der Saule
zwischen der Probenaufgabe und Detektion.®5%% 91 Abbildung 24 stellt ein Chromatogramm von
drei Substanzen dar, von denen eine keine Wechselwirkung mit der stationaren Phase zeigt. Die
Elution einer Komponente, die in keine Wechselwirkung mit der stationdren Phase tritt und somit

durch das chromatographische Bett gespiilt wird, ergibt die Totzeit t, der Saule.®58!
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Detektorsignal [mV]
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Abbildung 24: Das Chromatogramm eines Gemisches aus drei Komponenten.

Die Komponenten 1 und 2 werden nach dem Totzeitpeak zu den Zeiten fz; und tg, eluiert und
vom Detektor als Peaks erfasst. Diese Zeiten nennt man Retentionszeiten. Retentionszeit tz;
entspricht der Zeit von der Injektion bis zum Eluation des Maximums des Peaks. Zwei
verschiedene Komponenten werden voneinander getrennt, wenn ihre Retentionszeiten nicht
gleich gro3 sind. Die Differenz zwischen Retentionszeit fg und Totzeit f, ist als

Nettoretentionszeit t'’r; bezeichnet:
tri=tri —to- (1.1)

Eine Komponente wird spater eluiert, desto langer sie an der stationaren Phase aufhalt.
Ein MaR fiir die Retention einer adsorbierbaren Substanz ist der Kapazitatsfaktor k, der als

Quotient aus Nettoretentionszeit und Totzeit definiert wird:

k'izmzti_ (1.2)
ty ty

Der Kapazitatsfaktor ist von der Lange der Trennsaule und der Flussgeschwindigkeit des

Eluenten unabhangig.’®”!
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Die Trennung eines bindren Systems kann mit dem Trennfaktor « beschrieben werden:

Ky try te—to .. _,.
p=o2=RE_RETO e (1.3)
k1 tR1 tR1_t0

Der Trennfaktor definiert die Selektivitdt des chromatographischen Systems. Zwei Substanzen

werden voneinander nicht getrennt, wenn ihre Kapazitatsfaktoren gleich grof3 sind.
Zur Qualifizierung der Trennung zweier Komponenten sollen nicht nur die Peakmaxima, sondern

auch die Peakflachen voneinander getrennt werden. Dabei lasst sich die Auflésung R zweier

benachbarter Peaks durch die Breiten der Peaks w, 5 auf halber Hohe hy s berechnen:

R-1§_tre"lr1 (1.4)
Wos1tWoso

Eine Aufldsung von R=1.25 ist flr die analytische Trennung ausreichend.

Detektorsignal [mV]

0.5

Zeit [min]

Abbildung 25: Parameter eine Gaul3kurve.

Die Bodenzahl N charakterisiert die Leistungsfahigkeit der Trennsaule. Die Anzahl der

theoretischen Boden fur einen gaul3férmigen Peak kann mit der folgenden Gleichung definiert

werden:®”]
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2
N=5.54( r J . (1.5)
Wos

Zur Bestimmung der Trennleistung einer chromatographischen Saule wird die zeitliche

Peakbreite wy s auf halber Hohe des Peaks verwendet. (Abbildung 25)

Eine Saule mit groRer Anzahl der theoretischen Béden kann auch Komponenten trennen, die

sich in ihrem Trennfaktor nicht stark unterscheiden.

1.11.2 Phasensystem in der Adsorptionschromatographie

Nach der Art der stationdren Phasen, der eingesetzten Eluenten und der Art der
Wechselwirkung zwischen stationdrer Phase und den zu trennenden Stoffen lassen sich
verschiedene Arten der chromatographischen Trennung unterteilen. Neben der
Adsorptionschromatographie, die weiterhin in der Dissertation berlcksichtigt wurde, existieren
die Flussig-Flussig-Verteilungschromatographie, die Ausschlusschromatographie und die
Chromatographie durch ionische Effekte.%%°]

In der Adsorptionschromatographie wird zwischen zwei Typen von Phasen, dem Normalphasen-
und Umkehrphasen-System unterschieden. Das Phasensystem in der Normalphasen-
Chromatographie (NP) besteht aus einer polaren stationdren (Siliciumdioxid) und einer
unpolaren mobilen Phase. Die Molekile der mobilen Phase und der zu trennenden Substanzen
treten mit den freien Hydroxylgruppen (Silanolgruppen) des Kieselgels in Wechselwirkung. Um
unpolare bis mittelpolare Moleklle zu chromatographieren, wird eine relativ unpolare mobile
Phase wie z.B. Hexan verwendet. Eine unpolare mobile Phase eluieren langsamer als eine
starker polare, wobei die Retention mit zunehmender Polaritét steigt.[®¢%!

Die chemische Umsetzung der freien Silanolgruppen mit Kohlenwasserstoffketten fihrt zur

Umkehrung®”!

der Polaritait der stationaren Phase. Hierbei spricht man von
Umkehrphasen-Chromatographie (Reversed-Phase-Chromatoraphie, RP). Neben der am
haufigsten verwendeten stationaren Phase Octadecylsilan (ODS, C-18-Ketten [RP-18]) werden
auch C-8-Ketten [RP-8] oder kirzere Alkylketten, sowie Cyclohexyl- und Phenylgruppen
eingesetzt. Als mobile Phase werden polare Lésungsmittel wie z.B. Wasser, wassrige
Pufferldsungen, Methanol und Acetonitrii verwendet, um polare Molekile zu trennen. Die

Moleklle treten in Wechselwirkung mit einer sehr unpolare Grenzflache der stationaren Phase.
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Dabei nimmt die Retention mit zunehmender Alkyllange den eingefugten Alkylresten zu und mit

steigender Polaritat ab.’%%

Molekule, die sich nur in ihrer sterischen Struktur unterscheiden, lassen sich gut durch

Adsorptionschromatographie trennen.

1.11.3 LoOsungsmittelgradienten

Die Auftrennung der Extrakte macht es erforderlich die chromatographischen Bedingungen
wahrend des Prozesses zu verandern, d.h. die sogenannte Gradientenelution anzuwenden. In

vorliegender Arbeit wurden hauptsachlich Losungsmittelgradienten betrachtet.

Die Lésungsmittelgradienten® 4 kénnen nach der Anzahl der beteiligten Eluenten oder nach
der zeitlichen Veranderung der Ld&sungsmittelzusammensetzung klassifiziert werden. Bei
bindren Losungsmittelgradienten verwendet man in der Regel eine Mischung aus einem polaren
und einem unpolaren Losungsmittel, wobei die Elutionskraft der Mischung durch den Anteil des
polaren Lésungsmittels gesteuert wird. Durch Variation dieser Elutionskraft gelingt es, dass gut
adsorbierte  Komponenten nicht gleich schnell bzw. konzentriert eluiert werden. Die
chromatographische Trennung zweier Komponenten unter Einsatz eines linearen Gradienten
(durchgezogene Linien) und bei isokratischen Bedingungen (punktierte Linien) ist in Abbildung
26 schematisch dargestellt.”%

Unter isokratische Arbeitsweise werden die chromatographischen Bedingungen wie Zusammen-
setzung der mobilen Phase, Druck und Temperatur, im Vergleich mit der Gradientenelution

konstant gehalten.®”

Als Alternative ist neben dem linearen Gradienten ein einfacher stufen Gradient illustriert
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Einfluss eines linearen Gradienten auf den Verlauf der chromatographischen

Trennung zweier Komponenten.

1.11.4 Kalibrierung des UV-Detektors

Die quantitative Bestimmung der komplexen Zusammensetzung der Extrakte bendétigt die
Anwendung von Kalibrationstechniken mit internen oder externen Standards. Die externen
Standards (Referenzsubstanzen) werden aus Pflanzenextrakten isoliert, nach bekanten
Methoden synthetisiert oder eingekauft. Ein ganz definierter interner Standard wird eingesetzt,
wenn er ahnlichen Eigenschaften wie die Probe in Bezug auf Probenvorbereitung, Detektion und

chromatographische Trennung besitzt.1%¢ 8791

Zur quantitativen Bestimmung der Zusammensetzung einer komplexen Matrix muss ein UV-
Detektor mit der entsprechenden Komponente (interner oder externer Standard) genau
bekannter Konzentrationen kalibriert werden. Diese Detektorkalibrierung fuhrt zur Ermittlung
eines funktionellen Zusammenhangs zwischen der Substanzkonzentration und dem
Detektorsignal, wobei der Anstieg der Funktion dem stoffspezifischen Kalibrationsfaktor k¢

entspricht.[®® 8791

Als Detektorantwort entsteht bei jeder Injektion ein Peak, der als Signal S [mV] Uber die Zeit

erfassen wird. Das aufléste Signal wird Gber die Peakflache als Menge dargestellt und bestimmt
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die Detektorempfindlichkeit. Die Konzentration cj; der jeweiligen LOsung wird mit dem

Injektionsvolumen V;,; multipliziert und so ergibt sich die injizierte Menge m;,:1%% 8" 9

My = CiniVipj - (1.6)
Sind die injizierte Menge und die Kalibrationsfliche A*® bekannt, kann man den Kalibrations-

faktor kr bestimmen:
m, = kaK"”. (1.7)

Der Kalibrationsfaktor gibt den Zusammenhang zwischen dem Signal und der Konzentration ¢
[mg/mi] und entspricht die Steigung der Kalibrierungskurve in dem Linearitatsbereich des

chromatographisches Detektors:
c=k:S. (1.8)

Die Kalibrierung auf drei verschiedenen Weisen (externer Standard, interner Standard oder
Standardaddition) ermdéglicht die quantitative Analyse eines Extraktes. Eine entsprechende
Sunstanzkonzentration lasst sich Uber die bereits ermittelte Peakflache und den

stoffspezifischen Kalibrationsfaktor der Referenzsubstanz bestimmen. ¢ 8791l

1.11.5 Praparative (nichtlineare) Chromatographie

Die Isolierung gréRere Substanzmengen in einer hohen Reinheit ist anhand praparativer HPLC
R [86-89]

moglic
Fir die praparative Auftrennung eines Substanzgemisches wird diese mit héherer Konzentration
auf der Saule eingebracht. In der Regel wird der lineare Bereich der Adsorptionschroma-
tographie durch diese héhere Konzentration verlassen. Man spricht deshalb von nichtlinearer
Chromatographie, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit nicht mehr konstant und von der
Konzentration abhéngig ist. Die komplexe Zusammensetzung der Probe fuhrt auch zu
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Komponenten. Deshalb spielt die Konkurrenz um

freie Adsorptionsplatze auf der stationdren Phase eine entscheidende Rolle. Das resultierende
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Chromatogramm besitzt nicht mehr die typische Gaulverteilung und die mathematische
Beschreibung des Trennprozesses ist erschwert.[268% 9]

Ein analytisches Chromatogramm definiert die chromatographische Bedingungen einer
praparativen Chromatographie. Nach der Optimierung der analytischen Trennung Ubertragt man
die chromatographischen Bedingungen auf die praparative Saule, die mit derselben stationaren
Phase gefillt ist. Die Trennung groRerer Substanzmengen bedarf auch einer hdher
dimensionierten Trennsaule, d.h. einer hdéheren Bodenzahl. Um eine identische lineare
Flussgeschwindigkeit der mobilen Phasen und damit eine vergleichbare Retentionszeiten zu
erhalten, lasst sich ein Volumenstrom im praparativen Bereich (V) mit der folgenden Gleichung

beschreiben:

Va _ Ve (1.9)

wobei ra, rp die Radien der analytischen sowie praparativen Saule und V, der Volumenstrom in
dem analytischen Bereich sind. In Tabelle 3 sind einige typische Parameter der analytischen

und préaparativen Auftrennung wiedergegeben.®®

Saulendimension Volumenstrom Probemenge Injektionsvolumen
[mm] [ml/min] [mg] (]

250-4 1 ca.5 5-80

250-10 6 ca. 30 30-500

250-25 39 ca. 200 200-3000

250-59 156 ca. 800 800-12500

Tabelle 3: Chromatographische Parameter der analytischen und praparativen Auftrennung.

Die Zusammensetzung der Probe bestimmt die entsprechende Probemenge, die auf die Saule

aufgebracht wird.
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1.12 Die Radialchromatographie

Aufgrund der aulerst nahe beieinander liegenden RrFaktoren der Inhaltsstoffe (bei der
Dunnschichtchromatographie) kénnen die Extrakte saulenchromatographisch grundlegend nicht
getrennt werden. Als geeignete Methode flir eine schnelle und grobe Extraktfraktionierung
erweist sich die Verwendung der radialen DUnnschichtchromatographie, wobei die einwirkende
Zentrifugalkraft die Auftrennung zusatzlich beschleunigt.['* !

Der Vorteil der Radialchromatographie liegt auch darin, dass im Vergleich zur Ublichen
Saulenchromatographie eine wesentlich geringere Menge an Kieselgel und Laufmittel benétigt
wird. Dabei koénnen die zersetzlichen Komponenten unter Inertgasatmosphare (Stickstoff)

aufgetrennt werden.
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2 Thematik und Aufgabenstellung

2.1 Thematik

Die vorliegende Arbeit ist ein Bestandteil des Verbundprojekts InnoRegio-Projekt REPHYNA
Sachsen-Anhalt ,Untersuchungen zur Entwicklung neuer hochwertiger pflanzlicher Inhaltsstoffe
als Rohstoffe fur Nahrungsergénzungsmittel, Functional Food sowie Pflegekosmetika“, das die
Zielstellung hat, die einheimischen Heil- und Gewirzpflanzen (Gattung Allium) als Grundlage fur
die Herstellung innovativer Produkte zu benutzen. Abgesehen davon, dass die wertvollen,
pharmakologisch wirksamen Inhaltstoffe sich erst bei der Zerstdérung der Zellstrukturen unter
enzymatischen Reaktionen und anschlie@enden Sekundarreaktionen bilden, wird die
Zusammensetzung der frischen Extrakte von den Reaktionsbedingungen abhéngig. Im Rahmen
des InnoRegio-Projektes sollten von dem Kooperationspartner LUS GmbH Verfahren entwickelt
werden, die den Ablauf der enzymatischen Reaktionen in den Pflanzen steuern kénnen. Damit
sollten Extrakte mit einem optimierten und definierten Inhaltsstoffspektrum bereitgestellt werden.
Eine Aussage zur Beziehung zwischen chemischer Struktur und biologischer Wirkung der
Inhaltsstoffe und synthetischen Naturstoffanaloga sollten durch die Zusammenarbeit mit der
IMTM GmbH ermdglicht werden.

Die gewonnenen Erkenntnisse sollten als eine wertvolle Grundlage zur gezielten Entwicklung
standardisierter Extraktausziige mit definiertem Inhaltsstoffspektrum fir hochwertige
Pflegekosmetika und innovative Phytopharmaka, sowie vor allem fir die Lebensmittelindustrie
als Nahrungserganzungsmitteln dienen.

Die frischen Schalottenextrakte (Allium cepa var. Aggregatum) sind bezlglich ihrer biologischen
Aktivitat, ihrer Zusammensetzung und chemischen Struktur der Inhaltskomponenten derzeit
wenig untersucht. Damit kénnen diese als Forschungsobjekt des Teilprojektes vorgesehen
werden. Um Erkenntnisse Uber die biologischen und chemischen Eingeschafften der

Inhaltsstoffe zu erhalten, sollten die Schalotten weiterhin untersucht werden.

2.2 Untersuchungen der biologischen Aktivitat von Allium cepa

var. Aggregatum

Die gesundheitsfordernden Eigenschaften der frischen Schalottenextrakte konnten Uber die

Kooperation zwischen LUS GmbH und IMTM GmbH ermittelt werden.
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Extrakte der neuen Pflanzensorten Bonilla und Ambition, geziichteten in der Agrargenossen-
schaft Calbe Sachsen-Anhalt, wurden beztglich ihrer inflammatorischen und zytotoxischen
Wirkung in vitro von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. S. Ansorge (IMTM GmbH) untersucht. Von
allen Schalottenextrakten hemmt die Bonilla-Sorte die Histamin-Ausschittung bis zu einer
Konzentration von 0,24 g/L und zeigt eine signifikante Reduktion der allergischen Reaktion bei
Insektenstichen. Bei diesen Untersuchungen konnten keine toxischen Effekte nachgewiesen
werden. Konzentrationen bis zu 2 g/L rufen keine Hautirritationen hervor.!®! Diese Ergebnisse
waren die Grundlage der vorliegenden Dissertation, um zu erforschen, welche Komponenten fir

die pharmazeutische Wirkung des Bonilla-Extraktes verantwortlich sind.

Frische Bonilla-Extrakte mit definiertem Inhaltsstoffsspektrum wurden von der Arbeitsgruppe um

Dr. L. Licke (LUS GmbH) fur die vorgesehenen Untersuchungen bereitgestellt.

2.3 Aufgabenstellung

Die innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen haben den Charakter der
Grundlagenforschung und erfolgen in einer engen und parallelen Zusammenarbeit mit den
Partnern LUS GmbH und IMTM GmbH innerhalb des Verbundsprojekts InnoRegio-Projektes
REPHYNA.

Das grundlegende Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Bestimmung und Isolierung von
literaturbekannten Thiosulfinaten und Sekund&rmetaboliten aus dem Schalottenextrakt, Sorte
Bonilla.

Der frische Bonilla-Extrakt sollte zuerst durch HPLC qualitativ und quantitativ charakterisiert
werden. Hierzu sollten Primar- und Sekundérmetabolite isoliert werden. Zur Auftrennung des
Pflanzenextraktes sollten geeignete Verfahren auf einer analytischen HPLC-Anlage (TechLab
Chromatography GmbH (Eckertde, Deutschland) mit UV-Detektor entwickelt werden. Zur
Isolierung der einzelnen Komponenten sollte die neue entwickelte HPLC-Methodik auf eine

hTM

praparative HPLC-Anlage (Merck/SepTech ™, Darmstadt, Deutschland) Gbertragen und optimiert
werden.

Eine préaparative Vortrennung sollte mit einem Chromatotron Modell 7924T (Harrison Research®,
USA) ausgefuhrt werden. Dabei sollte eine schnelle und grobe Extraktfraktionierung erfolgt
werden, wobei die Unterfraktionen auf die HPLC-Anlage weiterhin chromatographiert werden
sollten.

Zur quantitativen Bestimmung des Extraktes sollte der UV-Detektor mit einem externen

Standard genau bekannter Konzentrationen kalibriert werden. Dazu sollten literaturbekannten
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gesattigten und ungesattigten Thiosulfinate nach ausgewahlten Synthesewegen hergestellt
werden. Die Naturstoffanaloga sollten auch als Referenzsubstanzen verwendet werden, wobei
deren chromatographische Auftrennung nach bereits entwickelten HPLC-Techniken
durchgefuhrt werden sollte. Hierbei sollte eine qualitative Peak-Zuordnung bekannter
Komponenten entstehen.

Die chemischen Strukturen der biologisch wirksamen Inhaltkomponenten des Extraktes sollten
mittels verzahnter Anwendung von NMR, HPLC-MS, HR-MS aufgeklart werden. Die
Strukturaufklarung dieser Komponenten konnte durch die Kenntnisse von Kernspinresonanz-
Spektren (NMR) der Referenzsubstanzen untersttitzt werden.

Eine Ubertragung der entwickelten HPLC-Techniken auf andere Extrakte sollte versucht werden.
Hierflr sollten neben Extrakte des Allium cepa var. Aggregatum (Sorte Bonilla, Ambition) auch
Extrakte des Allium ursinum (Barlauch) mit der entwickelten Methodik qualitativ untersucht.

Um die entzindungshemmende Wirkung der Naturstoffanaloga von IMTM GmbH untersuchen
zu konnen, sollte eine ausreichende Substanzmenge der empfindlichen und instabilen
Strukturen zur Verfiigung gestellt werden. Dadurch konnte eine Aussage getroffen werden, ob

der Extrakt und die einzelnen Naturstoffanaloga gleich biologisch wirksam sind.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit sind die Vorstudien zur Totalsynthese von cis-/ trans-Zwiebelan.
Die Naturstoffanaloga sollten tber eine Thionierung von 2,3-substitierten 1,4-bis-Acylsilanen und
darauffolgende intramolekulare [2+2]-Cycloaddition vom instabilen Intermediat 34c zuganglich
sein. Daher sollte ein neuer Syntheseweg entwickelt werden.

Im Rahmen dieses kurzen experimentellen Teils sollte zunachst ein effizienter Zugang zu den
2,3-substitierten 1,4-bis-Acylsilanen 62a und 64a erarbeitet werden. Hierbei sollte eine
Thionierung von 62a und 64a versucht werden. Um den gewinschten bis-Thioamid-
verbindungen 67a, 64b bzw. 66¢c zu erreichen, die moglicherweise in einer intramolekularen
[2+2]-Cycloaddition spontan eingehen konnten, soll alternativ eine direkte Thionierung der

meso-Dimethylbernsteinsaure-Derivate 67, 64 bzw. 66 durchgefihrt werden.
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3 Theoretischer Teil

3.1 Isolierung und Strukturaufklarung von Aromakomponenten

aus Schalotten (Allium cepa var. Aggregatum)

3.1.1 Gesattigte und ungesaéttigte Thiosulfinate

Die '"H- und "C-NMR-Daten von Dimethyl- 12 und Dipropylthiosulfinat 13 aus dem Extrakt
standen in Ubereinstimmung mit den entsprechenden Werten der synthetischen Substanzen
bzw. den von Th. Bayer" angegebenen. Die Co-Chromatographie der Naturstoffe mit dem
synthetischen 12 und 13 ergab keine Abweichung.

Die NMR- und HPLC-Daten der «, f~ungesattigten Thiosulfinate stimmen mit den Ergebnissen
synthetischer!™ und literaturbekannter Verbindungen {iberein®®®. Die olefinischen Protonen an
der Doppelbindung (C1/C2-Atom) der cis-Verbindung [Z]-14 und [Z]-16 koppelten mit 9.0 Hz,
wobei eine Fernkopplung von 1.5 Hz zwischen den Methylprotonen und den olefinischen
Protonen ausgewertet wurde. Die Signale beider olefinischer Protonen des trans-Isomers 14
bzw. 16 Uberlagerten sich zu einem System hdherer Ordnung und erschienen als Multipletts; die
Kopplungskonstanten beider Thiosulfinate konnten jedoch nicht bestimmt werden. Die ermittelte
Kopplungskonstante von 14.8 Hz bzw. 6.7 Hz bewies die trans-Konfiguration der Doppelbindung
am C1/C2-Atom von 17.

Die charakteristischen NMR-, MS-, HPLC-MS- und DC-Ergebnisse der Thiosulfinate (12 - 14, 16
und 17) sind in Kapitel 5.5.1 bzw. Kapitel 5.5.2 dargestellt.

3.1.2 Zwiebelane

Die Zwiebelane 33 und 34 wurden aus der Extraktfraktion F2 isoliert und mittels NMR analysiert.
Unter den ,NP-HPLC System 1“ Bedingungen konnten 33 und 34 bei 254 nm nicht detektiert
werden, da diese Uber keinen aromatischen Chromophor im Molekul verfigten. Die Zwiebelane
wurden mit einem sehr schwachen Maximum bei 220 nm chromatographiert.

Unter den chromatographischen Bedingungen ,NP-HPLC System 1“ fiel der cis-Zwiebelan 33
mit den Substanzen 30b und [Z]-27 in einem Peak mit der Retentionszeit von 17.24 min

zusammen. Das Verhaltnis der Integrale aquivalenter Peaks bestimmte in den NMR-Spektren
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der Unterfraktion Il das Verhaltnis 2:1:0.5 des Stoffgemisches 30b:33:[Z]-27. trans-Zwiebelan
34 wurde aus der lipophilen Unterfraktion Il des F2 in geringer Menge isoliert. Eine
reproduzierbare Einzelauftrennung des cis- und trans-Zwiebelans war leider nicht méglich, da
die Retentionszeiten beider Verbindungen sich in der analytischen HPLC wenig unterschieden
(mit ca. 0.2 min).

Die chemischen Strukturen von 33 und 34 konnten Uber den gemischten NMR-Spektren
eindeutig aufgeklart werden. Die ermittelten NMR-Daten der isolierten Zwiebelane mit einer
molekularen Masse von 162 g/mol zeigten eine deutliche Ubereinstimmung mit literaturbe-
kannten Daten.['* °® Die erhaltenen Ergebnisse der Strukturaufklarung (NMR-, DC-Werte) sind
in Kapitel 5.4.2 dargestellt.

