HIGHLIGHTS

Squalenfaltung, ein alter Bekannter?
Von Rolf Bohlmann*

Die Bedeutung von Steroidhormonen fiir die Fortpflan-
zung'! und Geschlechtsdifferenzierung ist spétestens seit
den sechziger Jahren gut bekannt. Andere klassische Anwen-
dungen der Steroide in der medizinischen Therapie sind Cor-
ticoide als Entziindungshemmer und Steroidglycoside aus
Digitalis-Arten zur Behandlung der Herzinsuffizienz. Die
synthetische Organische Chemie erhielt starke Impulse
durch die Bearbeitung und Lésung der regio- und stereoche-
mischen Probleme, die diese Stoffklasse aufwirft. Die Reali-
sierung der enantioselektiven Totalsynthese einiger Steroide
im industriellen MaBstab ist ein zentraler Meilenstein der
Steroidforschung!!: 2, der viele Forscher zu der Ansicht ver-
leitet haben mag, daB diese damit abgeschlossen sei. Die
bisher beschriebenen Wirkungen von Steroiden sind alle der
Natur abgeschaut und zum Teil durch die Ergebnisse der
biologischen und chemischen Forschung optimiert worden.
Dies gilt nicht fiir Antihormone, die die Wirkung von Hor-
monen antagonisieren. Da dieser Vorgang in der Natur nicht
beobachtet wird, wurde nicht gezielt nach Antihormonen
gesucht, so daf} die Entdeckung des ersten, stark wirksamen
Antiandrogens ein Zufall war!3,

Das Ausschalten der Hormonwirkung kann nicht nur
durch Antihormone erreicht werden, denn Antihormonwir-
kung kann auch aus den Resultaten der Grundlagenfor-
schung zur Biogenese der Steroide!* abgeleitet werden. Die
Biogenese verschiedener Hormone aus Cholesterin erfordert
viele Reaktionsschritte, die durch unterschiedliche Enzyme
katalysiert werden. Durch genaue Kenntnis der Abldufe und
der beteiligten Enzyme kann man gezielt die Biogenese eines
Hormons im Organismus durch Hemmen eines bestimmten,
fiir dieses Hormon wichtigen Enzyms verhindern.

Ein Erfolg in diesem Sinne!®!ist die Entwicklung der selek-
tiven Aromatasehemmer!®), die die Bildung der Estrogene
hindern und damit die Estrogenwirkung vermindern. Bei-
spiele fiir Aromatasehemmer in der Entwicklung zur Be-
handlung hormonabhingiger Tumore sind die Steroide
Formestane 1 und Atamestane 2!"), aber auch das Nicht-
steroid Fadrozole 3.

Diese Beispiele zeigen, wie wichtig die Grundlagenfor-
schung fiir das Erkennen neuer Anwendungen ist. Trotz der
moglichen Totalsynthese von Steroiden und vielféltiger Par-
tialsynthesen sind noch viele Fragen offen. In diesem Umfeld
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wird die Bedeutung einiger neuerer Arbeiten zur Biogenese
von Sterolen verstindlich.

Der markanteste Schritt in der Biosynthese des Choleste-
rins ist sicherlich die als Squalenfaltung bekannte, vierfache
Cyclisierung von 2,3-Oxidosqualen 4 zum Lanosterol 5. Die-
se erstaunliche Reaktion wird von der Sterolcyclase in nur
einem Schritt bewirkt (Schema 1). Die Reinigung dieses be-
sonders interessanten Enzymes ist jedoch lange Zeit nicht
gelungen, da es sich um ein membrangebundenes System mit
geringer Stabilitdt und Ldslichkeit handelt. Jetzt ist es Corey
et al. gelungen, das Enzym zu reinigen!®). Der Schliissel zum
Erfolg lag dabei in der geschickten Wahl einer Affinititsma-
trix, die es ermoglichte, sowohl die Wasserstoffbriickenbin-
dungen als auch die hydrophobe Gestalt von Squalen nach-
zuahmen.

Schema 1. Vierfache Cyclisierung von Oxidosqualen 4 zu Lanesterol 5, genannt
Squalenfaltung.

Die vorgereinigten Sterolcyclase-haltigen Microsomen
wurden durch Chromatographie an DEAE-Sepharose und
DEAE-Cellulose konzentriert und die aktive Fraktion an-
schlieBend auf der Affinititssdule erfolgreich gereinigt. Das
isolierte Enzym ist bei 0 °C mindestens 14 Tage ohne Aktivi-
tétsverlust haltbar. Somit ist die Klonierung des Sterolcyclase-
Gens und schlieBlich die Aufkldrung der Struktur méglich.