3.1.3 Cepaene

3.1.3.1 trans, trans-1-(1-Propenyldisulfanylpropan-1-sulfinyl)propen
30

Cepaene mit einer molekularen Masse von 236 g/mol bzw. von 238 g/mol wurden anhand
analytischer HPLC und n-Hexan/i-Propanol als Eluent aus der Unterfraktion IV des F3
semipraparativ isoliert. Die HPLC-Untersuchung der erhaltenen Substanzen zeigte, dass die
Substanzen 30a, 30b und [Z]-27 in einem Peak mit Retentionszeit von 17.24 min
zusammenfielen. Die Substanz 30c konnte aus der Unterfraktion Il mit tz=15.81 min einzeln
isoliert werden. Die chromatographischen Bedingungen sind im Kapitel 5.3.3 beschrieben.

Durch die zusatzlichen HPLC-MS-Messungen ,RP-HPLC System 2“ wurden die Cepaene 30a,
30b und [Z]-27 einzeln an einer Umkehrenphasen-Saule chromatographiert und weiter

analysiert. Die Retentionszeiten der Verbindungen sind in Tabelle 1 wiedergegeben.

Verbindung [E, ?]-30a [E, E]-30b [E, E]-30c [Z]-27
tr [Min] 11.187 11.610 11.692 11.735

Tabelle 1: Retentionszeiten der Verbindungen [E, ?]-30a, [E, E]-30b, [E, E]-30c, [Z]-27.

Die online aufgenommenen DAD-Spektren bei 220 nm (30b) bzw. 270 nm (30c) wiesen auf die

nichtaromatischen Chromophore in der chemischen Struktur der Substanzen hin.
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3.1.3.1.1 MS-Fragmentierung

Die ES-API-Massenspektren wurden zur Strukturbestimmung von 30a, 30b und 30c
herangezogen, da mit ElektronenstoRionisation (El) wiederum kein Molekilpeak [M+H]" mit m/z
237 nachgewiesen werden konnte. Die Substanzen wiesen die gleichartige MS/MS-
Fragmentierung des Molekulargewichtes 236 auf, wobei die Fragmente mit unterschiedlichen
Intensitaten erschienen.

Bei der ES-API-MS-Messung der Substanzen fanden sich die positiv ionisierten 30a und 30c als
Fragmente, wobei die Molekilpeaks [M+2H]" je mit m/z 238 eine Intensitat von 6% bzw. 23%
besalken. Des Weiteren konnte das Fragment des gebildeten Dimers [2M+2H]" in der lonen-
quelle mit m/z 474 (19% bzw. 8%) bestimmt werden. In der MS/MS-Fragmentierung wurde das
Fragment [CH3;CH=CHSSC3;Hg+H]" von 30a bzw. 30c bei m/z 148 als Basispeak aufgenommen.
Das *S-Isotopenmuster mit einer Intensitat von 8% des Basispeaks entsprach dem Vorhan-
densein von zwei Schwefelatomen in dem Fragment. Im EI-MS-Spektrum wurde der Basispeak
bei m/z 73.2 beobachtet, was fiir die Abspaltung des Fragmentes [CH;CH=CHS]" aus dem
Molekul von 30c sprach.

Die ES-API-MS-Messung von 30b und die literaturbekannten Daten lieBen auf ein Molekul der
Summenformel CgH1s0S3 [M+2H]" und einer Masse von 236 g/mol schlieBen, wobei zwei
prominente Peaks bei hdheren Massen mit m/z 148 (89%) bzw. m/z 474 (96%) erschienen. Das
Fragment mit m/z 474 [2M+2H]" wies auf die Dimerbildung der Substanz nach. Der begleitende
Peak mit 8% der Intensitat des Fragmentes [CH;CH=CHSSC3Hg]" mit m/z 147 im EI-MS deutete

wie bei 30a und 30c auf die Anwesenheit von zwei Schwefelatomen in diesem Fragment hin.

3.1.3.1.2 Strukturaufklarung mittels NMR

Zur Aufklarung der chemischen Strukturen von 30b und 30c wurden die Daten der NMR-
Messungen mit Korrelationsexperimenten wie HH-COSY, HMBC, HSQC und NOESY
herangezogen. Hochfeld-'"H-NMR-Spektren der Unterfraktion 1V zeigten, dass die Substanz 30b
nicht einheitlich war. Es lag eine Mischung dreier Komponenten 30b:33:[Z]-27 im Verhaltnis
2:1:0.5 vor, die chromatographisch unter ,NP-HPLC System 1% Bedingingen nicht getrennt
werden konnten. Es war aber mdglich, deren Strukturen aus den Spektren eindeutig zu ermitteln
(Abbildung 1). Die Strukturaufklarung von 33 und [Z]-27 wurde in Kapitel 5.4.1 bzw. Kapitel 5.4.2

diskutiert und beschrieben.
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[E, E]-30b, [E, E]-30c
Abbildung 1: Struktur der nattrlich vorkommenden Cepaene [E, E]-30b und [E, E]-30c.

Die NMR-Spektren der isolierten Verbindungen 30b und 30c mit der Masse von 236 g/mol
zeigten starken Ubereinstimmungen mit den NMR-Signalen der isolierten von Th. Bayer bzw.
synthetisch hergestellter von Block et al. Cepaene.'" % ®! Dije NMR-Daten bewiesen die
Anwesenheit von zwei asymmetrischen Zentren im Molekil: eines am Kohlenstoff- (C5) bzw.
(S4).
entschirmten Protons am C5-Atom erschien bei 3.68 ppm fiir 30c bzw. bei 3.51 ppm fir 30b. Die

eines am oxidierten Schwefelatom Das charakteristische Doppeldublett (dd) des
magnetisch nicht aquivalenten Methylenprotonen am C11-Atom koppelten mit dem entschirmten
Proton und zeigten unterschiedliche chemische Verschiebungen. Deren Signale von Quartetts
von Doppeldubletts waren zum Teil Gberlagert und erschienen als Multipletts bei 2.24-2.19 ppm
und 1.47 - 1.40 ppm (30c) bzw. 2.29 - 2.25 ppm und 1.94 - 1.87 ppm (30b). Die beiden
Verbindungen enthielten jeweils zwei Doppelbindungen (C2/C3- bzw. C8/C9-Atom) in trans-
Konfiguration, da die olefinischen Protonen mit 15 Hz koppelten. Die charakteristischen
*C-NMR-Daten des C5- und C11-Atoms von 30b und 30c sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

*H-, ®C-NMR | H (C5) [ppm] | C5[ppm] | H (C11)[ppm] |H (C11)[ppm] | C11[ppm]
30b 3.51 (dd) 74.74 2.29-2.25 (m) 1.94-1.87 (m) | 20.19
30c 3.68 (dd) 73.90 2.24-2.19 (m) 1.47-1.40 (m) | 18.50

Tabelle 2: Charakteristische "H- und *C-NMR-Daten am C5- und C11-Atom von 30b und 30c.

Die ermittelten MS- und NMR-Ergebnisse von 30b und 30c sprachen fir zwei Verbindungen, die

als ein Diastereomerpaar bezeichnet werden konnten.

Die Verbindung 30a mit einer Masse von 236 g/mol wurde durch ES-API-MS-Messung im
Extrakt nachgewiesen (Abbildung 2). Eine Strukturaufklarung mittels NMR gelang nicht, da eine
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sehr geringe Menge isoliert wurde. Auch konnte die cis- und trans-Geometrie der

Doppelbindung am C8/C9-Atom nicht aufgeklart werden.

30a
Abbildung 2: Struktur der natiirlich vorkommenden Cepaene 30a.

Die zugehorigen NMR, MS, HPLC-MS, DC-Ergebnisse der Cepaene 30a, 30b und 30c sind in
Kapitel 5.4.1 dargestellt.

Da die Cepaene 25, 28, 29, [Z]-30 als Diastereomerenpaare im Zwiebelextrakt (Zwiebelextrakt
mit S-Propyl-L-Cysteinsulfoxid) isoliert wurden, konnte vermutet werden, dass eine Anwesenheit
dieser Verbindungen im frischen Schalottenextrakt auch nicht ausgeschlossen werden sollte.['*
%. %8, 801 Dje charakteristischen Doppeldubletts zwischen 3.80 ppm und 3.50 ppm in gemischten
"H-NMR-Spektren der Fraktion F3 und F4 zeigten die typische chemische Verschiebung des
entschirmten Protons am C5-Atom (SCHC,HsSS). Die zugehoérigen chemischen
Verschiebungen vom C5-Atom in "*C-NMR-Spektren wurden zwischen 77 ppm und 70 ppm
aufgenommen. Der Vergleich dieser NMR-Spektren mit den literaturbekannten Daten von
isolierten und synthetischen Cepaenen wiesen darauf hin, dass es sich bei dieser Verbindungen
um weitere Cepaene handeln konnte.l'* % %8 % Eine weitere Untersuchung von F3 und F4

konnte diese Vermutung eindeutig bestatigten.

3.1.3.2 cis-1-[1-(Propan-1-sulfinyl)propyldisulfanyl]propen 27, ein neu

isolierter Naturstoff der Cepaen-Familie

Cepaen [Z]-27 wurde mittels Normalphasen-HPLC aus der Unterfraktion IV der F3 in geringer
Menge isoliert. Unter diesen chromatographischen Bedingungen fiel [Z]-27 mit den Substanzen
30a und 30b in einem Peak mit Retentionszeit von 17.24 min zusammen. Eine methanolische

Lésung des eingeengten Gemisches aus [Z]-27, 30a und 30b wurde durch zusatzliches HPLC-
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MS an einer Zorbax®CD8-Saule weiter chromatographiert. Unter den ,RP-HPLC System 2
Bedingungen konnte [Z]-27 mit einer Retentionszeit von 11.735 min einzeln identifiziert werden
(Tabelle 1).

3.1.3.2.1 MS-Fragmentierung

Bei der ES-API-MS-Messung fand sich das positiv ionisierte Dimer von [Z]-27 als Fragment,
wobei das Dimer-lon [2M+2H]" mit m/z 478 eine relative Intensitat von 80% besaR. Das lon mit
m/z 166 (relative Intensitat 51%) konnte dem Fragment [C3H;S(O)C3HgS+H]" zugeordnet
werden. Das Fragment [MeCH=CHS+H]" bei m/z 74 trat gegenliber m/z 166 in einer Intensitat
von 3% in Erscheinung. Bei der MS/MS-Fragmentierung zerfiel das Molekul noch in zwei
Fragmenten mit m/z 106 (32%) und m/z 148 (46%), die [MeCH=CHS,+H]" bzw.
[MeCH=CHSSC3Hs+H]" zugeordnet werden konnten. Bei der ElektronenstoRionisation (EI)
wurde der Molekiilpeak [M+H]" mit m/z 239.4 (2%) detektiert. Die MS-Fraktionierung im EI-MS
und ES-API-MS der isolierten Komponente deutete auf eine Substanz mit drei Schwefelatomen

und einer molekularen Masse von 238 g/mol (m/z 239.4, positive lonisierung) hin.

3.1.3.2.2 Strukturaufklarung mittels NMR

Zur Strukturaufklarung von [Z]-27 wurden die Daten der 'H-, HHCOSY-, HSQC- und HMBC-
NMR-Messungen herangezogen. Die Struktur des in der Natur vorkommenden Cepaens [Z]-27

ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Struktur der natiirlich vorkommenden Cepaene [Z]-27.
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Aus dem gemischten NMR-Spektrum der Unterfraktion IV (F3) konnte die chemische Struktur
der Substanz eindeutig abgeleitet werden. Das charakteristische Doppeldublett (3.50 ppm) des
Protons am C6-Atom besal} Kopplungskonstanten von 10.6 Hz bzw. 3.5 Hz und eine chemische
Verschiebung bei 72.05 ppm im HSQC-NMR Spektrum. Aufgrund der Asymmetrie des C6-
Atoms zeigten die magnetisch nicht aquivalenten Methylenprotonen am C11-Atom stark
unterschiedliche chemische Verschiebungen, wobei deren Signale als Multipletts bei 2.39-2.34
ppm und 1.94-1.91 ppm erschienen. Diese koppelten mit dem entschirmten Proton bei 3.50 ppm

und den Protonen der Methylgruppe bei 1.14 ppm.

Die HMBC-Messung zeigte die Korrelation des Doppeldubletts bei 3.50 ppm mit dem
Kohlenstoffatom (C8) bei 52.6 ppm. Hierdurch konnten beiden Molekiilteilen zugeordnet werden.
Die zugehdrigen Protonen am C8-Atom zeigten unterschiedliche chemischen Verschiebungen
und erschienen als Multipletts bei 3.12 ppm und 2.69 ppm, d.h. die Methylenprotonen waren,
wie erwartet, magnetisch nicht aquivalent. Diese Protonen koppelten mit den Protonen bei 1.90
ppm (C9) sowie den Protonen der Methylgruppe bei 1.11 ppm (C10). Eine Korrelation zwischen

den Protonen am C6- und C3-Atom konnte Uber die Disulfidbriicke nicht ermittelt werden.

Im Vergleich mit den olefinischen Protonen der trans-Doppelbindung an der Sulfoxidstruktur, der
bereits diskutierten Cepaene 30a und 30c, erschienen die Signale zweier olefinischer Protonen
der Substanz zwischen 6.12 ppm und 5.79 ppm. Dies lieferte ein weiteres Argument flr das
Vorliegen von Protonen an Doppelbindung in Nachbarschaft zu einer weniger
elektronenziehenden Disulfidbriicke. Zusétzlich zu diesen Signalgruppen wurde im "H-NMR-
Spektrum ein Doppeldublett (6.5 Hz und 1.5 Hz) einer Methylgruppe bei 1.80 ppm erkennbar.
Die Analyse der Kopplungskonstanten sowie die H,H-COSY-Spektren zeigten, dass das obige
Doppeldublett mit den olefinischen Protonen koppelte. Die Signalgruppe bei 5.79 ppm zeigte
Aufspaltungen in Quartetts eines Dubletts mit 6.9 Hz und 9 Hz. Aufgrund der Kopplung mit der
Methylgruppe in Stellung 1 wurden diese Signale dem Proton am C2-Atom zugeordnet. Das
Proton am C3-Atom zeigte bei 6.12 ppm die erwartete Aufspaltung in Quartetts eines Dubletts
mit 9 Hz und einer Fernkopplung von 1.5 Hz. Diese Dublettaufspaltung mit 9 Hz wies die cis-
Konfiguration der C2/C3-Doppelbindung auf. Die charakteristischen 'H- und "*C-NMR-Daten von

[Z]-27 sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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[Z]-1-Propenyl-1-(Propylsulfinyl)propyldisulfid
C-Atom | *H [ppm] 13C [ppm]
10 1.11 (1) 12.80
9 1.91-1.87 (m) 16.50
3.14-3.09 (m)

8 52.34
2.73-2.67 (m)

6 3.50 (dd) 72.05
2.39-2.34 (m)

11 20.19
1.94-1.91 (m)

12 1.14 (1) 12.80

3 6.12-6.10 (qd) 128.50

2 5.82-5.76 (qd) 133.90

1 1.80 (dd) 18.50

Tabelle 3: Charakteristische "H- und ">C-NMR-Daten von [Z]-27.

Die zugehorigen MS-, HPLC-MS-, DC-Ergebnisse sind im Kapitel 5.4.1 dargestellt.

Die NMR-, HPLC-(ES-API)-MS-, EI-MS-Untersuchungen lieRen auf ein Molekidl mit der
Summenformel CgH15S30 schlieflen und bestatigten damit die Biosynthese vom Cepaen [Z]-27
als Sekundarmetabolit nach der enzymatischen Reaktion. Da jedes Cepaen als zwei
Diastereomerenpaare in der Natur vorkommen kdnnte, konnte vermutet werden, dass das
Diastereomer von [Z]-27 im frischen Bonilla-Extrakt vorlag. Leider war seine Identifizierung nicht
moglich, da sich vermutlich nur eine sehr geringe Menge beim Zerschneiden der Zwiebeln
bildete.

Aufgrund der Chiralitdt am Schwefel (S7)- und Kohlenstoffatom (C6) erschienen die magnetisch
nicht aquivalenten Protonen am C8- und C11-Atom bei unterschiedlichen chemischen
Verschiebungen. Eine Zuordnung zu einer stereochemischen Reihe anhand dieser
Verschiebungen gelang nicht. Hierdurch konnte die tatsachliche Konfiguration des Naturstoffes
nicht bestimmt werden.

Bei der Verbindung [Z]-27 handelte sich um einen neuen isolierten Naturstoff, der nach der
enzymatischen Reaktion im frischen Schalottenextrakt entstand. Dieser Naturstoff wurde
anhand NMR-Spektroskopie vollstandig neu beschrieben und durch MS-Spektrometrie einzeln

fragmentiert.
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3.2 Quantitative Bestimmung des frischen Schalottenextraktes

Aufgrund der Komplexitat des Extraktes erfolgte die optimale quantitative Bestimmung durch
eine Co-Chromatographie der Naturstoffe mit den Naturstoffanaloga. Der Vergleich der
Ergebnisse von der Strukturaufklarung isolierter Inhaltsstoffe aus den einzelnen Extrakt-
fraktionen und der Referenzsubstanzen trug auch dazu bei.

Primar- und Sekundarmetabolite wurden im Schalottenextrakt eindeutig mit NMR-Messungen
charakterisiert und quantitativ bestimmt. Die schnelle Bestimmung der Komponenten wurde mit
einem internen Standard (Benzaldehyd) unterstutzt. Fur die NMR-Messungen wurde je 0.5 pl
(0.517 mg) Benzaldehyd im deuterierten Chloroform zugesetzt. Da die funf aromatischen
Protonen am Benzolring im tiefen Feld (6=8.13-7.44 ppm) erschienen, konnten die zugehdrigen
Protonsignale der Inhaltsstoffe getrennt ausgewertet werden. Das einzelne Proton der Aldehyd-
gruppe wurde durch das Protonensignal bei 9.99 ppm charakterisiert. Hierdurch erfolgte die
Bestimmung der Inhaltsstoffe mittels seines Integrals.

Durch den Vergleich des Schalotten-Chromatogramms (Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.) mit den von Referenz-substanzen (Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.) sowie NMR-, MS- und HPLC-MS-Untersuchungen der Naturstoffe und
Naturstoffanaloga, konnten die Inhaltsstoffe mit entsprechenden Retentionszeiten zugeordnet

(Kapitel 5.3.5) und quantitativ bestimmt werden.

Aus dem 'H-NMR-Spektrum des Bonilla-Extraktes konnte das relative Isomerenverhaltnis [E]-
14:[7]-14 1.3:1 ermittelt werden. Aufgrund der leichten cis-, trans-Isomerisierung der o-, -unge-
sattigten Thiosulfinate 14 bei Raumtemperatur wurde deren gesamte Konzentration im Extrakt
bestimmt. Die relative Konzentration des Thiosulfinatgemisches [E]-14 und [Z]-14 wurde mittels
Benzaldehyd-Standards berechnet, wobei die Verbindung 17 sowie das Isomerengemisch
[E]- 16 und [Z]-1-Propenylmethylthiosulfinat 16 Uber den Benzylalkohol-Standard ermittelt

werden konnte.

Die relative Konzentration an enthaltenen Thiosulfinaten in Bonilla-Extrakt ist in Tabelle 4
zusammengefasst. Die Konzentration in Massenprozent ist auf die gesamte Menge der

Inhaltsstoffe bezogen.
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Substanz Relative Konzentration,
Massenprozent

[E]-CH3CH=CH(S)OSCH,CH,CH; 17 8%

[E]-CH3CH=CHS(S)OCHs, [E]-14 15%

[Z2]-CH3CH=CHS(S)OCHg, [Z]-14

CH3CH,CH,S(S)OCH,CH,CH3 13 12%

[E]-CH3CH=CHS(S)OCH,CH,CHjs, [E]-16 16%

[Z2]-CH3CH=CHS(S)OCH,CH,CHj3, [Z]-16

CH3S(S)OCH; 12 4%

Tabelle 4: Relative Konzentration an enthaltenen Thiosulfinaten im Bonilla-Extrakt.

Nicht nur die Primarmetabolite sondern auch die Zwiebelane wurden mittels des Benzaldehyd-
Standards quantitativ bestimmt, da die zugehérigen NMR-Signale einzeln ausgewertet werden
konnten. Die relative Konzentration des cis-Zwiebelans (in Massenprozent), bezogen auf die
gesamte Menge der Inhaltsstoffe, entsprach 9%, wobei dem trans-Zwiebelan weniger als 1%
zugeschrieben wurde.

Eine Konzentrationsbestimmung der einzelnen Cepaene Uber den Benzaldehyd-Standard war
nicht méglich, da diese Verbindungen unter ,NP-HPLC System 1“ Bedingungen voneinander
nicht getrennt werden konnten. Aufgrund der Uberlappung der charakteristischen NMR-Signale
der Unterfraktionen konnte nur die gesamte relative Konzentration der Cepaene, bezogen auf

die gesamte Extraktmenge, ermittelt werden. lhre relative Konzentration betrug 5%.

3.3 Qualitative Bestimmung eines Extraktes aus Barlauch (Allium

ursinum L.)

Die qualitative Bestimmung des Barlauchextraktes erfolgte unter den Bedingungen ,NP-HPLC-

System 1. Das analytische Chromatogramm ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: HPLC-Trennung eines Barlauchetraktes (Allium ursinum L.) unter ,NP-HPLC
System 1“ Bedingungen.

Die Naturstoffanaloga konnten nachgewiesen werden (Tabelle 5).

Peak No | Substanz Béarlauchextrakt

1 [E]-CH;CH=CH(S)OSCH,CH,CHj; 16 entspricht

2 [E]-CH3CH=CHS(S)OCHj3, [E]-14 entspricht
[Z2]-CH;CH=CHS(S)OCHjs, [Z]-14

3 CH3;CH,CH,S(S)OCH,CH,CH3 13 entspricht

5 [E]-CH3CH=CHS(S)OCH,CH,CHj3, [E]-16 entspricht
[Z2]-CH;CH=CHS(S)OCH,CH,CHSs, [Z]-16

6 CH3S(S)OCH3 12 entspricht

Tabelle 5: Identifizierung der Thiosulfinaten im Barlauchextrakt.

Die qualitative Analyse der

Inhaltsstoffe aus Barlauchextrakt

bewies die universelle

Einsetzbarkeit und die Reproduzierbarkeit der Bedingungen ,NP-HPLC-System 1 bei der

Auftrennung der Allium-Extrakte. Die einzelnen Fraktionen kénnen aufgefangen, eingeengt und
mittels Strukturaufklarungsmethoden (NMR, MS, HPLC-MS) entsprechend analysiert werden.

Das kann als ein zukiinftiges Ziel in einer weiteren Forschung angesehen werden.
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3.4 Synthese von Referenzsubstanzen

Die praparative Trennung der biologisch aktiven Inhaltstoffe des Allium-Extraktes, u.a. Allium
cepa var. Aggregatum, kann mit anderen Verfahren kombiniert werden, mit dem Zweck, nicht
nur eine quantitative Komponentenbestimmung zu erzielen, sondern auch die chemische
Struktur der Naturstoffe schneller aufzuklaren. Als leistungsstarke Verfahren, um die Komplexitat
von Naturstoffe zu entschlisseln, spielt heute neben der multidimensionalen NMR-
Spektroskopie und der hochauflésenden Massenspektrometrie auch die chemische Synthese
eine bedeutende Rolle.

Fur die Untersuchung der biologischen Aktivitat, u.a. der antiinflammatorische und cytotoxische
Wirkung in vitro, sowie der Dosis-Wirkungsabhangigkeit einzelner Substanzen stehen die
Synthese der Naturstoffanaloga und die Isolierung biologisch aktiver Komponenten aus den
Extrakten gleichwertig da.

Die symmetrischen und asymmetrischen gesattigten und a-ungesattigten Thiosulfinate sind
literaturbekannt, wobei die Methoden zu deren Synthese von unterschiedlichen Arbeitsgruppen
publiziert wurden.®'% Die ausgewahlten Primararomakomponenten wurden nach leicht
modifizierten Literaturvorschriften synthetisiert und durch NMR-Spektroskopie und MS-
Spektrometrie mit den Literaturangaben Ubereinstimmend charakterisiert. Die symmetrischen
gesattigten Thiosulfinate 12 sowie 13 und das Thiosulfonat 50 wurden zur Untersuchung ihrer

biologischen Aktivitat zur Verfliigung gestellt.

3.4.1 Monooxidation von symmetrischen Disulfiden

Verschiedenen Methoden sind bekannt, um das Schwefelatom eines Disulfides zum Sulfoxid zu
oxidieren, z. B Oxidation mit Peroxiden, Periodaten, Dimethyldioxiran und Perboranen.®¥ Die
Oxidation zu Thiosulfinaten lasst sich durchfiihren, wenn die Reaktionsbedingungen und die
aquimolare Stéchiometrie des Oxidationsmittels eingehalten werden, sonst fiihrt die Oxidation

zu einer Peroxidation oder zu einer Spaltung der S-S Bindung.

Nach Freeman et al.’ filhrte die Direktoxidation von kommerziellen symmetrischen Disulfiden
(Dimethyl- und Dipropyldisulfid) mit aquimolaren Mengen von mMCPBA zu Thiosulfinaten
(Dimethyl- 12 und Dipropylthiosulfinat 13).
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Abbildung 5: Monooxidation symmetrischer Disulfide 12 (R= CH3) und 13 (R= n-CzH;) nach

Freeman et al.

Die Monooxidation wurde bei 0 'C durchgefiihrt, wobei das Dimethylthiosulfinat 12 als
stechendes gelbes Ol in einer Ausbeute von 76% entstand. In Fall des Dipropyldisulfid erhielt
man das Dipropylthiosulfinat 13 als gelbes Ol mit einem charakteristischen Zwiebelaroma in
71%iger Ausbeute.!*> %! (Abbildung 5)

Thiosulfinat Ausbeute
12 76%
13 71%

3.4.2 Symmetrische und asymmetrische Thiosulfonsdure-S-

alkylester

Thiosulfonsdure-schwefelester sind starke Sulfenylisierungsreagentien und werden in
organischen Synthesen eingesetzt um eine Sulfenylgryppe (RS-) an einer Verbindung
einzufuhren. Die Schwefelester gehen leicht als Disulfide in die Reaktion ein, wobei sie als sehr
reaktive Sulfenylhalogenide stabiler sind.”"!

Am haufigsten lassen sich die symmetrischen Thiosulfonsdure-S-Ester leicht durch Oxidation
von Dislufiden und Thiolen nach Brass et al. und Arterburn et al. synthetisieren.®* ! 1998
berichtete Chemla et al.®”! (iber die einfache Bildung der symmetrischen Alkylthiosulfon-
saure-S-Ester durch Reduktion von entsprechenden kommerziellen Sulfonylchloriden mit Zink-
Pulver.

Die asymmetrischen Thiosulfonsaure-S-Ester kdnnen Uber die einfache Alkyladdition aus Salzen

der Alkylthiosulfonsauren®® hergestellt werden.!*
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3.4.2.1 Darstellung von Dimethylthiosulfonat

Die Darstellung des symmetrischen Thiosulfonsaure-S-Esters 50 erfolgte in dieser Arbeit Giber

zwei Wege, da die Oxidation vom Dimethydisulfid vorwiegend zur niedrigen Ausbeuten flihrte.

Nach erstem Syntheseweg wurde das kommerzielle Dimethyldisulfid mit 2.6 eq mCPBA bei 0 °C

rt.% % Wahrend der Oxidation entstand

nach leicht modifizierter Vorschrift von Brass et al. oxidie
Dimethylthiosulfonat 50 in 32%iger Ausbeute. Bei der zweiten Route!®”! wurde 50 (iber eine
Reduktion vom Methansulfonylchlorid mit Zink-Pulver in einer Ausbeute von 55% synthetisiert.
Zuerst wurde das Sulfonylchlorid mit Acethylchlorid aktiviert, wobei sich ein Oxosulfonium-lon
bildete. Die Reaktion dhnelt der Pummerer-Umlagerung. Eine folgende intermediare Bildung des

Methylsulfonylchlorides CH3S(O)CI ermdglichte schliel3lich den Zugang zum Thiosulfonat 50.

S
/ \S/
CH,Cl,, 2.6 mCPBA
0°C, 32% ("

O O Zn, BrCH,CH,Br
\S/ * )J\
Y ol HoCISICH,, EtOAC

RT —> A, 55% @

l
\ /
A
\

O
u
o

Abbildung 6: Synthese von Dimethylthiosulfonat 50 nach Brass et al.*® (" und Chemla et al.’”!
(2)

Als Nebenprodukt beider Synthesewege (1) und (2) entstand das Dimethyldisulfon
CH3S(0).S(0),CH3. Wegen ihrer unterschiedlichen Polaritat lieRen sich die Thiosulfonate von

Disulfonen flashchromatographisch trennen.

Das Dimethylthiosulfonat 50 wurde beziglich seiner immunmodulatorischen Potenz untersucht.

Die Ergebnisse sind in Anhang dargestellt.
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3.4.2.2 Darstellung von S-Propylmethanthiosulfonat

Die Addition®® von Natriumhydrosulfid zu Methansulfonylchlorid gab das Natriumsalz der
Thiosulfonséure 51 in einer Ausbeute von 69%. Eine weitere Alkylierung®®® des Salzes 51 mit

n-Propylbromid flhrte zu S-Propylmethanthiosulfonat 52 in 60%iger Ausbeute.

\ / NaHS, MeOH \ / nC3H-Br, DMSO \ /
/ \ 0 °C, 69% / \SNa RT, 60% / ™~ /\/

Abbildung 7: Synthese von S-Propylmethanthiosulfonat 52.

3.4.3 Ausgewahlte a-ungesattigte Thiosulfinate

Die ungesattigten, asymmetrischen Thiosulfinaten wurden durch Oxidation von entsprechenden
Disulfiden nach Block et al.l"" regiospezifisch synthetisiert. Diese konnten mit mMCPBA zum [E]-
14 und [Z]-1-Propenylmethylthiosulfinat 14, S-[E]- 16 und S-[Z]-1-Propenylpropylthiosulfinat 16
und S-Propyl-1-Propenylthiosulfinat 17 oxidiert werden. Schlisselverbindung dieser Synthese
war (S)-1-Propinylpropylsulfid 54, eine Verbindung, die durch basenkatalysierte Isomerisierung

von (S)-2-Propinylpropylsulfid 53 zuganglich war.['?>%2

3.4.3.1 Darstellung von S-[E]- und S-[Z]-1-Propenylpropysulfid

Zunachst wurde eine S-Alkylierung von Propan-1-thiol mit 3-Brompropin unter basischen
Bedingungen zu (S)-2-Propinylpropylsulfid 53 durchgefihrt, dann folgte eine basenkatalysierte
Isomerisierung zu (S)-1-Propinylpropylsulfid 54.'%1% Dyrch LAH wurde Sulfid 54 zu
[E]-1-Propenylpropylsulfid 55 in einer Ausbeute von 79% reduziert, wahrend die Reduktion mit
DIBAL zu [Z]-1-Propenylpropysulfid 56 in 70%iger Ausbeute fiihrte.['*"
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Abbildung 8: Synthese von [E]- 55 und [Z]-1-Propenylpropysulfid 56.

In Tabelle 6 ist den Einfluss der Reduktionsmittel auf die Selektivitdt der Olefingeometrie
dargestellt. Eine trans-Geometrie des Olefins wurde mit LAH und eine cis-Geometrie mit DIBAL
erzeugt.

Reagenz Selektivitat E:Z (55 : 56) Ausbeute
LAH 1:11.5 79%
DIBAL 13.3:1 70%

Tabelle 6: Einfluss des Reduktionsreagenzes auf die Selektivitdt der Olefingeometrie.

3.4.3.2 Darstellung von S-[E]- und S-[Z]-1-Propenylmethylthiosulfinat,
S-[E]- und S-[Z]-1-Propenylpropylthiosulfinat und S-Propyl-1-
Propenylthiosulfinat

Die Spaltung der S-C Bindung mit Li/NH3 in [E]- und [Z]-Propenylpropylsulfid 55 und 56 unter
Beibehaltung der Olefingeometrie flhrte zu reaktiven Lithiumthiolaten ([E]-, [Z]-40), die mit den
Thiosulfonaten 50 und 52 (RSS(O);R’) zu den Thiosufinaten 14, 16 bzw. 17 (RSS(O)R’) rasch
reagieren konnten (Abbildung 9)."°" Die Schliisselverbindungen dieser Route waren
ungesattigte, asymmetrische Disulfide 57 und 58, die mit aquimolaren Mengen mCPBA weiter

oxidiert werden konnten.
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55, 56

O\ /O
/S\S/
50, 52

Rv

Li/NHs, THF, -78°C
-30°C -> RT

Abbildung 9: Synthese einiger ausgewahlter ungeséttigter Thiosulfinate 14, 16 und 17.

S R’
R/ \S/
57, 58

L

mMCPBA, CH,Cl,
-78°C (-60°C), K,CO3

n—29:0

Rl
14, 16, 17
Hauptprodukt

@)

O
N\
R/ \S/

59
Nebenprodukt

101]

Verbindung | R R’ Ausbeute | Selektivitat E:Z
50 - CHs; 55% -
E]-14 E]-CH;CH=CH CH
[E] [EFCR, ’ 52% 1.8: 1
[Z]-14 [Z2]-CH3CH=CH CH;
E]-59 E]-CH;CH=CH CH
=] [EFCR, ’ 3% 271
[Z]-59 [Z2]-CH3CH=CH CH;
[E]-16 [E]-CH;CH=CH CH;CH,CH,

58% 1.25:1
[Z]-16 [2]-CH;CH=CH CH3;CH,CH,
17 CH3;CH.CH, [E]-CH3CH=CH 2% -
52 - CH3;CH,CH, 60% -
E]-57 E]-CH;CH=CH CH
[E] [E]-CHs 3 54% 11
[2]-57 [Z2]-CH3CH=CH CH;
[E]-58 [E]-CH3CH:CH CH3;CH.CH,

67% 11.6:1
[Z]-58 [Z]-CH3CH:CH CH;CH.CH,

Tabelle 7: Ausbeute synthetischer Thiosulfinate.

Die Monooxidation der ungesattigten, asymmetrischen Disulfide wurde kurzzeitig bei niedriger
Temperatur (-78 °C) durchgefihrt. [E]- 57 und [Z]-1-Propenylmethyldisulfid 57 konnten zu [E]- 14
und [Z]-1-Propenylmetylthiosulfinat 14 in einer gesamten Ausbeute von 52% mit einer Selekti-
vitdt von E/Z 1.8/1 oxidiert werden. Als Nebenprodukt dieser Monooxidation wurden 10 mg

(3%ige Ausbeute) des Produktes in einem Gemisch von [E]-1- 59 und [Z]-1-Propenylmethyl-

thiosulfonat 59 (Selektivitdt E/Z 2.7/1) als gelbes, nach Zwiebeln riechendes Ol isoliert.
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Das Isomerengemisch von [E]- 58 und [Z]-1-Propenylpropyldisulfid 58 wurde mit 1 eq mCPBA in
einer Gesamtausbeute von 58% mit einer Selektivitdt von E/Z 1.25/1 zu den entsprechenden
Thiosulfinaten [E]- 16 und [Z]-1-Propenylpropylthiosulfinat 16 oxidiert. Neben dieser Mono-
oxidation fand eine Oxidierung an dem Sulfenyl-Schwefelatom statt, wobei 20 mg (2%ige
Ausbeute) der unstabilen Komponente S-Propyl-1-Propenylthiosulfinat 17 erhalten werden
konnten. Im Falle von Disulfiden [E]- und [Z]-57 konnten Thiosulfinate mit oxidiertem Sulfenyl-
Schwefelatom [E]-, [Z]-CH3;CH=CHS(O)SCHj3 nicht isoliert werden. Eine Erklarung dafiir war die

Unstabilitat dieser Verbindungen, die sich unter Umgebungsbedingungen spontan zersetzten.

Die Trennung des Thiosulfinatgemisches [E]- und [Z]-16 erfolgte mittels analytischer
HPLC-Anlage an der LiChrospher®Si 60-Saule. Unter den chromatographischen Bedingungen
.NP-HPLC System 1“ (Kapitel 5.3.3) konnten die Thiosulfinate mit den folgenden
Retentionszeiten tgr bei 254 nm zugeordnet werden: die tg von 9.95 min entspricht dem

Thiosulfinat [E]-16 sowie tg von 8.64 min dem [Z]-16. Die Retentionszeiten sind in Tabelle 8

dargestellt.
Substanz tr [Min]
[E]-CH;CH=CH(S)OSCH,CH,CH3; 17 6.69

[Z2]-CH3CH=CHS(S)OCH,CH,CHj3, [Z]-16 8.64
[E]-CH3;CH=CHS(S)OCH,CH,CHjs, [E]-16 9.95

Tabelle 8: Retentionszeiten tg von Thiosulfinaten [E]-16, [Z]-16, und 17.

Unter bereits genannten analytischen Bedingungen konnte S-Propyl-[E]-1-Propenylthiosulfinat

17 mit einer Retentionszeit tg von 6.69 min chromatographiert werden.

3.5 Retrosynthetische Analyse des trans-Zwiebelans

Bei der Struktur der Zwiebelane handelt es sich um ein Heterobicyclo[2.2.1]hexan-System
(Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.), das am C3- und C4-Atom mit einer
Methylgruppe substituiert ist. Als Heteroatome sind zwei Schwefelatome in der Struktur
enthalten, wobei eines davon oxidiert ist. Die beiden Zwiebelane unterscheiden sich
voneinander in der raumlichen Anordnung der Methylgruppen. In Abbildung 10 ist ein
Syntheseplan des trans-Zwiebelan 34 dargestellt, auf dem die Synthese von cis-Zwiebelan 33

basieren konnte.
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Abbildung 10: Syntheseplan fiir trans-Zwiebelan 34.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden untersucht um einen effizienten

Zugang zu 2,3-substitierten 1,4-bis-Acylsilanen 62a und 64a zu erarbeiten.

3.6 Synthese von 1,4-bis-Acylsilane nach Saleur

Acylsilane sind wichtige Intermediate in einer Vielzahl von organischen Synthesen. Bis-Acyl-

silane sind sehr reaktive Verbindungen, zu deren Aufbau existieren einige Methoden.

Erstmals wurde 2000 von Saleur et al.'*®! eine Methode zur Herstellung der 1,4-bis-Acylsilane

Uber eine zweistufige Synthese veroffentlicht. Eine nukleophile Substitution von 1,2-bis-Triflaten



3. Theoretischer Teil 63

mit 2-Lithio-2-trimethylsilyl-1,3-dithian bzw. bei Silylierung von 1,2-bis-([1,3]Dithian-2-yl)ethan
und die nachfolgende Dethioketalisierung von 1,3-bis-Dithianen ermdglichen den Zugang zu 1,4-
bis-Acylsilanen in einer moderaten bis guten Ausbeute. Die vorgenommene Hydrolyse des 2,3-
dimethylsubstituierten Derivates 62 mit einem Gemisch aus Mel und CaCO; in MeCN/H,0 (1:1)

schlug fehl. Die Autoren beobachteten eine Zersetzung des Eduktes 62.

3.7 Strategien zur Synthese des 1,4-bis-Acylsilans 62a und 64a

In dieser Arbeit wurden zur Synthese der bendétigten 1,4-bis-Acylsilane 62a und 64a
hauptsachlich zwei verschiedene Wege untersucht. Die Route von Saleur et al.’®! wurde
gewahlt, wobei die Hydrolyse des silylierten 1,3-bis-Dithians 61 mit Hilfe von Quecksilbersalzen

nach D. Schinzer, Corey-Seebach untersucht wurde. (Abbildung 11)

2

Si
‘ S S
62 v
Dethioketali-
sierung
Silylierung
Li-Si(Me),Ph 62a: Ry, R=Me
64a: R{=Me, R,=Ph

0]

64 R1 =R2=N(CH20H2)20
67: R1 =R2=N(CH3)OCH3

Abbildung 11: Strategien zur Synthese von Acylsilan 62a nach Saleur et al.l'®® und 64a nach
Clark et al."™®
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Die zweite Route nach Clark et al.'*®! beschrieb den Versuch zur Herstellung von bis-Acylsilan

64a aus bis-Morpholinamid 63. Hierbei wurde die Silylierung von bis-Weinrebamid 67 getestet.
Die Methode von Clark ermdglicht eine effiziente Synthese von Acylsilan C Uber die Addition des

leicht zuganglichen Silyl-Anions 65 zum entsprechenden Amid A. Die Reaktion verlauft Gber das

stabile tetraedrische Intermediat B in guten Ausbeuten.

o)
Me——TSi OLi
Me +
. THF >< H30 e
R N + Ph—Si——Li — R N —R S|
/ -78°C |\Ph
Me
) 0] Me
A 65 B c

[116]

Abbildung 12: Allgemeine Synthese von Acylsilan C aus Morpholinamid A nach Clark et al.

Fur die geplanten Studien wurde die kommerziell erhaltliche meso-Dimethylbernsteinsaure 63
als Ausgangsverbindung fir die Synthese des Schlisselintermediats 64a verwendet. Zur

Herstellung der Schlisselverbindung 62a wurde meso-2,3-Butandiol 60 benutzt.

3.8 Synthese des 1,4-bis-Acylsilans 62a und 64a

3.8.1 Dethioketalisierung von bis-Dithian 62

Die erwinschte Vorstufe 1,2-bis-Triflat 61 konnte durch eine Umsetzung des meso-2,3-
Butandiols mit Trifluormethansulfonsdureanhydrid nach Lindner et al. in 72%iger Ausbeute
erreicht werden.

Zunéchst filhrte die Substitution™® von 61 mit 2-Trimethylsilyl-1,3-dithian mit n-BuLi bei 0 °C zur
Isolierung des Produktes 1,4-bis-(Dithian) 62 in nur sehr geringer Menge. Die Bedingungen von
Saleur et al.'® konnten verbessert!'® und durch Deprotonierung von 2-Trimethylsilyl-1,3-dithian
mit n-BuLi in Gegenwart von aquimolarer Menge TMEDA 62 bei -78 °C in einer Ausbeute von

83% synthetisiert werden.
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S S
S
~

O
T

2 eq Py/DMC

\j

_ TfO
2 eq (F3CS0,),0 OTf  THF, -78°C
15 min, RT, 72% n-BuLi/TMEDA (2:2 eq)
61

2h, 83%

60 OH

&

‘/ Dethioketalisierung
Si

\ - N

pd
62 L\\\\////J 62a

Abbildung 13: Synthese von Acylsilan 62a.

Die nukleophile Substitution verlief ohne groRe Schwierigkeiten, doch schlug die Hydrolyse des
bis-Dithians 62 zu bis-Acylsilan 62a nach der optimierten Methode von Saleur et al.l’*® fehl.
Hierbei wurden als Reagentien Hg(ClO,),.6H,O und CaCOj; in THF/H,O (4:1) bzw. Mel und
CaCOj; in MeCN/H,O (1:1) bei RT verwendet. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der Acylsilane
wurde die Dethioketalisierung im Dunkeln durchgefihrt.

Die Dethioketalisierung mit Hilfe von Quecksilbersalzen nach D. Schinzer’® Corey-
Seebach™! Bouillon et al.’*® Roth et al.'*? filhrte zu Spuren von 1,4-bis-Acylsilan 62a, wobei
eine Isolierung nicht moglich war. Eine weitere Reihe von verschieden Studien™** fijhrte
entweder zur substanziellen Zersetzung des Eduktes oder zu unerwiinschten Gemischen aus
Produkten. Die verwendeten Dethioketalisierungsmittel und Reaktionsbedingungen sind in

Tabelle 9 zusammengefasst.
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Nr. Reagenz Bedingungen Dauer Produkt
11208] Spuren,
HgCl,, CdCO; DMSO/H,0 (9:1), RT 2h
unerw. Produkte
2111 | HgCl,, CaCOs Aceton/H,O (4:1), RT 3d Spuren, Zersetzung
(107 _ Spuren,
3 HgCl,, HgO MeOH/H,0 (9:1), reflux | 2h
unerw. Produkte
411%81 [ Hg(Cl0,),.3H,0, CaCO; | THF/H20 (4:1), RT 10 h Spuren, Zersetzung
50 1|, NaHCO; (aq.) MeCN, 0 °C — RT 1.5h Zersetzung
6" | NBS (AgCIO,) Aceton/H,O (4:1),0°C | 5min Spuren, Zersetzung
11 MeCN/DCM/H,0 (8:1:1)

7124 DMP 1h Spuren, Zersetzung

RT
8%l | Chloramin-T-trihydrat MeOH/H,0 (4:1), RT 4d keine Reaktion

DMSO/H,0 (9:1), keine Reaktion,
93 | |BX 2O (&:1) 3d—12h

RT — 45 °C Zersetzung
10" | CAN 25% aq. MeCN, RT 3d keine Reaktion
1111 | Se0, AcOH, RT 18 h Zersetzung

Tabelle 9: Versuche zur Dethioketalisierung von 1,3-bis-Dithian 62

Ein denkbarer Mechanismus der Zersetzung lasst sich Uber eine 1,4-Grob-Fragmentierung gut
erklaren, wobei unter den ausgewahlten Reaktionsbedingungen eine Spaltung der zentralen C-
C-Bindung (C2-C3-Atom) stattfindet. (Abbildung 14)
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1%
E Si\
HgCl
. S+/ J
A
Grob-
Fragmentierung . verschiedene
" Reaktionsprodukte

Abbildung 14: Denkbarer Mechanismus der Hydrolyse von bis-Dithian 62.

Die Zersetzung von bis-Dithian 62 kann mit der Hydrolyse B der Lewis-Saure aktivierten

Thioacetalverbindung A aufgeklart werden. Der nucleophile Angriff des Hydroxidions auf die

Thiocarbonylgruppe ist durch die sterischen Effekte der Methylgruppe (am C2- oder am C3-

Atom) und der volumindsen Substituenten am C1- und C2-Atom erschwert. Aufgrund dieser

Hinderung muss das Nucleophil direkt am Silicium unter der Abspaltung eines instabilen

,maskierten Acyl-Anion“ angreifen. Dadurch fiihrt die Fragmentierung des Uberganszustandes B

durch Stabilisierung dieses Anions zu verschiedenen Eliminierungsprodukten. Eine definitive

Antwort, welche Reaktionsprodukte entstehen kénnen, kann nur mit weiteren Untersuchungen

gegeben werden.
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Bedingt durch diese Probleme wurde diese Route abgeschlossen und eine neue Strategie
entwickelt, das bis-Acylsilan 64a aus bis-Morpholinamid 64 bzw. bis-Weinrebamid 67 nach Clark

et al.'*® zy synthetisieren.

3.8.2  Silylierung von bis-Morpholinamid 64

Durch die im vorherigen Kapitel beschriebenen Probleme wurde die Silylierung von bis-
Morpholinamid 64 nach Clark et al. zuerst untersucht. Zu diesem Zweck musste zunachst das
bis-Morpholinamid 64 hergestellt werden. Das Amid konnte nach der Methode von Benoit et

al -[117]

in einem Schritt aus der kommerziellen meso-Dimethylbernsteinsdure und der
aquimolaren Menge Morpholin in guter Ausbeute synthetisiert werden.

Nach Ma et al.™® und Clark et al.**® konnte bis-Morpholinamid 64 alternativ aus in situ
erzeugtem Dicarbonsauredichlorid und Morpholin in mittlerer Ausbeute hergestellt werden. Die

Reaktionsbedingungen der Amidierung sind in Kapitel 3.8.2 dargestellt.

DCM/THF 2:1
2.1 eq Morpholin

)

2.1eqTEA
2.6 eq EDC
RT, 70 h, 82%

3.0 eq 65
/AN
THF, -78 °C V4 64a
aqg. NH4CI
1.1 eq 65
THF, -78 °C, 3h

CH3COONal(i-Pr, 38%

Abbildung 15: Synthese von Acylsilan 66.
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Nach dem Protokoll von Clark et al.'® wurde eine neue Methode zur Synthese von 1,4-bis-
Acylsiane 64a untersucht. Die direkte Silylierung vom bis-Morpholinamid 64 mit 3.0 eq
Dimethylphenylsilyllithium 65 in THF bei -78 °C und anschlieBende Aufarbeitung mit ag. NH,CI
fuhrte zur Zersetzung des Eduktes. Nach Verbesserung der Reaktionsbedingungen konnte bei
der Addition vom 1.1 eq metallorganischen Reagenz 65 und dem Quenchen mit einer Lsg. von
CH3COONH, in i-Propanol Acylsilan 66 in niedriger Ausbeute (38%) isoliert werden. Das
bendtigte Silyllithium-Reagenz 65 wurde leicht aus Dimethylphenylsilylchlorid (Me,PhSi-Cl) in
THF synthetisiert™*®! und seine Konzentration durch Titration bestimmt. Kritisch hierbei war die
Dauer der Reaktion bei -78 °C, welche nicht langer als 3 h betragen sollte. Uberzog man die
Dauer, so zersetzte sich das Produkt, verkirzte man die RuUhrzeit, so war die Ausbeute

ungenigend.