Solange die dreidimensionale Struktur eines Enzyms noch
nicht bekannt ist, kdnnen mechanistische Aspekte nur durch
Umsetzungen von natiirlichen oder synthetischen Modeli-
substanzen mit Enzymprdparationen studiert werden. Be-
sonders durch isotopenmarkierte Verbindungen kann man
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Konstitutionsverdnderungen gut untersuchen. Von mehre-
ren Arbeitsgruppen wurde die konstitutionelle Stimmigkeit
der Squalenfaltung durch Versuche mit unterschiedlich mar-
kierten Ausgangsmaterialen bestitigt. Daher ist es wirklich
tiberraschend, daf} die Stereochemie in 17- und 18-Stellung
dieser wohlbekannten Reaktion offenbar erst jetzt richtig
verstanden wird.

Das vom Squalen abgeleitete kationische Protosterol 6
tragt nach neuesten Untersuchungen!®! eine 17f-stindige
Seitenkette und nicht — wie bisher alle Untersuchungen an-
nahmen — eine a-stindige Seitenkette. Dieser Irrtum machte
die Stereochemie am benachbarten C20 schwer verstindlich.
Die natiirliche Konfiguration dieses Zentrums hétte nimlich
eine ungewohnlich lange 120° — statt einer kurzen 60°-Dre-
hung im Enzym erfordert. Um diese Unstimmigkeit zu erkli-
ren, wurden unterschiedliche Hypothesen aufgestellt und
zum einen ,,nichtklassische* Carbokationen, zum anderen
sogenannte ,,X-Gruppen‘‘ des Enzyms dafiir herangezogen.

Fiir das Vorliegen der 178-Stereochemie im Zwischenpro-
dukt 7 der Sterolbiogenese spricht das Ergebnis der Inkuba-
tion des 20-Oxa-Analogons von 2,3-Oxidosqualen 8. Uber-
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raschenderweise bildet sich stereoselektiv das thermo-
dynamisch instabile 178-Acetylderivat 9, das als 3-rert-
Butyldimethylsilylether mit 1% Kalilauge bei 50°C in 2h
komplett in das stabilere 17«-Isomer 10 iiberfiihrt wird. Ver-
bindung 7 ist auch als 18-Tritioverbindung hergestellt und
cyclisiert worden, wobei sich das Tritium ~ nun erwartungs-
gemdlB — in 170-Stellung von 9 befindet. Durch die oben
angegebene basische Isomerisierung wird das Tritium voll-
stindig ausgewaschen.
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Angeregt durch diese Befunde wurde auch die Stereoche-
mie der Biotransformation von 20,21-Dehydro-2,3-oxido-
squalen 11 neu untersucht!!%l, Als Ergebnis dieser Arbeiten
zeigte sich, da nur das (18 E)-Isomer 11 durch das gereinigte
Enzym umgesetzt wird. Dabei wird das Protostandiol 12
gebildet, dessen Struktur durch "H-NMR-Spektroskopie so-
wie Rontgenstrukturanalyse eines Derivates belegt ist.

Wiederum verlauft die Fiinfringbildung unter Erzeugung
der 17-Seitenkette. Die Regioselektivitit der Hydroxylierung
zeigt eine Bevorzugung von C20. Bezogen auf die (18 £)-Dop-
pelbindung in 20,21-Dehydro-2,3-oxidosqualen 11 werden
die neuen C-C- und C-O-Bindungen trans-diaxial gebildet.

Einblicke in die komplexen mechanistischen und stereoche-
mischen Zusammenhinge dieser Reaktionen wurden durch
elegante organisch priparative Arbeiten ermdglicht. Unter
anderem wurde eine neue enantioselektive Totalsynthese von
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Protostendiol 13'! fiir Vergleichszwecke entwickelt. Der
enantioselektive Schritt ist eine Aldolcyclisierung'?! des Tri-
ketons 14 in Gegenwart von (S)-Phenylalanin und (+4)-
Camphersulfonsiure. Nach 24 Tagen bei 23 °C wird 77 %
Endion 15 mit 95 % ee isoliert. AnschlieBend folgt eine regio-
und stereoselektive Anellierung in drei Stufen zum tricycli-
schen Diendion 16. Eine Reaktion dieser Sequenz bendtigt
1 Aquivalent Quecksilber(ir)-chlorid als Katalysator.