Die darauffolgende Silylierung™® von 66 mit 1.1 eq 65 fiihrte zu einer Zersetzung des Eduktes.
Unter gleichen Reaktionsbedingungen wurden 30 min nach dem Reaktionsstart Acylcilan 66a*®!

und Morpholinamid 66b™% isoliert.

(0] 0
1.1eq 65 )J\/ )J\/
66 > \Si + N
THF, -78 °C
30 min
(0]
66a 66b

Abbildung 16: Zersetzung des Acylsilans 66 bei -78 °C.

Die Sylilierung von 64 lasst sich mit dem folgenden Mechanismus beschreiben. (Abbildung 17)
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Ph——Si—Li"

K\N)k/ Grob-Fragmentierung

Abbildung 17: Der Mechanismus zur Silylierung von bis-Morpholinamid 64.

Die Reaktion beginnt mit dem Angriff des Nucleophils (Silyl-Anion) an der Carbonylgruppe.
Hierdurch entsteht das tetraedriche Intermediat A. Offensichtlich 1auft neben der Bildung des
Acylsilans 66 eine Brook-Umlagerung!''® ab, wobei die Sylil-Gruppe vom Kohlenstoff zum
Sauerstoff wandert. Eine 1,4-Grob-Fragmentierung stabilisiert das entstandene Acyl-Anion im
Ubergangszustand B und flhrt schlieBlich zur Abspaltung des hdéher substituierten Amid-
Enolats.

Die Sylilierung von 66 verlauft unter der sofortigen Brook-Umlagerung!'"®!

und darauffolgender
1,4-Grob-Fragmentierung. (Abbildung 18) Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist
wahrscheinlich die Bildung des instabilen Carbanions (Ubergandszustand C bzw.
Ubergandszustand D), wobei zundchst das Sylil- bzw. Amid-Enolat als gute Abgangsgruppe

abgespaltet wird.
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Ph Me
N/

K Si
Si —
Me— \O Me \O K\O

66a 66b
Abbildung 18: 1,4-Grob-Fragmentierung des Intermediats C bzw. D.

Da die Silylierung von bis-Morpholinamid 66 nur teilweise erfolgte, wurde auch diese Route zur
Synthese von 64a verworfen und stattdessen Uber eine Silylierung des bis-Weinrebamids 6

versucht, die Schlisselverbindung 64a aufzubauen.

3.8.3  Silylierung von bis-Weinrebamid 67

Der Versuch, durch den nukleophilen Angriff des Dimethylphenylsilyllithiums 65M2% am bis-
Weinrebamid 67 (Abbildung 26) bei niedriger Temperatur zu dem erwtinschten Produkt 64a zu

gelangen, scheiterte an der kompletten Zersetzung des Eduktes nach 2 h. (Abbildung 19)

2 eq 65

Y

87  THF, -78°C,2h

64a

Abbildung 19: Zersetzung des Diweinrebamides 67 bei -78 °C.
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Im weiteren wurde die Silylierung des Amids 67 mit in situ hergestelltem Triethylsilyllithium bzw.
Trimethylsilyllithium untersucht.™® 2! Bei der Reaktion mit Triethylsilyllithium wurden weder ein
Umsatz bei -78 °C noch eine Zersetzung von 67 nach 2 h beobachtet. Uberraschenderweise
fand bei der Silylierung mit Trimethylsilyllithium bei 0 °C keine Reaktion statt, wobei als
Cosolvent das toxikologisch weniger bedenkliche DMPU verwendet wurde. Die Reaktions-

bedingungen sind in Tabelle 10 zusammengefasst.*® 2

Nr. | Reagenz Bedingungen Dauer Produkt
1 Et;Si-H, n-BuLi/TMEDA | THF, -78 °C 2h Zersetzung
2 (MesSi),, DMPU, MeLi THF, 0 °C 24 h keine Reaktion

Tabelle 10: Versuche zur Silylierung von bis-Weinreb-Amid 67.

Die Dethioketalisierung bzw. Silylierung verlief jedoch nicht erfolgreich. Es wurde alternativ eine
direkte Thionierung der meso-Dimethylbernsteinsdurederivate 67, 64 bzw. 66 durchgefihrt, um

den gewunschten bis-Thioamidverbindungen 67a, 64b bzw. 66¢ zu erreichen. (Abbildung 25)

3.9 Thionierung von 1,4-Dicarbonylverbindungen

Derzeit existieren einige Methoden zur Herstellung von 1,4-Thiocarbonylverbindungen. Als
klassischen Thionierungsmittel wurden das Lawesson-Reagenz!'#%% 128132 b7\ _das vergleich-
bare Phosphor(V)-sulfid®?®*?  Bortisulfid!'** und Hexamethyldisilathian!"?*"*"! in der Literatur

beschrieben.

s
s
HCO |F!<S>|Fi OCHj >Si - S\Si <
s
LR HMDST

Abbildung 20: Lawesson-Reagenz (LR) und Hexamethyldisilathian (HMDTS) als Thionierungs-

mittel.
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Die Thionierung von aromatischen, enolisierbaren und nicht enolisierbaren 1,4-Diketo-

Derivaten wurde von verschiedenen Forschungsgruppen untersucht. Dies beruht auf die

effiziente Paal-Knorr-Synthese zur Herstellung von Thiophenen.

Die Thionierung von nicht enolisierbaren Diketonen mit LR wurde von Ishii et. al.[l'*¥

beschrieben. Die Reaktion ist temperaturabhangig. Die Autoren konnten bei 50 °C 1,3-Dithietan

70d isolieren.
reflux
| 50 °C }
0O O S—S§ Ph S—sS Ph
Ph Ph Ph Ph Ph Ph
LF s ‘ ‘
_ S + +
Me Me  Toluol Me Me Me Me
Mé Me Me Me Mé Me Me Me Me Me
70c 70d 70e 70f
50 °C 70% 7% 23%
reflux 0% 13% 80%

Abbildung 21: 1,3-Dithietan 70d-Bildung nach Ishii et al.['*¥

Nishio!'?® postulierte den Mechanismus fiir die Bildung von 2,5-disubstituierten Thiophenen 69d

unter der Thionierung von y-Keto-Amiden 69c¢ mit LR und anschlieRender Eliminierung vom

Schwefelwasserstoff.

NR,R
0 2R3 S

S
NR;R;

LF
—_— —
R Ri had S
1 ( R
69c 'S

l Isomerisierung

-H,S

B S——

69d

R1 S

H

J

(N

+
NR,R3

\

NR,R3

Abbildung 22: Thionierung von y-Keto-Amiden 69¢ mit LF nach Nishio et al.['®!
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Im Jahr 2004 publiziete Bouillon et al!®® die erste Synthese von silylierten
Schwefelheterocyclen (5-, 6- und 7-Ring) durch Thionierung von bis-Acylsilanen mit HMDST.
Die Kombination sehr reaktive C=S-Doppelbindung (als Dienophil) mit den besonderen
Eigenschaften der Organosilan-Funktion flhrte zur Isolierung von Kondensationsprodukten. Bei
der Thionierung von 1,4-bis-Acylsilanen 69 konnten von Bouillon et al. 2,5-disubstituierten

Thiophen- 70 und Furan-Derivate 71 als Gemische isoliert werden.

o) 0
//JL\\___-//JL\\ HMDST / \ . / \
si' Si?  CoCl,.6H,0  Si s si? g 0 Si?
69 MeCN, RT 70a, 70b 71a, 71b
69a: Si'=Si’=Me;Si
69b: Si'=Me;Si
Si%=i-Pr3Si

Abbildung 23: Thionierung von 1,4-bis-Acylsilan 69 mit HMDS nach Bouillon et al."*

Die Reaktion verlauft unter einer intramolekularen Cyclokondensation von Z-a-Enethiol**-Form
der Thioacylsilane. Das Vorhandensein von Silyl-Gruppen beglnstigt die Enethiol-Bildung,

wobei das Proton am a-C-Atom der Carbonylgruppe leicht abgespalten werden kann.!'? %0

Feldkamp und Tullar'"® berichteten 1963 (iber die Paal-Knorr-Synthese von 3-Methylthiophen
71d aus Natriumsalz der Brenzweinsaure 71c, wobei die Cyclokondensation bei einer sehr

hoheren Temperatur verlief.

Mineraldl B} / \
NaO,C CO,Na 240-275°C .
71c 71d

Abbildung 24: Paal-Knorr-Synthese von 3-Methylthiophen 71d nach Feldkamp und Tullar.!"*®!
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Im diesen Teil sollte eine neue Methode erarbeitet werden um die bendtigten 2,3-substituierten
bis-Thioamid-Verbindungen 67a und 64b bzw. Thioacylsilan 66c darzustellent'?'% 128124
(Abbildung 25). Diese kénnen méglicherweise in einer intramolekularen [2+2]-Cycloaddition!'?*!

zur Bildung von 1,3-Dithietan-Derivaten spontan eingehen.

3.9.1 Reaktion mit Lawesson-Reagenz

Zur Herstellung von bis-Thioamid-Derivaten 67a, 64b und Thioamid 66¢c wurden bis-Weinreb-
amid 67, bis-Morpholinamid 64 bzw. Acylsilan 66 unter Standardbedingungen mit Lawesson-

Reagenz in Toluol eingesetzt.!'##72>128. 132

Die Reaktion zwischen 67 und LR verlief bei 50 °C bzw. bei 110 °C (Abbildung 25) und fiihrte
nach 5 h zur Bildung von verschiedenen Produkten, wobei eine eideutige Strukturaufklarung
unmdglich war. Das gemischte ">C-NMR-Spektrum zeigte im tiefen Feld die Anwesenheit von C-
Atomen mit einer chemischen Verschiebung zwischen 6=220 ppm und =179 ppm. Eine weitere
Untersuchung der Reaktionsbedingungen kénnte zur Synthese der entsprechenden Thiocarbo-

nylverbindung 67a herangezogen werden.

LR, Toluol

50°C/110°C

67: R1=R2=N(CH3)OCH3 67a: R1=R2=N(CH3)OCH3
64: R1=R2=N(CH2CH2)20 64b: R1=R2=N(CH2CH2)2O
66: R1=SiM62Ph, R2=N(CH2CH2)2O 66¢C: R1=SiMe2Ph, R2=N(CH2CH2)20

Abbildung 25: Thionierung von bis-Weinrebamid 67, Dimorpholinamid 64 und Acylsilan 66 mit
LR.

Die Thionierung von bis-Morpholinamid 64 bei 110 °C flhrte in 3 h zur Bildung von
verschiedenen Reaktionsprodukten. Das gemischte ">*C-NMR-Spektrum zeigte im tiefen Feld die
Anwesenheit von C-Atomen zwischen & =202 ppm und 6=175 ppm, d.h. ein Austausch zwischen

S- und O-Atom vermutlich stattgefunden hat. Die geringe Menge konnte nicht isoliert werden.
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Setzte man Acylsilan 66 in Toluol mit LR bei 50 °C ein, so zersetzte sich das Edukt nach 12 h

vollstandig.

Die Reaktionsbedingungen und Ergebnisse zur Thionierung von meso-Dimethylbernsteinsaure-

Derivaten sind in Tabelle 11 kurz zusammengefasst.

Nr. Edukt Bedingungen Dauer Produkt

1 67 LR, Toluen,50°C/110°C | 5h verschied. Produkte

2 64 LR, Toluen, 110 °C 3h verschied. Produkte
66 LR, Toluen, 50 °C 12 h Zersetzung

Tabelle 11: Versuche zur Thionierung von bis-Weinrebamid 67, bis-Morpholinamid 64 und

Acylsilan 66.

3.9.2 Reaktion mit Hexamethyldisilathian

3.9.2.1 Synthese von Thioamid 68

Das bis-Weinrebamind 67 wurde durch Amidierung™? von meso-Dimethylbernsteinsiure mit
N,O-Dimethylhydroxylamin-Hydrochlorid mit Hilfe des Kupplungsreagenzes EDC bei RT in einer
Ausbeute von 75% synthetisiert. Als nukleophiler Katalysator diente DMAP.
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THF
0.2 eq DMAP

I
Q
I
Z|
©]
Q
I
w
Y

3.2eq. TEA, 2.4 eq EDC
RT, 19 h, 75%

MeCN, 4 eq HMDST
2 eq CoClI.6H,0

30 °C, 15 min, 85%

Abbildung 26: Synthese von Thioamid 68.

Die Thionierung von Diweinrebamid 67 mit HMDST nach Bouillon et al.'*” lieferte Thioamid 68

°C.I%0. B Unter diesen

in einer 85%igen Ausbeute. Die Reaktion dauerte 15 min bei 30
Bedingungen wurde nur ein Sauerstoff- gegen ein Schwefelatom ausgetauscht, obwohl die
Reaktion mit 4 eq HMDST durchgeflhrt wurde. Nach der Auswertung von NOESY, COSY und
C, H-Korrelation NMR-Spektren stellte es sich fest, dass unter den Bedingungen eine reversible
Reaktion erfolgte, welche die zweite Amid-Funktion zur Carbonsaure Gberfluhrte. Die
synthetisierte Verbindung ist eine neue Substanz, die fir die weitere Umsetzung verwendet
werden konnte bzw. zum Verstehen der chemischen Reaktivitat der 2,3-substituierten
1,4-Dicarbonsaure-Derivate.

Diese Strategie konnte weiter verfolgt werden. Durch Amidierung der Carbonsaure-Funktion und
nachfolgender Sulfurierung mit HMDST koénnte das bis-Thioamid hergestellt werden. Da die
Reaktion bei 30 °C durchgefihrt werden kann, koénnte eine Thionierung und darauffolgende
intramolekulare [2+2]-Cycloaddition unter Lichteinwirkung gelingen. Eine weitere Reduktion (z.
B. mit LAH, DIBAL-H) der Amid-Funktion und anschlieBende Aufarbeitung mit verdinnter,

wassriger Saure kdnnte die Vorstufe 34a des trans-Zwiebelans 34 freisetzten.
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3.9.2.2 Darstellung der Reaktion mit bis-Morpholinamid 64

Bis-Morpholinamid 64 wurde mit Hexamethyldisilathian in abs. MeCN und einer katalytischen
Menge BF3.Et,0 bei RT versetzt. Unter diesen Bedingungen'**!! fand keine Reaktion statt. Nach
der Zugabe von weiterem HMDST (> 8 eq) bzw. Katalysator unter Erwarmung der Reaktion auf
30 °C konnte bis-Morpholinamid nur teilweise umgesetzt werden. Das ">C-NMR-Spektrum des
Reaktionsproduktes 64d zeigte keine chemische Verschiebung 6>200 ppm, die dem C-Atom
aus der Thion-Gruppe (>C=S) entsprechen wirde. Die NMR-, HPLC-MS, MS-Auswertungen
zeigten, dass bei dem Versuch zur Herstellung von bis-Thiocarbonyl-verbindungen nur eine

Morpholin-Funktion gegen EtO-Gruppe ausgetauscht wurde.

MeCN, HMDST

64 > /\o

BF;.Et,0, 30 °C

.

64d

Abbildung 27: Thionierung von bis-Morpholinamid 64.

3.9.2.3 Isomerisierung von Acylsilan 66

Die Thionierung vom 2,3-substituierten Acylsilan 66 mit Hexamethyldisilathian HMDST nach
Bouillon et al.® und Ricci et al."*"! unter milden Bedingungen bei RT verlief mit Schwierig-
keiten. Die Reaktion wurde in Gegenwart von katalytischer Menge CoCl.6H,O durchgeflhrt.
Nach 18 h wurden 33% des Eduktes 66 umgesetzt, wobei das Reaktionsprodukt 72 in 20%iger

Ausbeute isoliert werden konnte.

MeCN
8 eq HMDST

66

| /

.

2 eq CoCI.6H,0

72

RT, 72 h, 20%

Abbildung 28: Isomerisierung von meso-66 in rac-Acylsilan 72.
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Das Produkt 72 und das Edukt 66 konnten flashchromatographisch voneinander getrennt
werden. Ein Vergleich zwischen NMR-, HPLC-MS-, MS- und IR-Messungen zeigte, dass beide
Verbindungen Uber identische analytische Daten (u.a. chemische Verschiebung,
MS-Fragmentierung) verfugten. Die folgende NOE-NMR-Untersuchung von 72 wies die
trans-Geometrie der einzelnen Protonen am C2- und C3-Atom nach, wobei die
Kopplungskonstante 8.4 Hz betrug. Nach der Strukturaufklarung von 72 konnte festgestellt
werden, dass es sich bei beiden Verbindungen um ein Diastereomerenpaar handelte. Offenbar
sprach diese Reaktion fiir eine Isomerisierung!"* von meso-66 in rac-72. Eine ungewdhnliche
Epimerisierung stellten Sharp und Heathcock™ 1994 bei der Thionierung von
8-Lactam-Derivaten mit Lawesson-Reagenz unter Standartbedingungen fest. Die Autoren

beschrieben diese Isomerisierung durch eine 1,3-dipolare Cycloreversion.

Unter diesen Reaktionsbedingungen konnte das gewunschte Thioacylsilan 66c nicht erreicht
werden. Eine weitere Untersuchung der Reaktionsbedingungen mit einer katalytischen Menge
an BF3.Et,0 und FeClze6H,0!"" kdnnte zu Thioamidderivaten fiihren. Nach dem Protokoll von
Stelious et all'”® kénnte versucht werden, die Thiocarbonylverbindungen iiber in situ

synthetisiertes Bortrisulfid (B,S3) aus stéchiometrischen Menge Bortrichlorid (BCl3) herzustellen.

Die synthetisierten Verbindungen 64, 66, 67 und 72 wurden bis heute in der Literatur noch nicht
beschrieben. Die untersuchten Reaktionen koénnten zu der Aufklarung der chemischen
Reaktivitdt von 2,3-substituierten Acylsilan- 66, bis-Weinrebamid- 67, 72 bzw. bis-Morpho-
linamid-Derivaten 64, 64d beitragen, wobei es eine Vielzahl Schwierigkeiten wahrend der
Synthesewege auftraten. Dennoch dienten diese Studien als grundlegende Vorversuche zur

Synthese von cis-, trans-Zwiebelan.
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4 Zusammenfassung, Ausblick und biologische Evaluierung

4.1 Zusammenfassung

Die frischen Extraktausziige aus Schalotten Bonilla (Allium cepa var. Aggregatum) wurden
beziglich ihrer Zusammensetzung bzw. chemischen Struktur und biologischen Aktivitat ihrer
Inhaltsstoffe untersucht. Die Forschungsarbeiten erfolgten in der Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe um Dr. L. Lucke (LUS GmbH), welche frische Extraktauszuge bereit stellte sowie
der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. S. Ansorge (IMTM GmbH), die die immunmodulatorische Potenz

der Naturstoffanaloga untersuchte.

Die ausgewdahlten symmetrischen und asymmetrischen gesattigten und a-ungeséttigten
Thiosulfinate wurden nach leicht modifizierten Literaturvorschriften synthetisiert. Die
Direktoxidation von kommerziellem symmetrischem Dimethyl- bzw. Dipropyldisulfid mit
aquimolaren Mengen von mCPBA fihrte zu Dimethyl- 12 und Dipropylthiosulfinat 13. Die
ungesattigten asymmetrischen Thiosulfinate wurden durch Oxidation von entsprechenden
Disulfiden regiospezifisch synthetisiert. Diese konnten mit mCPBA zum [E]- 14 und [Z]-1-
Propenylmethylthiosulfinat 14, [E]- 16 und [Z]-1-Propenylpropylthiosulfinat 16 und S-Propyl-1-
Propenylthiosulfinat 17 oxidiert werden. Schlisselverbindung dieser Synthese war 1-Propinyl-
propylsulfid 54, eine Verbindung, die durch basenkatalysierte Isomerisierung von 2-Propinyl-

propylsulfid 53 zuganglich war.

Die Isolierung der Priméar- und Sekundarmetabolite aus dem frischen Bonilla-Extrakt erfolgte
Uber eine Kombination aus Radial- und Hochleistungsfliissigkeitschromatographie bei
Raumtemperatur. Die durch Radialchromatographie praparativ vorgetrennten Extraktfraktionen
wurden an einer Normalphasen-LiChrospher®Si 60-S&aule weiter chromatographiert, wobei die
Eluation der Metabolite Uber einen Gradienten i-Propanol/n-Hexan erfolgte. Die Analysezeit des
Extraktes betrug 50 min/Lauf. Unter gleichen chromatographischen Bedingungen fand bei der
praparativen Auftrennung die typische Peakverschiebung und -tberlappung in dem Chromato-
gramm statt. Die einzelnen Fraktionen wurden gesammelt und aufkonzentriert. Eine weitere
Aufreinigung erfolgte durch den semipraparativen Modus der analytischen HPLC-Anlage.

In einem weiteren Schritt wurden die Sekundarmetabolite anhand einer Umkehrphasen-Zorbax®

CD-8-Saule einzeln identifiziert. Die Cepaene 27, 30a, 30b und 30c konnten hier durch einen
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Gardienten von NH,OH/MeCN eluiert und mittels ES-API-MS identifiziert werden. Eine
eindeutige Zuordnung von Peaks zu Massen wurde durch HPLC-MS ermdglicht. Die Analysezeit
betrug 15 min/Lauf.

Die qualitative Analyse der Komponenten aus Béarlauchextrakt (Allium ursinum. L) bewies die
universelle Einsetzbarkeit und die Reproduzierbarkeit der ausgearbeiteten chromatographischen
Bedingungen "NP-HPLC-System 1".

Die beste Auftrennung der Allium-Extrakte konnte an einer Umkehrphasen-LiChrosorb® RP 18-

Saule nicht erreicht werden.

Die synthetischen Substanzen dienten als Referenzsubstanzen und wurden qualitativ unter den
Bedingungen "NP-HPLC-System 1" chromatographiert. Als interner Standard fur die qualitative
Bestimmung und Zuordnung der Peaks wurde Benzylalkohol eingesetzt. Eine vollstéandige
Auftrennung von [E]- 14, [Z]-1-Propenylmethylthiosulfinat 14 mit der vorliegenden Methode war
nicht moglich, da Thiosulfinate sehr schnell bei Raumtemperatur isomerisierten. Unter diesen
chromatographischen Bedingungen l6sten sich Thiosulfinat 13 und [E]-16 ebenfalls in einem

gemeinsamen Peak mit einer Retentionszeit von 9.2 Minuten auf.

Aufgrund der Komplexitat des Extraktes erfolgte die Zuordnung der Peaks durch eine Co-
Chromatographie der Naturstoffe mit den Naturstoffanaloga durch HPLC-MS. Ein Vergleich der
Ergebnisse aus der Strukturaufklarung isolierter Inhaltsstoffe der einzelnen Extraktfraktionen

und der Referenzsubstanzen trug auch dazu bei.

Die chemischen Strukturen des cis- und trans-Zwiebelans sowie der Cepaene wurden Uber den
gemischten NMR-Spektren einzelner Extraktunterfraktionen eindeutig aufgeklart. Bei der
Verbindung [Z]-27 handelte sich um einen neuen, isolierten Naturstoff, der mittels EI-MS jedoch
nur als Stereoisomerengemisch in Allium cepa nachgewiesen und in der Literatur beschrieben
wurde. Eine Isolierung des Diastereomers von [Z]-27 aus Bonilla-Extrakt war nicht méglich. Die
ermittelten MS- und NMR-Ergebnisse von 30b und 30c sprachen fir zwei Verbindungen, die als
ein Diastereomerpaar bezeichnet wurden. Eine vollstandige Strukturaufklarung u.a. cis/trans-
Geometrie der Doppelbindung am C8/C9-Atom von 30a gelang nicht, da eine zu sehr geringe
Menge anhand ES-API-MS-Messung im Extrakt nachgewiesen wurde. Bisher existieren keine
literaturbekannten Daten Uber eine Isolierung der Cepaene aus Allium cepa var. Aggregatum.
Die erhaltenen Ergebnisse wiesen darauf hin, dass diese Verbindungen nach der

enzymatischen Reaktion im frischen Bonilla-Extrakt entstanden.
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Eine quantitative Bestimmung der symmetrischen bzw. asymmetrischen gesattigten und
a-gesattigten Thiosulfinate, Zwiebelane sowie Cepaene erfolgte mittels des Benzaldehyd-
Standards. Aufgrund der leichten cis/trans-Isomerisierung der a-, B-ungesattigten Thiosulfinate
bei Raumtemperatur wurde deren gesamte Konzentration im Extrakt bestimmt. Die gesamte
relative Konzentration der Cepaene wurde ermittelt, da diese unter “NP-HPLC System 1“

voneinander nicht getrennt werden konnten.

Die gesattigten synthetischen Naturstoffanaloga 12 und 13 wiesen keine toxischen Effekte in
einem Proliferationsgrad-Testsystem nach. Das Histaminrelease-Testsystem zeigte, dass 12
und 13 die Histaminausschuttung signifikant hemmten (Signifikanz p<0.01). Mit dem
Basophilen-Aktivierungstest konnte bewiesen werden, dass durch die Thiosulfinate eine
signifikante Reduktion der allergischen Reaktion bei Insektenstichen erfolgte (Signifikanz
p<0.05).

Die Dethioketalisierung bzw. Silylierung und direkte Thionierung von 2,3-substituierten
Bernsteinsaure-Derivaten verliefen mit Schwierigkeiten. Die daraus resultierende Problematik
lasst sich mit einer 1,4-Crob-Fragmentierung gut erklaren, wobei dies zur Spaltung der zentralen
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung (C2-C3-Atom) fihrt. Die Dethioketalisierung des bis-Dithians 62
mit Hilfe von Quecksilbersalzen fiihrte entweder zu Spuren von 1,4-bis-Acylsilan 62a, zur
Zersetzung des Eduktes oder zu Gemischen aus unerwiinschten Produkten. Eine Isolierung von
62a war nicht mdglich. Das 2,3-substituierte meso-Acylsilan 66 isomerisierte ungewdhnlich zur
rac-Form 72 bei Thionierung mit Hexamethyldisilathian unter milden Bedingungen. Die
Thionierung von bis-Weinrebamid 67 mit HMDST lieferte Thioamid 68.

Die untersuchten Reaktionen kdnnen zur Aufklarung der chemischen Reaktivitat von 2,3-substi-
tuierten Acylsilan- 66, bis-Weinrebamid- 67, 72 bzw. bis-Morpholinamid-Derivaten 64, 64d
beitragen. Dennoch dienten diese Studien als grundlegende Vorversuche zur Synthese von cis-,

trans-Zwiebelan.

4.2 Ausblick

Die charakteristischen Doppeldubletts zwischen 3.80 ppm und 3.50 ppm in gemischten 'H-
NMR-Spektren der Fraktion F3 und F4 zeigten die typische chemische Verschiebung des
entschirmten Protons am C5-Atom (SCHC,HsSS). Die zugehérigen chemischen
Verschiebungen vom C5-Atom in *C-NMR-Spektren wurden zwischen 77 ppm und 70 ppm

aufgenommen. Der Vergleich der NMR-Ergebnisse mit den literaturbekannten Daten von
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isolierten und synthetischen Cepaenen wies darauf hin, dass es sich bei diesen Verbindungen
um weitere Cepaene handeln kdnnte. Eine weiter gehende Untersuchung der F3 und F4 kdnnte

diese Vermutung eindeutig bestatigten.

Die ausgearbeitete HPLC-Methodik kann fur die Auftrennung weiterer Allium-Extrakte dienen.
Aufgrund der Komplexitat der Zusammensetzung der Extrakte kann diese Methode naturlich
weiter verbessert werden. Hier sind Faktoren wie Instabilitit und chemische Struktur der
Inhaltsstoffe sowie aufgewendete Zeit, Stationarphase bzw. Eluationsmittel der analytischen
HPLC-Technik zu nennen. Auch die Trennung an der praparativen HPLC-Anlage kann in diesen

Punkten weiter optimiert werden.

Die Reaktionsbedingungen mit LR zur Synthese des entsprechenden bis-Thionamids 67a sowie
64b kénnten weiter untersuch werden. Durch eine Amidierung der Carbonsaure-Funktion in 68
und nachfolgender Thionierung mit HMDST kénnte das bis-Thionamid 67a hergestellt werden.
Da die Reaktion bei 30 °C bzw. unter Reflux durchgefiihrt werden kann, kénnte eine Thionierung
und darauffolgende intramolekulare [2+2]-Cycloaddition gelingen.

Eine Thionierung von 66 mit HMDST in Gegenwart katalytischer Mengen an BFs;.Et,O und
FeCls6H,0"3! kénnte durchgefiihrt werden. Nach dem Protokoll von Stelious et al.** kénnte
versucht werden, das Thioacylsilan 66¢ Uber in situ synthetisiertes Bortrisulfid (B,S;) aus

stochiometrischen Mengen Bortrichlorid (BCls) herzustellen.

4.3 Biologische Evaluierung

Die immunmodulatorische Potenz von Allium-Naturstoffanaloga wurde von der Arbeitsgruppe
um Prof. Dr. S. Ansorge (IMTM GmbH) untersucht. Fir die Untersuchung wurden die Dimethyl-
12 und Dipropylthiosulfinat 13 bereitgestellt. Diese Substanzen sorgen fir das charakteristische

Zwiebelaroma.

4.3.1 Proliferationsgrad

Mit den Thiosulfinaten 12 und 13 wurde zur Untersuchung zytotoxischer Effekte ein
nichtradioaktiver Proliferationstest durchgefiihrt. Keine Toxizitat konnte nachgewiesen werden.
Der Proliferationsgrad nach 24 Stunden nach Inkubation mit 12 und 13 ist in Abbildung 1 bzw.
Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 1: Proliferationsgrad nach 24 Stunden nach Inkubation mit Dimethylthiosulfinat 12
(ND1).
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Abbildung 2: Proliferationsgrad nach 24 Stunden nach Inkubation mit Dipropylthiosulfinat 13
(ND2).
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4.3.2 Histaminrelease

Bei Kontakt mit allergieausldsenden Antigenen wird Histamin in der Haut freigesetzt, wobei eine
Entziindung und ein Juckreiz auftreten.

Mit dem etablierten Testsystem (Histaminrelease) wurde die allergische Reaktion wie bei einem
Insektenstich sehr realitdtsnah durchgefihrt und die Beeinflussung der Histaminausschuttung
bei gleichzeitiger Stimulation mit 102 g/l IgE und Zugabe von 12 und 13 bestimmt. Aus den
Abbildung 3 bzw. Abbildung 4 ist zu erkennen, dass die Thiolsulfinate die Histaminausschittung

signifikant hemmten (Signifikanz p<0.01).

0Ko 10-03 g/l
END1

Manal

1,0 g/l 0,1 g/l 0,01 g/l 0,001 g/l

150 -

Histaminrelease [% v.
Kontrolle]

Dimethylthiosulfinat 12 [g/l]

Abbildung 3: Beeinflussung der Histaminausschittung nach Stimulation mit 10 g/I IgE und
Zugabe von Dimethylthiosulfinat 12 (ND1).
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Dipropylthiosulfinat 13 [g/]

Abbildung 4: Beeinflussung der Histaminausschiittung nach Stimulation mit 102 g/l IgE und

Zugabe von Dipropylthiosulfinat 13 (ND2).
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4.3.3  Aktivierungsgrad basophiler Granulozyten

Mit dem Basophilen-Aktivierungstest erfolgte die Charakterisierung der spezifischen
Immunantwort im Zusammenhang mit einer Sofortreaktion, wie sie bspw. bei Insektenstichen
auftritt. Mit diesem Testsystem konnte bewiesen werden, dass durch die Thiosulfinate eine
signifikante Reduktion der allergischen Reaktion bei Insektenstichen erfolgte (Signifikanz
p<0.05). Die Beeinflussung des Aktivierungsgrades basophiler Granulozyten nach Stimulation
mit 10 g/l IgE und Zugabe von 12 bzw. 13 ist in Abbildung 5 und Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 5: Beeinflussung des Aktivierungsgrades basophiler Granulozyten nach Stimulation
mit 10 g/l IgE und Zugabe von Dimethylthiosulfinat 12 (ND1).
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Abbildung 6: Beeinflussung des Aktivierungsgrades basophiler Granulozyten nach Stimulation

mit 10 g/l IgE und Zugabe von Dipropylthiosulfinat 13 (ND2).
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5 Experimenteller Teil

5.1 Chromatographisches System

5.1.1  Analytisches HPLC-Anlage

Die qualitative und quantitative Bestimmung der Inhaltstoffe aus dem Extrakt ,Bonilla“ wurde mit
einer HPLC-Anlage von der Techlab Chromatographie GmbH (Eckeréde, Deutschland)
durchgefihrt. Diese Anlage bestand aus einem Vakuumdegaser, zwei Kolbenpumpen ,Binary
Gradient Pump“ fir die Arbeitsbereich von 0.1-10 ml/min, einem Mischventil, einem
Injektionsventil, einer Trennsdule wund einem Shimadzu UV-Detektor ,Ultraviolet
Spectrophotometric Detector SPD-6 Modul“ (fir den Spektralbereich 195-350 nm). Die
chromatographischen Daten wurden mit der Systemsoftware ,Andromeda“ erfasst und
ausgewertet. Das Arbeitsprinzip einer HPLC-Anlage ist schematisch in Abbildung 1

wiedergegeben.

—
1
UV-Detektor |—> PC

Degaser Saule (
A 4
Pumpe Fraktions-
sammler

—
Solvent
2

Abbildung 1: Schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage.

Es wurden Edelstahlsdulen mit einer Lange von 125 und 250 mm bei einem Innendurchmesser
von 4.6 mm verwendet. Die Trennung erfolgte auf unterschiedlichen NP- und RP-
Packungsmaterialien der Firmen Techlab Chromatographie GmbH, VWR™ International (Merck,
Darmstadt) und M&W Chromatographietechnik GmbH mit Partikelgrofie von 5 pm. Die

untersuchten chromatographischen Bedingungen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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stationare Phase LiChrospher® Si 60 LiChrosorb® Si 60 LiChrosorb® RP 18,
Zorbax CD-8

mobile Phase n-Hexan, i-Propanol, | n-Hexan, i-Propanol, | Acetonitril, Methanol,

Chloroform Ethylacetat Wasser, Pufferlésung

Volumenstrom 1.0-1.6 ml/min 1.6-1.8 ml/min 0.8-1.0 ml/min

Injektionsvolumen 5, 20, und 50 pl 5, 20 und 50 pl 5, 20 und 50 pl

UV-Detektion 210, 230 und 254 nm | 210, 230 und 254 nm | 210, 230 und 254 nm

Elution Gradient Gradient isokratischer Lauf,
Gradient

Tabelle 1: Chromatographische Bedingungen der Normal- und Umkehrphasen HPLC.

Zur Elution im isokratischen Lauf bei Raumtemperatur diente ein Gemisch aus Acetonitril,
Methanol und Wasser.” Im Fall einer Gradientenelution wurde eine Mischung von n-Hexan, i-
Propanol oder Ethylacetat sowie Acetonitril/NH,Acetat verwendet.!"*! Auf die Saule wurden je 5-
50 ul einer ethanolischen Ldsung der Probe aufgetragen. Die Zeit bis zur vollstandigen

Peakauflésung betrug 25-40 min.

Die analytische HPLC-Anlage wurde auch als semi-praparative eingesetzt.

5.1.2 Praparative HPLC-Anlage

Zur |Isolierung der biologisch aktiven Komponenten wurde eine praparative HPLC-Anlage Modell
ST-140 G der Firma Merck/SepTech™ (Darmstadt, Deutschland) eingesetzt. Die Anlage ist mit
zwei Pumpen ausgeristet, die bei isokratischem Betrieb in einem Flussbereich von 5 bis 140
ml/min und bei Gradientenbereich in einem Flussbereich von 35 bis 140 ml/min arbeiteten. Der
maximale Betriebsdruck des Systems war 340 bar. Vor Edelstahlsdule mit einem
Innendurchmesser von 25 mm wurde ein manuelles Rheodyne-Injektionsventil mit einer 2000 ul
Probenschleife eingebaut. Das chromatographische Signal wurde von einem L-4000
Merck/Hitachi UV-Detektor erfasst und mit dem Software ,TurboPrep“ ausgewertet. Die
Trennung erfolgte auf einer LiChrosorb® Si 60 Saule (250x25 mm) mit PartikelgroRe des
Packungsmaterials von 7 um. Als mobile Phase wurde ein Gemisch aus n-Hexan und
Ethylacetat verwendet. Die chromatographische Bedingungen wurden durch die Systemsoftware

Uber einen Kontroller individuell gesteuert.
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5.1.3 Das Chromatotron

Die Radialchromatographie wurde mit einem Chromatotron™, Modell 7924T (Harrison
Research, USA), einer Pumpe Lab Pump Jr., Modell RHSY (Fluid Metering Inc., USA) und durch
Elution mit den ausgewiesenen Laufmitteln ausgefihrt. Der schematische Aufbau des
Chromatotrons!™” ist in Abbildung 2 wiedergegeben. Die Kieselgel/Gips A beschichtete
Glasplatte B wurde auf den Motor F fest verbunden. Eine PTFE-Abdeckung C schloss den
Innenraum des Chromatotrons dicht ab. Das Tragermaterial liel} sich anschlieBend Uber das
entsprechende Laufmittel, das aus einem Vorratsgefall auf die rotierende Platte tropfte,
konditionieren. Dann wurde das Extrakt in wenig Lésungsmittel geldst und langsam zugegeben.
Am Ende dieses Vorganges lieRt man wieder das Laufmittel zutropfen und der Extrakt begann
sich durch Eluation mit dem Laufmittel aufzutrennen. Die verschiedenen Fraktionen wanderten
mit dem Ldsungsmittel als konzentrische Kreise, verlielen die Glasplatte und flossen im

Lésungsmittelkanal E zum Abfluss G. Dort wurden die unterschiedlichen Extraktfraktionen in

Reagenzgléser aufgefangen.® 1371

Kieselgel/Gips-Schicht
Glasplatte
PTFE-Abdeckung
Feststellschraube
Lésungsmittelkanal
Motor
Losungsmittelabfluss
Losungsmitteleinlass

L — |

— o

TOMmMOoOw2

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Chromatotrons™79243 (Harrison Research).[**"]
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Da die PTFE-Abdeckung des Chromatotrons UV-Licht-transparent ist, konnten die UV-aktiven
Verbindungen, die in verschieden groRen konzentrischen Kreisen gruppiert waren, unter einer
UV-Handlampe Benda, Modell NU-8-KL (KW254 nm / LW366 nm) detektiert werden.

konzentrische Kreise

Glasplatte

g

Kieselgel/Gips-Schicht

Abbildung 3: Konzentrische Kreise!"*"! auf Kieselgel/Gips beschichtete Glasplatte.

Die Auftrennung erfolgte auf einer vorgefertigten Kieselgel/Gips-Glasplatte (Klaus Ziemer
Chromatographie) mit einer Schichtdicke von 2 mm. Zur Elution im isokratischen Lauf diente
eine Mischung von n-Hexan/i-Propanol. Nach einem Wechsel des Laufmittels zu reinem Aceton
wurden die Verunreinigungen aus der Glasplatte gewaschen, so dass die Platte

wiederverwendet werden konnte. Die chromatographischen Bedingungen sind in Tabelle 2

zusammengefasst.
stationare Phase Silikagel-GF
Schichtdicke 2mm
mobile Phase n-Hexan/i-Propanol (7:1)

Flussgeschwindigkeit 6 ml/min

Elution isokratischer Lauf
UV-Detektion 254 nm

Tabelle 2: Chromatographische Bedingungen der Radialchromatographie.
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5.2 Allgemeine Arbeitstechniken

Arbeitstechnik

Samtliche feuchtigkeits- oder luftempfindlichen Reaktionen wurden unter einer Stickstoffgas-
atmosphare durchgeflihrt. Die Reaktionsapparaturen wurden zuvor mit einer HeilRluftpistole im
Olpumpenvakuum ausgeheizt. Fliissige Reagenzien oder Lésungen wurden mit Spritzen durch
Septen in die Reaktionsgefalle zugegeben. Die Zugabe von Feststoffen erfolgte im Stickstoff-

Gegenstrom.
Ausgangsverbindungen und Losungsmittel

Die kommerziell erhaltlichen Chemikalien wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt.
Lésungsmittel als Reaktionsmedien wurden nach dblichen Methoden gereinigt bzw. absolutiert
oder als getrocknete Lésungsmittel Uber Molekularsieb von der Firma Fluka aufbewahrt (H,O-
Gehalt <0.01%). Tetrahydrofuran und Diethylether wurden Uber Natrium/Benzophenon,
Dichlormethan Uber Calciumhydrid unter Stickstoff absolutiert und vor Gebrauch destilliert.

Préaparative Sdulenchromatographie

Zur Niederdrucksaulenchromatographie (bis zu 0.4 bar Stickstoff-Uberdruck) wurde Kieselgel
60 der Firma Fluka mit einer KorngroRe von 40-63 um verwendet. Samtliche Laufmittel wurden
vor Gebrauch destilliert. Bei den Losungsmittelgemischen handelte es sich um

Volumenverhaltnisse.

Analytik
Analytische HPLC-Trennung erfolgte mit einer Agilent 1100 LC/MSD-Anlage.

Fur die analytische Diinnschichtchromatographie wurde auf DC-Fertigfolien Polygram®SIL
G/UV254 mit Fluoreszenzindikator der Firma Macherey&Nagel durchgefuhrt. Die Detektion
erfolgte durch Bestrahlung mit UV-Licht (254 nm) sowie durch Eintauchen der entwickelten DC-
Karten in eine der beschriebenen Farbereagenziésungen und anschlieBendes Erhitzen mit

einem Heilluftfon.
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Farbereagenzien:

Vanilin-Reagenz:
8.6 g Vanillin werden in 200 ml dest. Ethanol gelést und tropfenweise mit 2.5 ml konz.

Schwefelsaure versetzt.

Cer(IV)-Sulfat/Phosphormolybdansaure-Reagenz:
5 g Molybdatophosphorsaure und 16 ml konz. Schwefelsauren werden in 200 ml Wasser geldst.
Man gibt 2 g Cer(IV)-Sulfat zu.

'H-NMR-Spektren wurden auf den DPX 400 und AV 600 (400 bzw. 600 Hz) Spektrometern der
Firma Bruker in CDCI3 aufgenommen. Als interner Standard diente Tetramethylsilan (0.00 ppm).
Die chemischen Verschiebungen sind in [ppm] (8-Skala), Kopplungskonstanten J in [HZz]

angegeben. Fir die Signalmultiplizitaten wurden folgende Abklirzungen verwendet:

s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, m = Multiplett, dd = Dublett eines Dubletts, dt
= Dublett eines Tripletts, dq= Dublett eines Quartetts, ddd = Dublett eines Doppeldubletts, br =

breiteres Signal.

13C-NMR-Spektren wurden auf den DPX 400 und AV 600 (400 bzw. 600 Hz) Spektrometern der
Firma Bruker in CDCl; aufgenommen. Als interner Standard diente CDClI; (77.01 ppm). Zur
Bestimmung der Signalmultiplizitdten wurde die DEPT-135-Technik angewendet. Die Kohlen-

stoffmultiplizitdten sind folgendermaflen angegeben:

s = Singulett; quartare C-Atome, d = Dublett; CH-Gruppen, t = Triplett; CH,-Gruppen, q =
Quartett; CH3-Gruppen.

Signalzuordnungen wurden zum Teil anhand von Vergleichsdaten und unter Zuhilfenahme von
NOESY- und zweidimensionalen Kopplungsexperimenten (H, H-COSY-; HSQC/HMQC- und

HMBC) vorgenommen.

Massenspektren wurden mit einem Finnigan SSQ 7000-Massenspektrometer aufgenommen.
Die relativen Intensitaten sind in [%] bezogen auf den Basispeak (100%) angegeben. Als
lonisierungsmethode wurde die ElektronenstoRionisation (ElI) mit einem lonisierungspotential

von 70 eV angewendet.
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MS-Hochauflosungen (HRMS) erfolgten auf den Finnigan MAT 95-Massenspektrometer nach

der escan-Methode.

IR-Spektren wurden mit einem Perkin-Elmer FT-IR-2000-Spektrometer gemessen. Die Proben
wurden als didnner Film auf KBr-Scheiben oder als KBr-Pressling angefertigt. Fir die
Bezeichnung der relativen Intensitdten der Adsorptionsbanden wurden nachstehende
Abkurzungen verwendet:

w = schwach, m =mittel, s = stark, b = breites Signal

UV/VIS-Spektren wurden mit einem Perkin-Elmer Lambda 19-Spektrometer aufgenommen.

Elementaranalysen wurden mit einem LECO CHNS 932 gemessen.

Schmelzpunkte wurden mit einem Electrothermal 9100 der Firma BUCHI in offenen Kapillaren

ermittelt und sind unkorrigiert angegeben.

Nomenklatur

Die nachfolgenden Verbindungen wurden im Wesentlichen nach IUPAC-Regeln benannt. Die
abweichende von den IUPAC-Regeln Nummerierung der Kohlenstoffatome wurde innerhalb
einer Syntheseroute bzw. bei der Strukturaufklarung der Naturstoffe beibehalten und diente

der leichteren Zuordnung der spektroskopischen Daten.
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5.3 Extraktauftrennung des frischen Schalottenextraktes

Fir die Isolierung der Primar- und Sekundarmetabolite aus dem frischen Bonilla-Extrakt wurde
eine Kombination aus Radialchromatographie und Hochleistungsflissigkeitschromatographie

HPLC bei Raumtemperatur verwendet.

5.3.1  Fraktionierung mittels Chromatotron

Als erster Schritt wurde eine schnelle Fraktionierung an einem Choromatotron durchgefiihrt.!"
Die Radialchromatographie erlaubte in kurzer Zeit (30 - 40 min je Trennvorgang) eine Grob-
fraktionierung des Schalotten-Extraktes. Bei der Verwendung einer Kieselgel/Gipsschichtdicke
von 2 mm wurden je Lauf 300 mg frischer Extrakt aufgetragen. Die Fraktionen wurden
anschliefend mit einem Gemisch aus n-Hexan/i-Propanol (7:1) eluiert. Nach einem Wechsel
des Laufmittels zu reinem Aceton wurden anschlieRend polare Inhaltsstoffe ohne chromophore
Systeme sowie Verunreinigungen aufgefangen, sodass relativ geringe Verluste an Bonilla
Extrakt méglich waren. Die Inhaltsstoffe wurden an einer DC-Platte in n-Hexan/i-Propanol 7:1
chromatographiert. Das Laufmittel wurde am Rotationsverdampfer bei RT eingeengt. Die
gewonnenen sechs Fraktionen lieRen sich den Ri-Faktoren entsprechend unterteilen: eine sehr
unpolare Fraktion FO (3%), eine unpolare Fraktion F1 (21%), zwei mittelpolaren Fraktionen F2
(16%) und F3 (7%) sowie zwei polaren Fraktion F4 (23%) und F5 (26%). Die Fraktionen F1 - F5
wurden fur eine weitere HPLC-Auftrennung bereitgestellt.

Die Fraktionierung verlangte eine schnelle Aufarbeitung, da die Inhaltsstoffe bei Raum-
temperatur nur kurzzeitig stabil waren. Ein langerer Verbleib der Komponenten im Eluent bzw.
der |6sungsmittelfreien Extraktfraktionen fiihrte sogar bei tiefen Temperaturen bis zu -20 °C zu
einer Zersetzung. Trotz wiederholter Durchldufe auf dem Chromatotron war eine analysenreine

Darstellung der einzelnen Inhaltstoffe jedoch nicht moglich.

5.3.2 Normalphasen- und Umkehrphasen-

Flissigkeitschromatographie

Die Bestimmung der Primar- und Sekundarmetabolite aus Extrakten der Schalotten Bonilla
wurde durch Normalphasen- und Umkehrphasen-HPLC anhand eines UV-Detektors gewonnen.
Zwei Methoden fir die Identifizierung der Inhaltstoffe durch Hochleistungsflissigkeits-

chromatographie wurden erstellt.
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Zunachst wurde der Extrakt aufgetrennt und die einzelnen Fraktionen gesammelt. Die
Bestandteile wurden mittels der vorhandenen Strukturaufklarungsanalytik (NMR, MS, HPLC-MS)
bestimmt. Die zweite Variante bestand darin, die Chromatogramme der synthetischen

Substanzen mit dem Extrakt zu vergleichen.

5.3.3 Qualitative Analyse

Nach Block et al.® wurde ein Gradient fiir die Auftrennung des frischen Bonilla-Extraktes an
einer Normalphasen-Saule und an der Techlab Chromatography HPLC-Anlage entwickelt.

Die analytischen Daten wurden mit einer LiChrospher®Si 60-Saule, 250x4.6 mm mit 5 uym
TeilchengrélRe bei 254 nm erhalten. Auf die Saule wurden je 20 ul einer ethanolischen Ldésung
aufgetragen. Die chromatographischen Bedingungen ,NP-HPLC System 1“ sind in Tabelle 3
wieder-gegeben. Fir die vollstandige Auflésung diente ein Gradientenprogramm bei einer
konstanten Flussrate von 1.6 ml/min. Das Verhaltnis von 2% i-Propanol/98% n-Hexan wurde zu
Beginn fur 7 min konstant gehalten. Danach wurde die Konzentration auf 10% i-Propanol
innerhalb der nachsten 20 min erhoht und fir 10 min beibehalten, bevor man auf die

Anfangsbedingungen (10 min) zurlickkehrte.

stationare Phase LiChrospher®Si 60
Dimensionen 250x 4.6 mm, 5 um
mobile Phase n-Hexan/i-Propanol
Flussrate 1,6 ml/min

Elution Gradient
UV-Detektion 254 nm

Tabelle 3: Chromatographische Bedingungen der analytischen-HPLC (NP-HPLC System 1).