Das Molekiil wird iiber eine regio- und stercoselektive
Reduktion des Flinfring-Enons 16 zum 16 -Alkohol 17 wei-
ter aufgebaut, wobei der Fiinfring nun fiir die Einfiihrung
der 14,158-Methylengruppe in 18 vorbereitet ist. Diese dient
sowohl als Vorstufe zur Bildung der 14f-Methylgruppe als
auch zur Lenkung bei der Einfithrung der 17«-Seitenkette.
Im Verlauf der weiteren Synthese wird ausgehend vom Enon
19 iiber eine Allyl-Diazen-Umlagerung!'3! die schwer zu-
gdngliche A/B-trans-Ringverkniipfung in 20 etabliert.

Nach insgesamt mehr als 20 Stufen mit einer Gesamtaus-
beute von weniger als 3% wird die Synthese durch die Um-
wandlung von 13 in Dihydroparkeolbenzoat 21 und Ver-

gleich mit authentischem Material abgeschlossen. Dieser
Erfolg wird relativiert, wenn man sich darauf besinnt, daf3
die Biosynthese von Protostendiol 13 in der Natur nur einen
einzigen Schritt bendtigt. Der enzymatische Ablauf wird je-
doch durch den Austausch einer Methylgruppe im Oxido-
squalen 4 durch ein Wasserstoffatom umgeleitet!*“.

Die oben zitierten aktuellen Arbeiten zeigen beispielhaft,
wie heute komplexe Fragestellungen durch die Zusammen-
arbeit von Biochemie, Mikrobiologie, Molekularbiologe und
Synthesechemie bearbeitet werden konnen.
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Perlithiiertes und hyperlithiiertes Methan
Von Adaibert Maercker*

Als Schleyer, Pople et al.!!! 1983 aufgrund der Ergebnisse
von ab-initio-Rechnungen dem Hexalithiomethan (CLij) ei-
ne beachtliche Stabilitdt prophezeiten, hatte wohl niemand
erwartet, dafl der experimentelle Nachweis dieses hyperli-
thiierten Methans mit hexakoordiniertem Kohlenstoff schon
wenige Jahre spiter gelingen konnte. Dies ist jetzt H. Ku-
do'?! vom Japan Atomic Energy Research Institute ge-
gliickt! Da diese Rechnungen nur fiir diskrete Molekiile in
der Gasphase relevant sind, lag es nahe, zunichst massen-
spektrometrisch danach zu suchen. Es war ein langer, mit
vielen Riickschldgen gepflasterter Weg!® und noch im Janu-
ar 1990 war man weit vom Ziel entfernt. Die Methode der
Wahl war die Knudsen-Effusions-Massenspektrometrie, mit
der auch schon Li,O und Li;O™ gefunden wurden. Leider
wird nicht mitgeteilt™?), welche apparativen Anderungen ge-
geniiber frilher!® schlieBlich zum Erfolg gefiihrt haben.

Kristallines Dilithioacetylen (C,Li,) wurde in einer Knud-
sen-Zelle aus Molybdin mit einem Radiofrequenzgenerator
auf etwa 1000 K erhitzt und das dabei entstehende Gasge-
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misch durch eine 0.3 mm weite Offnung im Hochvakuum
(<107 % Pa) in ein Quadrupol-Massenspektrometer geleitet
[GL. (a)]. Neben CLi, und CLi,, die schon frithert®! — aller-
dings merkwiirdigerweise in umgekehrtem Intensititsver-
héltnis - nachgewiesen werden konnten, fand man nun erst-
malig Spuren von CLi,. Dies waren drei Signale im
Verhiltnis 0.1:0.5:1.0 bei m/z 52 ([*2C°®Li,’Li,]* und
[**C°®Li;y"Li,] "), m/z 53 ((**CPLi"Lis]* und [*3C®Li,"Li,]*)
sowie m/z 54 (['2C"Lis]™ und ['3CPLiLis)™).

C,Liy ~2K, Litg) + Liy(g) + CLiy®) + CLij®) + CLic®)  (a)

Diese Signale im zu erwartenden Intensitédtsverhiltnis tra-
ten weder im Untergrund auf, noch dann, wenn bei der Ioni-
sierung die Energie des ElektronenstoBes — optimal auf
13.0€V eingestellt — 9 eV unterschritt. Das Massenspek-
trum aus der Originalarbeit!® ist in Abbildung 1 gezeigt.

Waihrend die Existenz von CLi; damit gesichert sein diirf-
te, besteht iiber die Bindungsverhéltnisse unter den Theoreti-
kern noch keine einheitliche Meinung!!'% ¢, Schleyer
etal.' sowie Reed und Weinhold!®! bezweifeln, daB der
Kohlenstoff im engeren Sinne hypervalent ist und ordnen
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