Der Extrakt mit einer Konzentration von 20 mg Extraktmasse pro 1 ml Ethanol wurde qualitativ
analysiert. Als interner Standard wurde Benzylalkohol in der Extraktldsung eingesetzt. Die
Analysezeit betrug 50 min. Das Chromatogramm der analytischen HPLC ist in Abbildung 4
dargestellt. Die Peaks sind in der Reihenfolge der Elution mit den Zahlen von 1 bis 16

zugeordnet.
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Abbildung 4: HPLC-Trennung des Bonilla-Extraktes mit Benzylalkohol. Bedingungen: »NP-

HPLC System 1.

An der LiChrospher® Si 60-Saule erfolgte die vollstindige Peakaufldsung des Benzylalkohols.
Keine Uberlappung der Inhaltkomponenten mit dem Standard konnte beobachtet werden. Die
chromatographischen Bedingungen ,NP-HPLC System 1“ wurden bei der Auftrennung andere
Allium-Extrakte u.a. Extrakte aus Barlauch (Allium ursinum) erfolgreich eingesetzt, d.h. eine

reproduzierbare und universelle HPLC-Methode war gewahrleistet (Kapitel 3.3).

5.3.4 Kalibrierung des UV-Detektors mit einem Benzylalkohol-
Standard

Der UV-Detektor fir die quantitative Auswertung der Thiosulfinate wurde mit einem
Benzylalkohol-Standard kalibriert. Hierbei wurde eine Alkohol-Standardldsung mit einer
Konzentration von 1 mg/mL verwendet. Aus diesem Ansatz wurden 4 Verdliinnungen hergestellt,
wobei jede Verdinnung mindestens dreimal bei einer Wellenlange von 254 nm gemessen
wurde. Als Eluenten wurden n-Hexan und i-Propanol verwendet. Bezogen auf die Stoffmenge
[mg/ml] und die Detektorantwort [10° mV.s] der jeweiligen Verdiinnungen konnte eine
Kalibriergerade ermittelt werden. Da die aromatische Struktur des Benzylalkohols fur die
Absorption bei 254 nm verantwortlich ist, konnte diese Kalibriergerade fur die quantitative
Bestimmung untersuchter Thiosulfinate verwendet werden. Die Kalibriergerade des

Alkohol-Standards ist hier nicht dargestellt.
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5.3.5 Qualitative Bestimmung der synthetischen Substanzen

Die synthetischen Substanzen wurden qualitativ unter den ausgewahlten chromatographischen
Bedingungen (siehe Kapitel 5.3.3) chromatographiert. Als interner Standart fiir die qualitative
Bestimmung wurde Benzylalkohol eingesetzt. Das Gemisch aus Thiosulfinaten (Dimethyl- 12,
Dipropylthiosulfinat 13, [E]- 14, [Z]-1-Propenylmethylthiosulfinat 14, [E]- 16, [Z]-1-Propenyl-
propylthiosulfinat 16 sowie S-Propyl-1-propenylthiosulfinat 17 und Benzylalkohol wurde mit einer
Konzentration von je 1 mg Substanz pro 1 ml Ethanol verdinnt. Auf die Saule wurden 20 pl
einer ethanolischen Lésung aufgetragen.

Eine Peakaufldsung der Substanzen mit unterschiedlichen Retentionszeiten (tr) ist in Abbildung

5 bzw. Tabelle 4 dargestellt.
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Abbildung 5: HPLC-Analyse des Referenzensubstanzengemisches mit einem internen
Standard (PhCH,OH). ,NP-HPLC System 1“ Bedingungen.

Leider war eine vollstandige Auftrennung von [E]- 14, [Z]-1-Propenylmethylthiosulfinat 14 mit der
vorliegenden Methode nicht moglich, da Thiosulfinate sehr schnell bei Raumtemperatur
isomerisierten. Die Retentionszeit von 16.5 min entsprache dem Peak des Thiosulfinat-
Gemisches 14. Unter diesen chromatographischen Bedingungen konnten 13 und [E]-16
ebenfalls nicht aufgetrennt werden. Die beiden Komponenten Iésten sich in einem gemeinsamen
Peak mit der Retentionszeit von 9.2 min auf. Die Retentionszeiten der Naturstoffanaloga sind in

der Tabelle 4 zusammengefasst.
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Peak No Substanz tr [Min]

1 [E]-CH3CH=CH(S)OSCH,CH,CH; 17 6.7

2 [Z2]-CH3CH=CHS(S)OCH,CH,CHjs, [Z]-16 | 8.1

3 [E]-CH;CH=CHS(S)OCH,CH,CHg, [E]-16 | 9.2
CH3CH,CH,S(S)OCH,CH,CH; 13

PhCH,0OH | C¢HsCH,OH 14.4

5 [E]-CH;CH=CHS(S)OCHSs, [E]-14 16.5
[Z2]-CH3CH=CHS(S)OCHj3, [Z]-14

6 CH3S(S)OCH; 12 33.5

Tabelle 4: Retentionszeiten synthetischen Thiosulfinaten und Benzylalkohol.

Unter den chromatographischen Bedingungen ,NP-HPLC System 1“ wurde die vollstandige
Peak-auflosung des Benzylalkohols mit einer Retentionszeit von 14.4 Minuten

chromatographiert.

5.3.6 Préaparative Trennung

Die praparative Trennung erfolgte an einem LiChrosorb®Si 60-Sorbent. Zuerst wurden die
chromatographischen Bedingungen an einer analytischen Saule bestimmt. Fir die vollstandige
Auflésung der Inhaltsstoffe diente ein Gradientenprogramm mit n-Hexan/EtOAc mit einer
konstanten Flussrate von 1.6 ml/min (Abbildung 66 A, B). Der Extrakt der Sorte Bonilla wurde
mit einer Konzentration von 46 mg Extraktmasse in 1 ml Ethanol qualitativ analysiert. Zunachst
wurde die entwickelte Methode auf die praparative HPLC-Anlage Ubertragen. Die praparative
Trennung wurde mit einer konstanten Flussrate von 48 ml/min durchgefiihrt. In Abbildung 66 (A)
und Abbidung 66 (B) sind das analytische und praparative Chroamatogramm des
Bonilla-Extraktes dargestellt. Die Peaks sind in der Reihenfolge der Elution mit den Zahlen von 1

bis 12 und von | bis VI zugeordnet.
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Abbildung 6: HPLC-Trennung des Bonilla-Extraktes. Bedingungen: LiChrosorb®Si 60-Saule, n-
Hexan/EtOAc, 254nm. A (analytisch): 250x4.6 mm, 5 ym, 1.6 ml/min, 20 ul, B (praparativ):
250x25 mm, 7 ym, 48 ml/min, 2 ml.

Im analytischen Bereich wurden die Peaks voneinander getrennt, man konnte sie sofort
fraktionieren und die entsprechenden Komponenten bestimmten (Abbildung 66 (A)). Bei der
praparativen Auftrennung fand eine Peakverschiebung und -lUberlappung in dem Chromato-
gramm statt, wobei die Peakflachengréfie [mV.s] von der Inhaltsoffenkonzentration abhangig
war (Abbildung 66 (B)). Die einzelnen Fraktionen (I - VI) wurden gesammelt, aufkonzentriert und
fur die semipraparative Aufreinigung bereitgestellt. Die I6sungsmittelfreien Extraktfraktionen
wurden bei -20°C gelagert.

Die Uberprifung der Reinheit der einzelnen Fraktionen erfolgte durch die analytische HPLC
Methode unter Kapitel 5.3.3.

5.3.7 Semipréaparative Aufreinigung

Eine weitere Aufreinigung der Sekundarmetabolite erfolgte durch den semipraparativen Modus
der analytischen HPLC-Anlage. Nach der Konditionierung der Sdule mit n-Hexan/i-Propanol
(98%/2%) wurde eine Extraktlésung je 200 ul aufgetragen. Die besten Ergebnisse erzielten die
chromatographischen Bedingungen ,NP-HPLC-System 1% Die einzelnen Fraktionen wurden
aufgefangen, eingeengt und fur die Strukturaufklarungsmethoden (NMR, MS, HPLC-MS)

aufbereitet und analysiert.
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Die unstabilen Inhaltsstoffe wurden bei -20 °C aufbewahrt. Sogar bei diesen tiefen
Temperaturen konnte deren Zersetzung im deuterierten Chloroform nach einigen Tagen

detektiert werden.

5.3.8 HPLC-MS-Einstellungen fur die Analyse von Cepaenen

Die aktiven Fraktionen der semipraparativen Aufreinigung wurden zusatzlich mit
HPLC-MS-Messungen analysiert. Die Auswertung wurde mittels massenspektrometrischer- und
UV-Detektion bei 254 nm und 220 nm durchgefihrt.

Die Auftrennung der Sekundarmetabolite u.a. so gennante Cepaene, erfolgte an an einer
Umkehrphasen-Saule. Hierzu wurden die Fraktionen an einer Zorbax CD-8-Saule chromato-

graphiert. Die chromatographischen Bedingungen ,RP-HPLC System 2“ sind in Tabelle 5

zusammengefasst.
stationare Phase Zorbax CD-8
Dimensionen 150x4.6 mm, 5 ym
mobile Phase 10 mM NH4Acetat/MeCN
Flussrate 1 ml/min
Elution Gradient

10%-19% MeCN in 15 min

UV-Detektion 254 nm

Tabelle 5: Chromatographische Bedingungen der Umkehrphasen-HPLC (RP-HPLC System 2).

Eine optimale Auftrennung der Allium-Extrakte konnte durch Chromatographie an einer
LiChrosorb® RP 18-Sdule nicht erreicht werden. Aufgrund der Komplexitit der
Zusammensetzung der Komponenten konnte keine vollstdndige Peakauflésung durch die
Eluentbedingungen (Wasser/Acetonitril/Methanol 50:41:9 bzw. Methanol/Wasser) im isokra-
tischen Lauf erreicht werden. Fir eine bessere Auftrennung der gesamten frischen Extrakte

kdnnen diese chromatographischen Bedingungen weiter optimiert werden.
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54 Physikalische Daten der isolierten Verbindungen

5.41 Cepaene

trans, trans-1-(1-Propenyldisulfanylpropan-1-sulfinyl)propen ([E, E]-30b):

Allgemeine Daten: CgH4s0S3; MG: 236.42; tr 254 nm=11.610 min (HPLC-System 2); DC:
R=0.19 (n-Hexan/i-Propanol 100:5), UV (+), Cer (IV)-Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

'H NMR (600 MHz, CDCls): =6.57-6.51 (dq, 6.5 Hz, ~15 Hz, 1 H; 2-H), 6.47-6.43 (dq, 6.5 Hz,
~15 Hz, 1H; 3-H), 6.07-6.05 (m, 1 H; 8-H), 6.04-5.99 (dq, 6.4 Hz, ~15 Hz, 1 H; 9-H), 3.53 (dd,
3.5 Hz, 10.6 Hz, 1 H; H-5), 2.29-2.25 (m, 1 H; 11-H), 1.97 (dd, 1.5 Hz, 6.5 Hz, 3 H; 1-Hs), 1.94-

1.87 (m, 1 H; 11-H), 1.80 (dd, 1.2 Hz, 6.4 Hz, 3 H; 10-H3), 1.13 (t, 7.3 Hz, 3 H; 12-H,).

HSQC (600 MHz, CDCI3): $=138.30 (d, C-2), 133.0 (d, C-9), 131.1 (d, C-3), 124.1 (d, C-8),
74.74 (d, C5), 20.19 (t, C-11), 18.5 (q, C-10), 18.1 (g, C-1), 10.98 (q, C-12) ppm.

LCIMS (ES-API, Pos.), m/z (%): 474.0 (100, [2M*+2H']), 238.0 (10), 164.0 (34), 148.0 (93),
106.0 (56), 74 (3): MSD1 SPC, time=11.674.

MS (El), m/z (%): 236.3 (<1, [M*]), 147.2 (100), 131.1 (8) 105.1 (98), 73.1 (62), 41.1 (63).

trans, trans-1-(1-Propenyldisulfanylpropan-1-sulfinyl)propen ([E, E]-30c). Diastereomer
von [E, E]-30b:

12
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Allgemeine Daten: CgH4s0S3; MG: 236.42; tr 254 nm=11.692 min (HPLC-System 2); DC:
R=0.21 (n-Hexan/i-Propanol 100:5), UV (+), Cer (IV)-Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

IH NMR (600 MHz, CDCl): $=6.54-6.48 (dq, ~1.5 Hz, ~7 Hz, 1 H; 2-H), 6.34-6.31 (dq, ~1.5 Hz,
~15 Hz, 1H; 3-H), 6.14-6.11 (dq, ~1.5 Hz, ~15 Hz, 1 H; 8-H), 6.07-6.02 (dq, ~1.5 Hz, ~7 Hz, 1 H;
9-H), 3.69 (dd, ~4 Hz, ~11 Hz, 1 H; H-5), 2.24-2.19 (m, 1 H; 11-H), 1.97 (dd, ~1.5 Hz, ~7 Hz, 3
H; 1-H3), 1.82 (dd, ~1.5 Hz, ~7 Hz, 3 H; 10-H3), 1.47-1.40 (m, 1 H; 11-H), 1.15 (t, 7.0 Hz, 3 H;
12-Ha).

HSQC (600 MHz, CDCl,): 6=138.60 (d, C-2), 133.20 (d, C-9), 127.8 (d, C-3), 124.7 (d, C-8),
73.90 (d, C5), 18.50 (t, C-11), 18.20 (g, C-10), 18.20 (g, C-1), 11.70 (q, C-12) ppm.

LCIMS (ES-API, Pos.), miz (%): 474.0 (7.5, [2M*+2H"]), 238.0 (21), 164.0 (17), 148.0 (100),
106.0 (29), 74 (19) ; MSD1 SPC, time=11.789.

trans, ?-1-(1-Propenyldisulfanylpropan-1-sulfinyl)propen ([E, ?]-101a)Cepaen (30a):

8

/\/5" . S\S/\JJJ»'

*

3 9

Allgemeine Daten: CgH4s0S3; MG: 236.42; tr 254 nm=11.187 min (HPLC-System 2); DC:
R=0.19 (n-Hexan/i-Propanol 100:5), UV (+), Cer (IV)-Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

LC/MS (ES-API, Pos.), miz (%): 474.0 (20, [2M*+2H"]), 238.0 (6), 164.0 (10), 148.0 (100), 106.0
(6), 74 (6); MSD1 SPC, time=11.230.
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cis-1-[1-(Propan-1-sulfinyl)propyldisulfanyl]propen ([Z]-27):

2 | 8
SN S
/\/ 5 \S AN .
11 10

12

Allgemeine Daten: CgH4s0S3; MG: 238.43; tr 254 nm=11.735 min (HPLC-System 2); DC:
R=0.19 (n-Hexan/i-Propanol 100:5), UV (+), Cer (IV)-Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

IH NMR (600 MHz, CDCl3): 5=6.12-6.10 (m, 1 H; 8-H), 5.81-5.76 (dq, 6.9 Hz, ~9 Hz, 1H; 9-H),
3.52 (dd, 3.5 Hz, 10.6 Hz, 1 H; H-5), 3.14-3.09 (m, 1 H; 3-H,), 2.73-2.67 (m, 1 H; 3-H,), 2.39-
2.34 (m, 1 H; 11-H,), 1.97 (dd, 1.5 Hz, 6.5 Hz, 3 H; 1-H3), 1.94-1.91 (m, 1 H; 11-Hy,), 1.14 (t, 7.4
Hz, 3 H; 12-H3)., 1.1 (t, 7.4 Hz, 3 H; 1-H).

HSQC (600 MHz, CDCls): 5=133.90 (d, C-9), 128.5 (d, C-8), 72.05 (d, C5), 52.34 (t, C-3), 20.19
(t, C-11), 18.50 (g, C-10), 16.50 (t, C-2), 12.80 (q, C-1), 12.80 (g, C-12) ppm.

LC/MS (ES-API, Pos.), m/z (%): 478.0 (100, [2M*+2H"]), 238.0 (1), 166.0 (51), 148.0 (46), 106.0
(32), 74 (3) ; MSD1 SPC, time=11.806.

MS (EI), m/z (%): 239.4 (2, [M*+H"]), 223.2 (2) 147.2 (100), 105.1 (98), 73.1 (62), 43.1 (17).
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5.4.2 Zwiebelane

cis-2,3-Dimethyl-5,6-dithiabicyclo[2.1.1]hexan-5-oxid, cis-Zwiebelan (33):

Allgemeine Daten: CgH40S,; MG: 162.27; DC: R; = 0.136 (CH.Clx/Aceton 100:1), UV (-),
Vanillin: rose.

H NMR (600 MHz, CDCl3): 6=4.14 (s, 2 H; H-1/2), 2.95-2.90 (m, 2 H; H-2/3), 1.16 (d, 7.4 Hz, 6
H; 2’/3’-H3) ppm.

HSQC (600 MHz, CDCls): =79.50 (d, C-1/4), 33.3 (d, C-2/3), 12.8 (g, C-2'/3’) ppm.

trans-2,3-Dimethyl-5,6-dithiabicyclo[2.1.1]hexan-5-oxid, trans-Zwiebelan (34):

Allgemeine Daten: CgH40S,; MG: 162.27; DC: R¢= 0.186 (n-Hexan/i-Propanol 100:5), UV (-),
Cer (IV)-Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.
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IH NMR (600 MHz, CDCl,): $=4.31 (dd, 6.6 Hz, 1 H; H-1), 4.28 (dd, 6.6 Hz, 1 H; H-4), 2.84-2.80
(m, 1 H; H-2), 2.35-2.31 (m, 1 H; H-3), 1.48 (d, 7.4 Hz, 3 H; 3-H3), 1.42 (d, 7.4 Hz, 3H; 2"-Ha)

HSQC (600 MHz, CDCl3): 6=79.40 (d, C-1), 77.62 (d, C-4), 47.90 (d, C-3), 39.20 (d, C-2), 15.70
(g, C-2'), 14.20 (g, C-3’) ppm.

5.5 Beschreibung der Versuche

5.5.1 Versuche zu Kapitel 3.4.1

Monooxidation von Disulfiden. Allgemeine Vorschrift.

Zu einer Lésung von Disulfid (20 mmol, 1 eq) in 10 ml CH,CI, tropft man langsam bei 0 °C eine
Lésung von mCPBA (20 mmol, 1 eq) in 50 ml CH,ClI, zu. Die Reaktionsmischung wird bei 0 °C
15 min gerlhrt, auf Raumtemperatur erwarmt und filtriert. Das Filtrat wird mit einer Ldsung von
20 ml 5%-NaHCO3; und 20 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wird abgetrennt und
Uber Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der

Riickstand wird flashchromatographisch (Pentan/Ether) gereinigt ¢ &1,

Dimethylthiosulfinat (12):

Nach der allgemeinen Vorschrift werden Dimethyldisulfid (0.300 g, 3.185 mmol, 1 eq), 77%
mCPBA (0.714 g, 4.136 mmol, 1.3 eq) und CH,Cl, (9.5 ml) miteinander umgesetzt. Nach
flashchromatographischer Trennung (Pentan/Ether 1/1) erhalt man 0.268 g (76%)
Dimethylthiosulfinat 12 als gelbes Ol.
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Allgemeine Daten: C,Hs0S;; MG: 110.19; DC: R;=0.12 (Pentan/Ether 1/1), UV (+), Cer (IV)-

Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

'H NMR (400 MHz, CDCl3), 5 (ppm): 3.00 (s, 3H, H-1), 2.68 (s, 3H, H-1’).

13C NMR (100 MHz, CDCly), & (ppm): 42.52 (C-1), 14.31 (C-1').

MS (El), m/z (%): 110 (18, [M']), 95 (4, [M*-CHa]), 79 (7), 64 (100), 63 (38), 48 (11), 47 (98).

Dipropylthiosulfinat (13):

Nach der allgemeinen Vorschrift werden Dipropyldisulfid (0.300 g, 1.996 mmol, 1 eq), 77%
mCPBA (0.447 g, 2.594 mmol, 1.3 eq) und CH,CIl, (9.5 ml) miteinander umgesetzt. Nach
flashchromatographischer Trennung (Pentan/Ether 5/2) erhalt man 0.237 g (71%)
Dipropylthiosulfinat 13 als gelbes Ol.

Allgemeine Daten: CgH44,0S,; MG: 166.31; DC: R;=0.38 (Pentan/Ether 1:1), UV (+), Cer (IV)-

Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

'H NMR (400 MHz, CDCly), 5 (ppm): 3.04-3.20 (m, 4H, H-1, 17), 1.78-1.96 (m, 4H, H-2, 27), 1.09
(t, J=7.4 Hz, 3H, H-3), 1.04 (t, 3H, J=7.3 Hz, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCly), 5 (ppm): 57.95 (C-1), 34.84 (C-17), 24.23 (C-2°), 17.14 (C-2), 13.14
(C-3), 13.14 (C-3").

MS (El), m/z (%): 166 (18, [M']), 150 (4, [M*-CHs]) 124 (61), 106 (19), 92 (16), 82 (24), 75 (100),
73 (16), 63 (30), 59 (35).
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5.5.2 Versuche zu Kapitel 3.4.2 und Kapitel 3.4.3

Dimethylthiosulfonat (50):

AV
P

S
1

Variante 1:

Zu einer Lésung von 7.567 g (68.67 mmol, 1 eq) Dimethylthiosulfinat 1 in 35 ml CH,CI, tropft
man langsam bei 0 °C eine Losung von 30.80 g (178.5 mmol, 2.6 eq) 77%iger mCPBA in 446 ml
CH,CI, zu. Die Reaktionsmischung wird bei 0 °C 3 h gerlihrt, auf Raumtemperatur erwarmt und
filtriert. Das Filtrat wird mit einer Lésung von 178 ml 5%-NaHCO; und 178 ml Wasser
gewaschen. Die organische Phase wird abgetrennt und Uber Na,SO, getrocknet. Das
Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand wird flashchromato-
graphisch (Pentan/Ether 1/2) gereinigt. Man erhalt 2.788 g (32%) Dimethylthiosulfonat 50 als
dunkelgelbes Ol.

Variante 2:

Man versetzt 14.7 g (0.225 mol, 1.5 eq) Zinkstaub in 0.300 ml (0.0036 mol) 1,2-Dibromethan mit
0.612 ml (0.0047 mol) Chlormethylsilan und 150 ml Ethylacetat. Die Reaktionsmischung wird bei
RT 15 min gerlhrt, dann kurz erhitzt um die Reaktion zu aktivieren und mit 17.184 g (0.15 mol, 1
eq) Methansulfonylchlorid tropfenweise versetzt. In einer Stunde ist der grote Teil des Zn
aufgelost. Zu dieser Mischung tropft man 11.175 g (0.15 mol, 1 eq) Acetylchlorid und lasst unter
Ruckfluss rihren. Nach der vollstandigen Addition entsteht eine klare Losung, die noch 15 min
erhitzt wird. Die Reaktionsmischung wird auf RT abgekiihlt, der Uberschuss an Zn wird mit 1 M
HCI-Lsg. hydrolysiert, und die Phasen werden getrennt. Die wassrige Phase wird drei Mal je mit
20 ml Ethylacetat extrahiert. Die kombinierten organischen Phasen werden mit 60 ml NaCl-Lsg.
gewaschen, Uber MgSOQO, getrocknet, und das Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer
abdestilliert. Der Rickstand wird flaschchromatographisch (Pentan/Ether 1/2) gereinigt. Man
erhalt 5.172 g (565%) des Dimethylthiosulfonats 50.

Allgemeine Daten: C,;HgO.S,; MG: 126.20; DC: R=0.19 (Pentan/Ether 1/2), UV (+), Cer (IV)-

Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.
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IH NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 3.3 (s, 3H, H-1), 2.71 (s, 3H, H-1").

13C NMR (100 MHz, CDCl3), 8 (ppm): 48.96 (C-1), 18.32 (C-1°).

Natriummethanthiosulfonat (51):

O\ /O

S
/ \SNa

Zu einer Loésung von 3.620g (64.57mol, 7.42 eq) 68%iger NaHS.xH,O in 19 ml MeOH bei 0 °C
wird unter Ruhren 1g (0.0087 mol, 1 eq) CH3SO,Cl zugetropft. Die Reaktionsmischung wird auf
Raumtemperatur erwdrmt und anschlielend 15 h gerthrt. Die Reaktionsmischung wird Gber
Baumwolle filtriert und den Rest mit MeOH gewaschen. Das Filtrat und die Eluate werden
konzentriert. Nach flashchromatographischer Trennung (1: EtOA/Aceton/EtOH, 2: Aceton/EtOH)

des Rickstandes erhalt man 0.802 g (69%) Natriummethanthiosulfont 51 als weillen Feststoff.

Allgemeine Daten: CH3;NaO.S,; MG: 134.16; DC: R=0.39 (EtOAC/EtOH 7/3), UV (+), Cer (IV)-

Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.
'H NMR (400 MHz, D,0), & (ppm): 3.32 (s, 3H, H-1).
13C NMR (100 MHz, D,0), & (ppm): 5.70 (C-1).

IR (Film, KBr), v (cm™): 1323 (m), 1200 (br s, SO,S), 1099 (br s, SO,S), 977 (m), 769 (s, CHs).

S-Propylmethanthiosulfonat (52):



5. Experimenteller Teil 109

Zu einer Losung von 161 mg (1.2 mmol, 1.2 eq) Natriummethanthiosulfonat 29 in 10 ml
wasserfreiem DMSO tropft man unter N,-Atmosphare unter Ruhren 123 mg (1 mmol, 1 eq)
Propylbromid. Die Reaktionsmischung wird 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Die
Reaktionsmischung wird unter intensivem Rdhren mit einer vorgekuhlten gesattigten NaCl-Lsg.
(20 ml) verdunnt und die wassrige Phase wird viermal mit je 10 ml Ether extrahiert. Die
kombinierten organischen Phasen werden wieder mit gesattigter NaCl-Lsg. (3x10 ml) und
Wasser gewaschen und U(Uber MgSO, getrocknet. Das Ldsungsmittel wird am
Rotationsverdampfer eingeengt und der Ruckstand flashchromatographisch (Pentan/Ether 2/1)
getrennt. Man erhalt 92.3 mg (60%) des Produktes S-Propylmethanthiosulfonat 52 als nach

Zwiebeln riechendes Ol.

Allgemeine Daten: C4H400,S,; MG: 154.25; DC: R=0.35, (Pentan/Ether 2:1), UV (+), Cer (IV)-

Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

'H NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 3.33 (s, 3H, H-17), 3.16 (t, J=7.28 Hz, 2H, H-1), 1.80
(sextett, 2H, H-2), 1.05 (t, J=7.35 Hz, 3H, H-3).

13C NMR (100 MHz, CDCls), § (ppm): 50.57 (C-17), 38.25 (C-1), 22.88 (C-2), 13.03 (C-3).
MS (El), m/z (%): 154 (40, [M™]), 139 (M*-CH3), 79 (80), 75 (100), 63 (16).
Elementanalyse: berechnet: % C31.15 % H®6.53 % S 41.58

gefunden: % C30.78 % HG6.64 % S 42.94.

S-2-Propinylpropylsulfid (53):

Zu einer Lésung von 30.7 ml (338.4 mmol, 1 eq) Propan-1-thiol in 85%iger Kalilauge (398.1
mmol, 1.17 eq; 22.34 g KOH in 79 ml Wasser) bei 0 °C tropft man 70.7 ml (793.1 mmol, 1.5 eq)

64% 3-Brompropin. Die Reaktionsmischung wird bei 0 °C 15 min gerihrt. Man entfernt das
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Kaltebad und rihrt anschliefend 2-3 h bei Raumtemperatur. Dann wird die organische Phase
abgetrennt, mit Wasser gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer eingeengt. Der Rickstand wird flashchromatographisch getrennt (Pentan)

und man erhalt 30.150 g (78%) S-2-Propinylpropylsulfid 53 als farblose Flissigkeit.

Allgemeine Daten: CgH10S; MG: 114.21; DC: R=0.16 (Pentan), UV (+), Cer (IV)-Sulfat/Phos-

phormolybdansdaure: blau.

IH NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 3.23 (d, J=2.6 Hz, 2H, H-1), 2.66 (t, J=7.4 Hz, 2H, H-1),
2.22 (t, J=3.7 Hz, 1H, H-3),1.60-1.69 (m, 2H, H-2"), 1.00 (t, J=7.4 Hz, 3H, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 80.14 (C-2), 70.70 (C-3), 33.58 (C-17), 22.25 (C-27), 19.03
(C-2), 13.38 (C-3").

S-1-Propinylpropylsulfid (54):

Zu einer Lésung von 5.180 g (95.9 mmol, 1 eq) NaOMe in 150 ml MeOH (95.1 mmol, 1 eq) wird
10.95 g (95.9 mmol, 1 eq) S-2-Propinylpropylsulfid 53 getropft. Die Reaktionsmischung wird 36 h
unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur quencht man vorsichtig mit
einer Mischung von Eis und Wasser, trennt die organische Phase ab und extrahiert die wassrige
Phase dreimal mit Pentan. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Na,SO,
getrocknet. Abdestillieren der Lésungsmittel und flashchromatographische Trennung (Pentan)

des Ruckstandes liefert 7.4 g (68%) S-1-Propinylpropylsulfid 54 als farblose Flussigkeit.

Allgemeine Daten: CgH10S; MG: 114.21; DC: R;=0.39 (Pentan), UV (+), Cer (IV)-Sulfat/Phos-

phormolybdansaure: blau.



5. Experimenteller Teil 111

'H NMR (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 2.64 (t, J=7.25 Hz, 2H, H-17), 1.94 (s, 3H, H-3), 1.70-1.79
(m, 2H, H-2"), 1.01 (t, J=7.36 Hz, 3H, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCly), 5 (ppm): 89.37 (C-2), 67.38 (C-1), 37.26 (C-17), 22.61 (C-2°), 12.89
(C-3°), 4.96 (C-3).

S-[E]-1-Propenylpropylsulfid (55):

Zu einer Suspension von 1.163 g (30.64 mmol, 1 eq) LAH in 30.6 ml THF (1.0 M Lsg. in THF)
tropft man bei 0 °C unter No-Atmosphare 3.5 g (30.64 mmol, 1 eq) S-1-Propinylpropylsulfid 54.
Die Reaktionsmischung wird auf Raumtemperatur erwarmt, anschliefiend 18 h unter Riickfluss
erhitzt und auf Raumtemperatur abgekihlt. Die Reaktionsmischung wird unter intensivem
Ruhren in eine vorgekihlte Mischung von 2N NaOH (40 ml) und Pentan (80 ml) geschttet und
die organische Phase abgetrennt. Die kombinierten wassrigen Phasen werden viermal mit je 20
ml Pentan extrahiet und Uber Na,SO, getrocknet. Das Loésungsmittel wird am
Rotationsverdampfer eingeengt, der Rickstand wird flashchromatographisch getrennt, und man
erhalt 2.802 g (79%) des Produktes in einer Mischung von S-[E]-1-Propenylpropylsulfid 55 und
S-[Z]-1-Propenylpropylsulfid 56 als farblose Flussigkeit (Selektivitat E/Z 11.5/1).

Allgemeine Daten: CgH4,S; MG: 116.23; DC: R¢=0.36 (Pentan), UV (+), Vanillin: lila.
'H NMR (400 MHz, CDCI3), & (ppm): 5.92 (dq, J=14.96, 1.5 Hz, 1H, H-1), 5.64 (dq, J=14.96, 6.7
Hz, 1H, H-2), 2.60 (t, J=7.29 Hz, 2H, H-1"), 1.74 (dd, J=6.6, 1.5 Hz, 3H, H-3), 1.64 (sextett,

J=7.35, 3.70 Hz, 2H, H-2"), 0.990 (t, J=7.35, 3H, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCly), & (ppm): 125.57 (C-2), 123.65 (C-1), 34.84 (C-17), 22.85 (C-2°),
18.50 (C-3), 13.34 (C-3").
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S-[Z]-1-Propenylpropylsulfid (56):

Eine L6sung von 0.500 g (4.4 mmol, 1 eq) S-1-Propenylpropylsulfid 54 in 4.4 ml abs. Pentan bei
-4 °C wird unter Ar-Atmosphare tropfenweise mit 7.5 ml (7.6 mmol, 1.0 M in CH,Cl,) DIBAL-Lsg.
versetzt. Die Reaktionsmischung wird auf Raumtemperatur erwarmt und 22 h bei 25 °C gerhrt.
Die Reaktionsmischung wird unter intensivem Rihren in der vorgekihiten (0 °C) Mischung von
3N NaOH (20 ml) und Eis langsam gequencht, die organische Phase abgetrennt und die
wassrige Phase viermal mit je 5 ml Et,O extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird Uber
Na,SO, getrocknet und die Loésungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt. Nach
flashchromatographischer Trennung (Pentan) des Riickstands erhalt man 0.356 g (70%) des
Produktes in der Mischung von S-[Z]-1-Propenylpropylsulfid 56 und S-[E]-1-Propenyl-
propylsulfid 55 als farblose Flissigkeit (Selektivitat E/Z 1/13.3).

Allgemeine Daten: CgH4,S; MG: 116.23; DC: R¢=0.32 (Pentan), UV (+), Vanillin: lila.
'H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 5.92 (dq, J=9.4, 1.5 Hz, 1H, H-2), 5.60 (dq, J=9.4, 6.7 Hz,
1H, H-1),2.64 (t, J=7.35 Hz, 2H, H-1"), 1.71 (dd, J=6.8, 1.5 Hz, 3H, H-3), 1.65 (sextett, J=7.30,
3.62 Hz, 2H, H-2"),0.995 (t, J=7.33 Hz, 3H, H-3").
13C NMR (100 MHz, CDCIl5), & (ppm): 125.98 (C-2), 123.57 (C-1), 35.77 (C-1°), 23.65 (C-2°),
14.52 (C-3), 13.18 (C-3").
S-[E]-1-Propenylmethyldisulfid ([E]-57), S-[Z]-1-Propenylmethyldisulfid ([Z]-57):

3 1 1

NN, K\S/s\
1 1
3

2
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In einen Dreihalskolben werden bei -78°C unter N,-Atmosphéare 20 ml NH; einkondensiert. Man
addiert kleine Stickchen von 0.140 g Li, wobei sofort eine blaue Farbung auftritt. Nach der
vollstdndigen Aufldsung des Li tropft man eine Lésung von 1.160 g (0.01 mol, 1 eq) der
Mischung S-[E]- 55 und S-[Z]-1-Propenylpropylsulfid 56 in 10 ml abs. THF zu. Nach Ablauf der
Addition wird das Genisch aus 56 und 55 langsam dazugegeben, bis eine Farbanderung der
Reaktion von dunkelblau zu hellgelb auftritt. Dann wird die Reaktionsmischung auf -30 °C
erwarmt und das Uberschissige NH; wird vorsichtig entfernt. Der Rest wird mit 5 ml abs. THF
verdinnt, man addiert sehr schnell eine Lésung von 2524 g (0.02 mol, 2 eq)
Dimethylthiosulfonat 50 in 5 ml abs. THF und lasst die Reaktion auf Raumtemperatur langsam
erwarmen. Die Reaktionsmischung wird unter kraftigem Rihren mit einer vorgekihlten
Mischung von gesattigter NH4Cl-Lsg. und n-Hexan gequencht, die organische Phase wird
abgetrennt und die wassrige Phase mit n-Hexan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Na,SO, getrocknet und die Lésungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert.
Der Ruckstand wird flashchromatographisch (Pentan) getrennt. Man erhalt 0.650 g (54%) des
Produktes in einer Mischung von [E]-1-Propenylmethyldisulfid ([E]-57) und [Z]-1-Propenyl-
methyltdisulfid ([Z]-57) als gelbes Ol (Selektivitat E/Z 1/1).

Charakterisierung von [E]-57:

Allgemeine Daten: C,HsS,; MG: 120.24; DC: R; =0.5 (Pentan), UV (+), Cer (IV)-Sulfat/Phos-

phormolybdansaure: blau.

IH NMR (400 MHz, CDCl3), 5 (ppm): 6.07-5.91 (m, 2H, H-1, 2), 2.39 (s, 3H, H-1"), 1.8 (dd, J=6.3,
1.2 Hz, 3H, H-3).

13C NMR (100 MHz, CDCl3), 8 (ppm): 130.28 (C-2), 124.39 (C-1), 22.08 (C-1°), 18.05 (C-3).

Charakterisierung von [Z]-57:

Allgemeine Daten: C4HgS,; MG: 120.24; DC: R =0.5 (Pentan), UV (+), Cer (IV)-Sulfat/Phos-

phormolybdansaure: blau.

IH NMR (400 MHz, CDCly), 5 (ppm): 6.11 (dq, J=9.3, 1.5 Hz, 1H, H-1), 5.76 (dq, J=9.3, 6.9 Hz,
1H, H-2), 2.43 (s, 3H, H-17), 1.76 (dd, J=6.9, 1.5 Hz, 3H, H-3).



114 5. Experimenteller Teil

13C NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 128.89 (C-2), 128.00 (C-1), 23.01 (C-1"), 14.33 (C-3).

S-[E]-1-Propenylpropyldisulfid ([E]-58) und S-[Z]-1-Propenylpropyldisulfid ([E]-58):
3 1 o 1 o
\/\ /S\/\ = /S\/\

S 2 S
2 1 3 1 3
3

In einen Dreihalskolben werden bei -78 °C unter N,-Atmosphare 17 ml NHs, 0.12 g Li, 1.000 g
(8.5 mmol, 1 eq) des Mischung S-[Z]-1-Propenylpropylsulfid 56 und S-[E]-1-Propenylpropylsulfid
55 in 10 ml abs. THF versetzt. Wenn die Addition beendet ist, wird das Gemisch aus 55 und 56
zugegeben, bis die Farbung von dunkelblau zu hellgelb sich éndert. Uberschiissiges NH; wird
bei -30 °C fir 2 h mittels Vakuumpumpe vorsichtig entfernt, der Rest wird mit 5 ml THF
verdinnt, und dann gibt man sehr schnell einer Lésung von 2.632 g (0.0171 mol, 2eq) S-Propyl-
methanthiosulfonat 52 in 5 ml abs. THF zu. Nach der Aufarbeitung wird der Rickstand
flashchromatographisch (Pentan) getrennt. Man erhalt 0.910 g (72%iger einer Gesamtausbeute)
des Produktes in einer Mischung 607 mg (67%) von [E]-1-Propenylpropyldisulfid ([E]-58), [Z]-1-
Propenylpropyldisulfid ([Z]-58) (Selektivitat E/Z 11.6/1) und 303 mg (33 %) Dipropyldisulfid 13
als gelbes Ol (Dipropyldisulfid/([E-], [Z-]) 1/2).

Charakterisierung von [E]-58:

Allgemeine Daten: CgH:,S,; MG: 148.29; DC: R=0.51, (Pentan), UV (+), Cer (IV)-Sulfat/Phos-

phormolybdansdaure: blau.

'H NMR (400 MHz, CDCly), § (ppm): 6.01 (dg, 1H, J=14.73, 1.22 Hz, H-1), 5.95 (dq, 1H,
J=14.69, 6.53 Hz, H-2), 2.80 (t, 2H, J=7.2 Hz, H-1"),1.77 (t, 3H, J=7.2 Hz, H-3), 1.70 (sextett,
2H, H-27), 0.99 (t, 3H, J=7.33 Hz, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCl3), § (ppm): 129.33 (C-2), 125.70 (C-1), 40.29 (C-17), 22.27 (C-2"),
18.01 (C-3), 13.06 (C-3").
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Monooxidation von ungesattigter unsymmetrischen Disulfiden. Allgemeine Vorschrift.

Zu einer Losung von Disulfid (2.75 mmol, 1 eq) in 20 ml CH,CI, tropft man unter Rihren bei
-78 °C unter No-Atmosphare eine Losung von mCPBA (2.75 mmol, 1 eq) in 5 ml CH,Cl, zu. Die
Reaktionsmischung wird 30 min bei -78°C gerihrt. Man lasst die Reaktionsmischung auf
Raumtemperatur innerhalb von 2 h erwarmen und figt dann portionsweise K,COj3; hinzu, filtriert
iber eine kurze, mit Celite® geflllte Saule und eluiert mit Et,0. Das Filtrat und die Eluate werden
sehr schnell bei Raumtemperatur konzentriert und nach flashchromatographischer Trennung
(Pentan/Ether) des Rickstands erhdlt man die entsprechenden Thiosufinaten in einem

Isomerengemisch als gelbes, nach Zwiebeln riechendes Ol.

S-[E]-1-Propenylmethylthiosulfinat ([E]-14) und S-[Z]-1-Propenylmethylthiosulfinat ([Z]-
14):

3 1 1

NN, K\S/ ~
1 1
3

n—=U2:
n—/"20

2

Nach der allgemeinen Vorschrift werden der Mischung S-[E]-1-Propenylmethyldisulfid ([E]-57),
S-[Z]-1-Propenylmethyldisulfid ([E]-57) (0.330 g, 2.75 mmol, 1 eq), 77% mCPBA (0.616 g, 3.57
mmol, 1.3 eq) in CH,CI, (6.5ml) miteinander versetzt. Nach flashchromatographischer Trennung
(Pentan/Ether 3/2) des Rickstands erhalt man 36 mg (10%) des Produktes in einer Mischung
von S-[E]-1-Propenylmethylthiosulfinat ([E]-14) und S-[Z]-1-Propenylmethylthiosulfinat ([Z]-14)
als gelbes Ol (Selektivitat E/Z 1.8/1).

Allgemeine Daten: C,Hs0S,; MG: 136.24; DC: R=0.22 (Pentan/Ether 1:1), UV (+), Cer (IV)-

Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

Charakterisierung von [E]-14:

IH NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 6.29-6.41 (m, 2H, H-1, 2), 2.97 (s, 3H, H-1"), 1.93 (dd,
J=3.8, 1.4 Hz, 3H, H-3).
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13C NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 144.32 (C-2), 115.76 (C-1), 42.19 (C-1°), 15.24 (C-3).

Charakterisierung von [Z]-14:

IH NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 6.29-6.41 (m, 2H, H-1, 2), 3.03 (s, 3H, H-1"), 1.87 (dd,
J=6.7, 1.6 Hz, 3H, H-3).

13C NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 137.52 (C-2), 116.90 (C-1), 42.70 (C-17), 19.01 (C-3).
Als Nebenprodukt bei dieser Monooxidation werden 10 mg (2%) des Produktes in einer

Mischung von S-[E]-1-Propenylmethylthiosulfonat ([E]-59) und S-[Z]-1-Propenylmethyl-
thiosulfonat ([Z]-59) (Selektivitat E/Z 2.7/1) als gelbes Ol erhalten.

Allgemeine Daten: C,4Hs0,S,; MG: 152.24; DC: R=0.34 (Pentan/Ether 1:1), UV (+), Cer (IV)-

Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

Charakterisierung von [E]-59:

'H NMR (400 MHz, CDCI3), 5 (ppm): 6.36-6.41 (m, 2H, H-1, 2), 3.28 (s, 3H, H-17), 1.95 (dd,
J=6.2, 0.9 Hz, 3H, H-3).

13C NMR (100 MHz, CDCI3), § (ppm): 145.12 (C-2), 116.59 (C-1), 47.87 (C-17), 19.05 (C-3).

Charakterisierung von [Z]-59:

IH NMR (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 6.36-6.41 (m, 2H, H-1, 2), 3.27 (s, 3H, H-17), 1.92 (dd,
J=3.8, 1.4 Hz, 3H, H-3).
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13C NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 139.30 (C-2), 117.17 (C-1), 48.73 (C-1°), 15.31 (C-3).

S-[E]-1-Propenylpropylthiosulfinat ([E]-16), S-[Z]-1-Propenylpropylthiosulfinat ([Z]-16) und
S-Propyl-[E]-1-Propenylthiosulfinat (17):

o) o)
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Nach der allgemeinen Vorschrift werden S-[E]-1-Propenylpropyldisulfid ([E]-58), S-[Z]-1-
Propenylproyldisulfid ([Z]-58), Dipropyldisulfid 13 (0.900 g, 6.07 mmol, 1 eq) und 77% mCPBA
(1.360 g, 7.88 mmol, 1.3 eq) in CH,Cl, (14 ml) miteinander versetzt. Nach flashchromato-
graphischer Trennung (Pentan/Ether 5/1) des Rlckstands erhalt man 20 mg (2%) S-Propyl-[E]-
1-propenylthiosulfinat 17 und 517 mg (51%) des Produktes in einer Mischung von S-[E]-1-
Propenylpropylthiosulfinat ([E]-16), S-[Z]-1-Propenylpropylthiosulfinat ([Z]-16) und Dipropyl-
thiosulfinat 13 als gelbe Ole (Selektivitat E/Z 1.25/1; (E/Z)/13 2/1).

Die Trennung des Thiosulfinatgemisches [E]- und [Z]-16 wird mittels der analytischen HPLC-
Anlage an der LiChrospher® Si 60-Saule durchgefilhrt. Unter die chromatographischen
Bedingungen ,HPLC System 1 (Kapitel 3.2.1) konnten die Thiosulfinate bei 254 nm mit
folgenden Retentionszeiten zugeordnet werden: die Retentionszeit 9.95 min entspricht dem
Thiosulfinat [E]-16 sowie Retentionszeit 8.64 min entspricht dem [Z]-16. S-Propyl-[E]-1-

Propenylthiosulfinat 17 hat eine Retentionszeit von 6.69 min.
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Charakterisierung von [E]-16:

Allgemeine Daten: CgH1,0S,; MG: 164.29; DC: R=0.29 (Pentan/Ether 3:2), UV (+), Cer (IV)-

Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

'H NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 6.27-6.36 (m, 2H, H-1, 2), 3.15-3.00 (m, 2H, H-1"), 1.89
(dd, 3H, J=3.2,1.9 Hz., H-3), 1.81-1.76 (m, 2H, H-2"), 1.07 (t, 3H, J=7.4 Hz, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 143.40 (C-2), 115.88 (C-1), 57.44 (C-17), 18.95 (C-3),
17.14 (C-2°), 13.11 (C-3").

Charakterisierung von [Z]-16:

Allgemeine Daten: CgH1,0S,; MG: 164.29; DC: R=0.29 (Pentan/Ether 3:2), UV (+), Cer (IV)-

Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

IH NMR (400 MHz, CDCly), 5 (ppm): 6.42 (dg, 1H, J=9.03, 1.58 Hz, H-1), 6.27 (dg, 1H, J=9.02,
6.78 Hz, H-2), 3.15-3.00 (m, 2H, H-1"), 1.84 (dd, 3H, J=6.7, 1.6 Hz, H-3), 1.81-1.76 (m, 2H, H-
2°), 1.08 (t, 3H, J=7.4 Hz, H-3").

3C NMR (100 MHz, CDCly), § (ppm): 136.55 (C-2), 117.13 (C-1), 57.90 (C-1°), 17.14 (C-2"),
15.11 (C-3), 13.11 (C-3").

MS (El), m/z (%), (Z/E-Gemisch): 164 (24, [M*]), 148 (2, [M*-CH3]), 122 (4), 92 (13), 75 (25), 74

(50), 73 (100), 63 (14), 57 (13).

Charakterisierung von 17:

Allgemeine Daten: CgH120S,; MG: 164.29; DC: R=0.37 (Pentan/Ether 3:2), UV (+), Cer (IV)-

Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.
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IH NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 6.53 (dg, 1H, J=14.9, 6.7 Hz, H-2), 6.46 (dq, 1H, J=14.9,
1.3 Hz),3.14-3.00 (m, 2H, H-17), 1.94 (dd, 3H, J=6.7, 1.2 Hz, H-3), 1.81 (sextett, 2H, H-2"), 1.02
(t, 3H, J=7.3 Hz, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCly), & (ppm): 135.34 (C-2), 133.24 (C-1), 35.00 (C-17), 24.23 (C-2°),
17.29 (C-3), 13.42 (C-3").

MS (EI), m/z (%): 164 (44, [M']), 149 (63, [M*-CHa]), 105 (40), 87 (16), 73 (100), 57 (82).

5.5.3 Versuche zu Kapitel 3.8.1

meso-Butan-2,3-diyl-bis(trifluoromethansulfonat) (61):

TfO

N
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Das Trifluormethansulfonsdureanhydrid (2.25 ml, 13.32 mmol; 2.0 eq) wird in 13 ml abs. CH,Cl,
vorgelegt. Man kihlt die Lésung auf 0°C ab und tropft langsam eine LOsung von meso-2,3-
Butandiol 60 (600 mg, 6.66 mmol) in 5 mL abs. CH,Cl, und wasserfreien Pyridin (1.08 ml, 13.32
mmol; 2.0 eq) hinzu. Man lasst die Mischung auf Raumtemperatur erwarmen und rihrt noch
weitere 15 min. Die Reaktionsmischung wird mit Wasser (5 ml) gewaschen und die organische
Phase Uber MgSO, getrocknet. Das Loésungsmittel wird am Rotationsverdampfer abdestilliert
und anschliefiend der Rickstand mit Pentan/Ether 4:1 saulenchromatographisch gereinigt. Man
erhalt das Bistrifluormethansulfonat 61 (1.698 g, 72%) als farblose Flissigkeit.

Allgemeine Daten: CgHgFsOsS2; MG: 354.24; Smp.: 8°C; DC: Ry = 0.27 (Pentan/Ether=8:2),
UV (-), Vanillin: grin.
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IR (kap. Film): v (cm™")=3435 (w), 3005 (w), 1420 (vs), 1248 (vs), 1212 (vs), 1148 (vs), 1074 (m),
990 (m), 943 (vs), 906 (vs), 621 (s), 605 (s).

'H NMR (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 5.13-5.07 (dq, ~2 Hz, 6,5 Hz, 2H; H-2/3), 1.56 (m, 6.5 Hz,
6H; 1/4-Hs).

13C NMR (100 MHz, CDCl3), & (ppm): 119.96, 116.79 (q, S(O2)CF3), 85.14 (d, C-2/3), 15.83 (q,
C-1/4).

MS (El): m/z (%): 354.8 (<1, [M]"), 338.7 (<1), 204.8 (18), 176.8 (100), 132.8 (10), 112.9 (80),
98.9 (10), 68.9 (1), 55.0 (2).

meso-(2,2'-(Butan-2,3-diyl)bis(1,3-dithian-2,2-diyl))bis(trimethylsilan) (62):

\‘
[{e]
annlll o

S S
\Si Si\
S

Zu einer Lésung von Trimethylsilyldithian (2.27 ml, 12.3 mmol; 1.8 eq) in 100 ml abs. THF tropft
man bei -78 °C langsam n-BuLi (8.53 ml, 1.6 M in Hexan, 13.6 mmol; 2 eq) und TMEDA (2.03
ml, 13.6 mmol; 2 eq) zu. Man lasst 1 h deprotonieren und gibt tropfenweise eine Lésung von
Bis(trifluormethansulfonat) 61 (2.417 g, 6.8 mmol) in 11 ml abs. THF hinzu. AnschlieRend wird
nach 2 h ruhren die Mischung mit ges. NH4CI-Lsg. gequencht. Man erwarmt auf Raumtempe-
ratur, trennt die organische Phase ab und extrahiert die wassrige Phase viermal mit EtOAc. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das L&sungsmittel am
Rotationsverdampfer abdestilliert. Der Rickstand wird flashchromatographisch (Pentan/Ether
10:1) gereinigt. Man erhalt das 2,2’-Bis(1,3-dithian) 62 (2. 486 g, 83%) als farblosen, stehend
riechenden Feststoff.
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Allgemeine Daten: CygH35S,Si;; MG: 438.93; Smp.: 119-122°C; DC: R=0.35
(Pentan/Ether=10/1), UV (+), Vanillin: schwarz.

IR (Film, KBr): v (cm™")=2945 (m), 2899 (m), 1422 (w), 1245 (s), 1071 (w), 842 (s).
IH NMR (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 3.01-2.96 (m, 2H; 7/7-H,), 2.84-2.77 (m, 2 H; 7/7-Hy),
2.72-2.60 (m, 4 H; 9/9"-H,), 2.59-2.52 (m, 2 H; H-2/3), 1.98-1.93 (m, 4 H; 8/8'-H,), 1.59 (d, ~7 Hz,

6 H; 5/6-H3), 0.32 (s, 18 H; Si(CHa)s).

13C NMR (100 MHz, CDCly), 5 (ppm): 46.45 (d, C-2/3), 44.31 (s, C-1/4), 26.63, 26.36 (t, C-
7I7'1919'), 24.25 (t, C-8/8"), 22.17 (q, C-5/6), 1.42 (q, Si(CHs)s).

MS (El): m/z (%): 440.2 (2, [M+2H]"), 379.2 (6), 335.2 (8), 302.2 (3), 259.2 (100), 199.2 (3),
181.2 (8), 147.2 (1), 105.2 (1).

HRMS (El) C18H3384Si2
berechnet: 438.1395
gefunden: 438.1411.

5.5.4 Versuche zu Kapitel 3.8.2

meso-2,3-Dimethyl-1,4-dimorpholinbutan-1,4-dion (64):

L)
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Variante 1:

Eine Lésung von 1 g (6.84 mmol) meso-Dimethylbernsteinsdure 63 in 30 ml CH,Cl,/THF (2/1)
kdhlt man auf -60 °C ab und tropft Triethylamin (2.0 ml, 14.37 mmol; 2.1 eq) und Morpholin (1.26
ml, 14.37 mmol; 2.1 eq) nacheinander zu. Man gibt EDC (3.41g, 17.79 mmol; 2.6 eq) in einer
Portion hinzu und lasst 1 h rihren. Das Kuhlbad wird entfernt und die Mischung 70 h bei
Raumtemperatur weiter gerihrt. Man addiert eine Losung von 1.37 g Zitronensaure in 5 ml
Wasser und lasst 10 min lang ruhren. Die organische Phase wird mit Wasser (10 ml) gewaschen
und die wassrige Phase viermal mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber MgSQO, getrocknet und das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt.
Nach der saulenchromatographischen Reinigung (CH.CIl./CH;OH 97:3) erhdlt man das
Dimorpholinamid 64 (1.596 g, 82%) als weil3en Feststoff.

Variante 2:

Zu einer Lésung von meso-Dimethylbernsteinsdure 63 (100 mg, 0.68 mmol) in 1 ml abs. THF
gibt man in einer Portion eine katalytische Menge DMF (5 mg, 0.068 mmol; 0.1 eq) dazu,
versetzt mit Thionylchlorid (250 ul, 3.44 mmol; 5.02 eq) und lasst 40 h bei Raumtemperatur
rihren. Das Losungsmittel wird im Vakuum eingeengt und der Rickstand mit 1 ml abs. CH,CH.
verdinnt. Man kuhlt die Mischung auf 0 °C ab, tropft Morpholin (359 ul, 4.11 mmol; 6 eq) zu und
l&sst langsam auf Raumtemperatur erwarmen. Zu der Rektionsmischung gibt man Chloroform (1
ml) und rahrt 30 min lang. Man wascht die organische Phase mit 1M HCI (2x), ges. NaHCO;-
Lsg. (2x), und ges. NaCl-Lsg. (2x), extrahiert die wassrige Phase viermal mit Chloroform und
trocknet die vereinigten organischen Phasen Uber Na,SO,. Die flashchromatographische
Reinigung des Rickstandes (CH,Cl,/ CH30H 97:3) liefert Dimorpholinamid 64 (85.6 mg, 44%,)

als weilRen Feststoff.

Allgemeine Daten: Cy4H24N204; MG: 284.35; Smp.: 186-189 °C; DC: R=0.22 (CH,Cl,/CH;0OH
97:3), UV (-), Cer (IV)-Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

IR (KBr): v (cm™)=2973 (w), 2899 (w) 2851 (m), 1634 (vs, C=0), 1464 (m), 1446 (s), 1429 (m),
1290 (m), 1265 (m), 1214 (m), 1109 (s), 1069 (w), 1033 (M), 841 (w), 584 (w).

'H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 3.69-3.52 (m, 16H; Huorphoiin), 3.14-3.06 (m, 2H; H-2/3),
1.04 (m, 6H; 5/6-Hs).
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13C NMR (100 MHz, CDCly), & (ppm): 173.91 (s, C-1/4), 67.02, 66.89 (t, -CH,(O)CH,-), 46.24,
42.19 (t, -CH»(N)CH,-), 38.80 (d, C-2/3), 16.93 (q, C-5/6).

LC/MS (ES-API, Pos.), m/z (%): 307.2 (10), 285.2 (90, [M+H]*) 198 (100); tr. 230 nm=9.449 min.

MS (El): m/z (%): 284.2 (1, [M™]), 198.2 (100), 170.2 (4), 143.2 (3), 114.1 (26), 86.1 (12), 71.1
(31), 56.0 (8).
HRMS (El):  C44H24N204

berechnet: 284.1736

gefunden: 284.1737.

(Dimethyl(phenyl)silyl)lithium (65):

Si—Li

Unter No-Atmosphare werden kleine Stlickchen Li (1.043 g, 150 mmol; 10 eq) in 30 ml abs. THF
vorgelegt. Man lasst die Mischung 30 min lang in einem Ultraschallbad, dann kihlt man auf 0 °C
ab und gibt tropfenweise Me,PhSi-Cl (2.5 ml, 15 mmol) hinzu. Die Reaktionsmischung wird auf

Raumtemperatur erwarmt und 16 h gerihrt.

Titration: Zu 1 ml von der dunkelbraunen Reaktionsmischung werden 10 ml Wasser gegeben.
Man tropft 0.1 N HCI hinzu, bis der in der Probelésung enthaltene Indikator (Phenolphthalein)
farblos wird. Nach drei Titrationen wird die Konzentration auf 0.52 M THF-Lsg. des Silyllithium-

Reagenzes 65 bestimmt.

Allgemeine Daten: CgH44LiSi; MG: 142.20; 0.52 M in THF-Lsg.
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meso-1-(Dimethyl(phenyl)silyl)-2,3-dimethyl-4-morpholinbutan-1,4-dion (66):
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Zu einer Losung von Dimorpholinamid 64 (1.40 g, 4.9 mmol) in 16 ml abs. THF tropft man bei
-78 °C langsam die Dimethylphenylsilyllithium-Lsg. 65 (10.83 ml, 0.52 M in THF; 1.1 eq) zu und
lasst 3 h rihren. Man quencht mit einer Losung von CH3;COONH, (417 mg; 1.1 eq) in 5 ml
i-Propanol, 1asst die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur erwarmen und filtriert nach 30 min
Ruhren Uber eine kurze Kieselgel-Saule (Et,0). Das Loésungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt. Nach der saulenchromatographischen Reinigung des
Ruckstandes (Ether/Pentan 99:1) erhalt man das Acylsilan 66 (620 mg, 38%,) als dunkelgelbes
zahes Ol.

Allgemeine Daten: C4gHy7NO3Si; MG: 333.50; DC: Rf = 0.23 (Ether/Pentan=99:1), UV (+,

nachleuchtende Flecke), Vanillin: gelb.

IR (kap. Film): v (cm™)=3070 (w), 3049 (w), 2964 (s), 2926 (m), 2856 (m), 1731 (w), 1644 (vs,
C=0), 1634 (vs, C=0), 1461 (s), 1430 (s), 1251 (m), 1224 (m), 1116 (s), 1032 (m), 837 (s), 739
(m), 703 (m), 572 (w).

'H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 7.58-7.55 (m, 2H; H-Ph), 7.42-7.35 (m, 3H; H-Ph), 3.66-
3.56 (m, 6H; -CH,OCH,-/-NCH,-), 3.53-3.45 (m, 2H; -NCH,-), 3.41-3.33 (dq, 7.0 Hz, 14.0 Hz,
~10 Hz, 1H; H-2), 3.06-2.98 (dq, 6.7 Hz, 9.8 Hz, 1H; H-3), 0.82 (d, 6.7 Hz, 3H; 6-H3), 0.76 (d, 7.0
Hz, 3H; 5-H3), 0.52 (s, 3H; SiCH3), 0.51 (s, 3H; SiCHs).

13C NMR (100 MHz, CDCl3), & (ppm): 249.1 (s, C-1), 174.01 (s, C-4), 134.08 (d, Ph), 133.89 (s,
Ph), 129.99 (d, Ph), 128.19 (d, Ph), 67.03, 66.84 (t, -CH,(O)CH,-), 52.92 (d, C-2), 46.21, 42.04
(t, -CHx(N)CH,-), 35.90 (d, C-3), 16.71 (q, C-6), 14.55 (g, C-5), -4.78 (g, SiCHs), -4.86 (q,
SiCHs).
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LCIMS (ES-API, Pos.), m/z (%): 334 (100, [M+H]): tr 230 nm=14.569 min.

MS (El), m/z (%): 334.3 (<1, [M+H]"), 318.3 (4), 305.3 (25), 290.3 (46), 276.3 (11), 260.3 (6),
248.2 (17), 248.2 (17), 198.2 (20), 163.2 (6), 155.2 (13), 144.2 (21), 140.2 (49), 135.2 (100),
126.2 (26), 112.1 (12), 105.1 (4), 86.1 (8), 5.1 (8).

HRMS (El) C18H27N03S|

berechnet: 333.1760
gefunden: 333.1756.

1-(Dimethyl(phenyl)silyl)propan-1-on (66a):

\Si)J\2/3

Allgemeine Daten: C41HzOSi; MG: 192.33; DC: R; = 0.32 (Pentan/Ether=95:5), UV (+,
nachleuchtende Flecke), Vanillin: rot.

IH NMR (400 MHz, CDCl3), § (ppm): 7.59-7.56 (m, 2H; H-Ph), 7.44-7.38 (m, 3H; H-Ph), 2.62 (q,
7.2 Hz, 2H; 2-H,), 0.93 (t, 7.2 Hz, 3H; 3-H3), 0.51 (s, 6H; SiCHs).

13C NMR (100 MHz, CDCl3), 5 (ppm): 246.25 (s, C-1), 134.59 (s, Ph), 133.93 (d, Ph), 129.81 (d,
Ph), 128.11 (d, Ph), 41.91 (t, C-2), 6.08 (q, C-3), -4.76 (q, SiCH).

LC/MS (ES-API, Pos.), m/z (%): 210.2 (16), 193.2 (8, [M+H]"),115.2 (100); tr 254 nm=14.569 min.
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Allgemeine Daten: C;H43NO,; MG: 143.18; farblose Flissigkeit; DC: R; = 0.24 (EtOAc/Pentan
99:1), UV (-), Cer (IV)-Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

1-Morpholinpropan-1-on (66b):

'H NMR (400 MHz, CD;0D), § (ppm): 3.72-3.63 (M, 4H; Huorphoiin), 3.58-3.54 (M, 4H; Huorphoin),
2.43 (q, 7.5 Hz, 2H; 2-H,), 1.11 (t, 7.5 Hz, 1.6 Hz, 3H; 3-Hy).

13C NMR (100 MHz, CD;0OD), & (ppm): 175.23 (s, C-1), 67.78, 67.74 (t, -CH»(O)CH,-), 47.20,
43.24 (t, -CHy(N)CHy-), 27.11 (t, C-2), 9.88 (g, C-3).

LC/MS (ES-API, Pos.), m/z (%): 144.2 (100, [M+H]"); t 230 nm=8.877 min.

rac-1-(Dimethyl(phenyl)silyl)-2,3-dimethyl-4-morpholinbutan-1,4-dion (72):

Zu einer Lésung von Acylsilan 66 (62 mg, 0.19 mmol) in 0.5 ml abs. CH;CN gibt man HMDST
(279 pl, 1.49 mmol; 8 eq) und tropft eine Lésung von CoCl«6H,0 (88.5 mg, 0.37 mmol; 2 eq) in
1.5 ml abs. CH3;CN hinzu. Man lasst 72 h bei Raumtemperatur rihren. Die Reaktionsmischung
wird mit Et,O verdinnt, tUber eine kurze Kieselgel-Saule (Et,0) filtriert und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer  abdestilliert. Der  Rickstand wird  sdulen-chromatographisch

(flashchromatographisch) gereinigt (Pentan/Ether 1:4, dann Pentan/Ether 3:97). Man erhalt das



5. Experimenteller Teil 127

Acylsilan 72 (12.6 mg, 20%) als gelbes zahes Ol. Neben dem Acylsilan 72 wird die nicht

isomerisierte meso-Verbindung 66 (42 mg, 67%) isoliert.

Allgemeine Daten: CygH7NO3Si; MG: 333.50; DC: Ry = 0.25 (Pentan/Ether=2:8), UV (+,

nachleuchtende Flecke), Vanillin: gelb.

IR (kap. Film): v (cm™)=3070 (w), 3049 (w), 2965 (s), 2925 (s), 2858 (s), 1731 (w), 1645 (vs,
C=0), 1635 (vs, C=0), 1430 (s), 1248 (s), 1230 (s), 1114 (s), 1035 (m), 1021 (m), 837 (s), 738
(s), 704 (s), 575 (m), 468 (m).

'H NMR (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 7.61-7.59 (m, 2H; H-Ph), 7.41-7.36 (m, 3H; H-Ph), 3.75-
3.72 (m, 1H; 8-H,), 3.65-3.55 (m, 5H; 7/7/8/8"-H,), 3.45-3.39 (m, 3H; 7/7-H,, H-2), 2.91-2.86
(dq, 7.3 Hz, 8.4 Hz, 1H; H-3), 1.04 (d, 7.3 Hz, 3H; 6-H3), 0.80 (d, 7 Hz, 3H; 5-H3), 0.55 (s, 3H;
SiCHs), 0.46 (s, 3H; SiCHs).

13C NMR (100 MHz, CDCl), & (ppm): 249.13 (s, C-1), 174.65 (s, C-4), 135.08 (s, Ph), 134.16 (d,
Ph), 129.71 (d, Ph), 128.3 (d, Ph), 66.92, 66.83 (t, -CH,(O)CH,-), 52.21 (d, C-2), 46.15, 42.05 (t,
-CH,(N)CH,-), 36.69 (d, C-3), 15.01 (g, C-6), 12.29 (g, C-5), -4.31 (q, SiCHs), -4.20 (q, SiCH).

LC/MS (ES-API, Pos.), m/z (%): 334 (100, [M+H]); tr 230 nm=14.763 min.

MS (EI): miz (%): 332.2 (<1, [M-2H["), 318 (4), 305.3 (24), 290.2 (41), 276.2 (10), 248.2 (18),
198.2 (10), 163.1 (8), 149.1 (9), 135.1 (100), 114.1 (7), 83.1 (7), 55.1 (10).

HRMS (El) C18H27NOZSSI
berechnet: 333.1760
gefunden: 333.1582.
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5.5.5 Versuche zu Kapitel 3.9.2

meso-N! N*-dimethoxy-N*,N* 2,3-tetramethylsuccinamid (67):

0]

Zu eine Lésung von meso-Dimethylbernsteinsaure 63 (700 mg, 4.79 mmol) in 7 ml abs. THF gibt
man N,O-Dimethylhydroxylamin-HCI (1.243 g, 12.74 mmol; 2.66 eq) und DMAP (117 mg, 0.96
mmol; 0.2 eq). Man kihlt die Reaktionsmischung auf 0 °C ab, tropft langsam Triethylamin (2.23
ml, 16 mmol; 3.34 eq) zu und fugt in einer Portion EDC (2.204g, 11.5 mmol; 2.4 eq) hinzu. Nach
1 h Rihren wird das Eisbad entfernt und die Mischung bei Raumtemperatur 19 h gerthrt. Man
wascht mit 1 N HCI (2x), ges. NaHCOs-Lsg. (2x), und ges. NaCl.-Lsg. (2x) und extrahiert viermal
mit EtOAc. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet, und das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt. Nach der flashchromatographischen
Reinigung (EtOAc/Pentan 98:2) erhalt man das Diweinrebamid 67 (835 mg, 75 %) als weil3en
Feststoff.

Allgemeine Daten: C4oH20N204; MG: 232.28; Smp.: 105-107 °C; DC: R; = 0.28 (EtOAc/Pentan
99:1), UV (-), Cer (IV)-Sulfat/Phosphormolybdansaure: blau.

IR (Film, KBr): v=2983 (w), 2961 (m), 2938 (m), 1654 (vs, C=0), 1463 (s), 1422 (m), 1388 (s),
1179 (m), 1064 (w), 987 (s), 744 (w).

IH NMR (400 MHz, CDCls), § (ppm): 3.69 (s, 6 H; OCHj), 3.23 (br s, 2 H; H-2/3), 3.19 (s, 6 H;
NCH;), 1.07 (m, 6 H, 5/6-H3).

C NMR (100 MHz, CDCl3), 8 (ppm): 176.54 (s, C-1/4), 61.66 (q, OCHs), 38.42 (d, C-2/3), 32.09
(a, NCH3), 16.46 (q, C-5/6).

LC/MS (ES-API, Pos.): m/z (%): 233 (20, [M+H]"), 172 (100); tr 230 nm=8.897 min.
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MS (El): m/z (%): 231.0 (<1, [M-H]"), 184.1 (4), 172.1 (100), 156.1 (3), 144.1 (18), 116.1 (2),
88.1 (25), 83.1 (6), 60.1 (8), 55.1 (10).

HRMS (El) C10H20N204
berechnet: 232.1423
gefunden: 232.1420.

meso-4-(Methoxy(methyl)amino)-2,3-dimethyl-4-thioxobutansaure (68):

0]

Eine Lésung von Diweinrebamid 67 (50 mg, 0.22 mmol) in 1.5 ml abs. CH3;CN wird mit
CoCl.6H,0 (102 mg, 0.43 mmol; 2 eq) versetzt. Zur blauen klaren Mischung wird HMDST (181
Ml, 0.86 mmol; 4 eq) zugetropft. Die Reaktionsmischung wird auf 30 °C erwarmt und 15 min
geruhrt. AnschlieRend wird die Mischung auf Raumtemperatur abgekihlt, Gber eine kurze
Kieselgel-Saule (EtOAc) filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert. Die
flashchromatographische Reinigung (Pentan/ EtOAc 1:1) liefert Carboxylthioweinrebamid 68
(37.6 mg, 85%) als gelbe olige Flussigkeit.

Allgemeine Daten: CgHisNO3S; MG: 205.27; DC: Rs = 0.21 (Pentan/EtOAc 4:6), UV (+),

Vanillin: gran.

IR (kap. Film): v=3419 (br s), 2971 (s), 2938 (s), 2639 (w), 1707 (vs, C=0; COOH), 1636 (w),
1416 (s), 1378 (m), 1279 (m), 1209 (m), 1127 (s), 1062 (m), 999 (m), 980 (M), 820 (w), 539 (w).

IH NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 10.0-8.0 (br s, 1 H; COOH), 3.82 (s, 3H; OCHy), 3.71 (s,
3H; NCHs), 3.64-3.60 (dq, 6.7 Hz, 1H; H-3), .3.03-2.99 (dq, 6.9 Hz, 1H; H-2), 1.30 (dd, 6.7 Hz,
3H; 6-H3), 1.19 (dd, 6.9 Hz, 3H; 5-H3).

13C NMR (100 MHz, CDCls), 5 (ppm): 202.97 (s, C-4), 181.59 (s, C-1), 61.87 (q, OCH), 45.73
(d, C-2), 43.04 (d, C-3), 38.88 (g, NCHs), 20.22 (q, C-6), 16.54 (q, C-5).
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LCIMS (ES-API, Pos.): m/z (%): 228 (8), 206 (100, [M+H]"), 188 (23); tr 254 nm=8.270 min.

MS (El): m/z (%): 205 (16, [M]*), 188 (1), 175 (6), 157 (100), 142 (90), 129 (14), 114 (18), 96
(22), 89 (16), 74 (41), 56 (84).

HRMS (El):  CgHsNO3S
berechnet: 205.0703
gefunden: 205.0757.
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Anhang

Die immunmodulatorische Potenz von Dimethylthiosulfonat 50

Das Dimethylthiosulfonat 50 wurde in den unter Kapitel 4.3 beschriebenen Methoden eingesetzt.
In dem Proliferationsgrad-Testsystem zeigte 50 keine toxischen Effekte (Abbildung 1). Seine
signifikante Reduktion der allergischen Reaktion bei Insektenstichen konnte durch den
Basophilen-Aktivierungsgrad-Testsystem bewiesen werden (Signifikanz p<0.05) (Abbildung 2).
Das Thiosulfonat hemmte signifikant die Histaminausschitung in dem Histaminrelease-
Testsystem (Signifikanz p<0.01) (Abbildung 3).
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Abbildung 1: Proliferationsgrad nach 24 Stunden nach Inkubation mit Dimethylthiosulfonat 50
(ND4).
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Abbildung 2: Beeinflussung der Histaminausschiittung nach Stimulation mit 10° g/l IgE und
Zugabe von Dimethylthiosulfonat 50 (ND4).
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Abbildung 3: Beeinflussung des Aktivierungsgrades basophiler Granulozyten nach Stimulation
mit 10 g/l IgE und Zugabe von Dimethylthiosulfonat 50 (ND4).
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