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8-Carboxypropyltheophyllin, Theophyllin, Coffein, Theobromin, [8-
SH|Theophyllin (spezifische Aktivitit: 0.8 mCimol™!) und Diisopropylcar-
bodiimid (DIC) wurden von Sigma (St. Louis, MO, USA) bezogen.
Aminopropyl-derivatisiertes Kieselgel (7 um, 300 A, 0.7 mLg~!) stammte
von Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland) und hatte einen Gehalt an
Aminopropylgruppen von ca. 0.25 mmol pro g Kieselgel. Der Initiator fiir
die radikalische Polymerisation, 2,2'-Azobis(2,4-dimethylvaleronitril) war
von Wako Pure Chemicals Industries (Osaka, Japan). TFMAA und DVB
(technisch) mit 20% Ethylvinylbenzol waren von Aldrich (Steinheim,
Deutschland). DVB wurde kurz vor der Verwendung mit basischem
Aluminiumoxid (Merck) behandelt, um den Polymerisationsinhibitor zu
entfernen. TNBS (1-proz. Losung in DMF) und 2-Naphthylessigsdure
wurden bei Fluka (Buchs, Schweiz) gekauft.

Vorbereitung der Aminopropyl-derivatisierten Kieselgeloberfldchen fiir
das Priagen: A) Theophyllin-Kieselgel: 266 mg (1 mmol) 8-Carboxypropyl-
theophyllin und 450 pL (3 mmol) DIC wurden in 10 mL wasserfreiem
DMF/DCM (1:1, v/v) gelost. Dann wurde 1 g getrocknetes Aminopropyl-
derivatisiertes Kieselgel zugegeben, und die so erhaltene Suspension wurde
auf einem Schiitteltisch bei Raumtemperatur 18 h lang geschiittelt. Die
Kupplungsreaktion wurde so lange fortgesetzt, bis sowohl der Kaiser-! als
auch der TNBS-Testl! negativ verliefen, was ein Indiz dafiir ist, dass die
meisten Aminopropylgruppen auf der Kieselgeloberfliche mit dem
Templat reagiert hatten. Dann wurden 100 pL (1 mmol) Essigsdureanhy-
drid zugegeben und die Mischung weitere 2 h inkubiert, um eventuell noch
vorhandene freie Aminopropylgruppen zu acetylieren. Das derivatisierte
Kieselgel wurde dann auf einer G4-Glasfritte mit je 50 mL DMF, DCM und
Methanol gewaschen und 6 h lang bei 45°C und weitere 6 h im Vakuum
getrocknet. B) Acetyliertes Kontrollkieselgel: 1 g Aminopropyl-derivati-
siertes Kieselgel wurde mit Essigsdureanhydrid (1 mL, 10 mmol) im
Uberschuss acetyliert. Nach vollstiandiger Acetylierung aller freien Ami-
nopropylgruppen wurde das Kontrollkieselgel wie unter A) beschrieben
weiterbehandelt. C) Naphthalin-Kieselgel: Dieses weitere Kontrollkiesel-
gel wurde auf dieselbe Weise hergestellt wie das Theophyllin-Kieselgel
(A), statt 8-Carboxypropyltheophyllin wurde jedoch 2-Naphthyl-
essigsdure (186 mg, 1 mmol) verwendet.

Herstellung der Polymere: Eine Polymerisationsmischung aus 2.14 mL
(12 mmol) DVB, 336 mg (2.4 mmol) TFMAA und 20 mg 2,2"-Azobis(2,4-
dimethylvaleronitril) wurde hergestellt. Eine dem Porenvolumen des
Kieselgels (ca. 0.65 mLg™!) entsprechende Menge der Polymerisations-
mischung wurde zu einer bestimmten Menge Kieselgel (Theophyllin-
Kieselgel, Kontrollkieselgel oder Naphthalin-Kieselgel) gegeben und
vorsichtig verrithrt.''! Der Behilter wurde dann mit N, 2 min lang befiillt
und die Mischung iiber Nacht bei 45 °C polymerisiert. Nach vollstédndiger
Polymerisation (dies wurde durch die Polymerisation eines Aliquots der
Polymerisationsmischung ohne Kieselgel iiberpriift), wurde das Kieselgel-
Polymer-Komposit vorsichtig mit etwas Aceton in einem Morser zerrieben,
um eventuell vorhandene Partikelaggregate zu zerkleinern. Das Komposit
wurde dann in ein Plastikrohrchen mit Schraubverschluss gegeben, in 2 mL
Aceton suspendiert und im Eiswasserbad gekiihlt. Um das Kieselgelgeriist
des Komposits aufzulgsen, wurden 4 mL wissriger HF (40-proz.) portions-
weise unter Schiitteln zugegeben. Die Suspension wurde iiber Nacht auf
einem Schiitteltisch bei Raumtemperatur inkubiert. Das erhaltene Polymer
wurde ausgiebig auf einer G4-Glasfritte mit ca. 2 L 20-proz. Aceton (in
entionisiertem Wasser) gewaschen, bis das Waschwasser einen neutralen
pH-Wert hatte, dann folgte ein weiterer Waschschritt mit 0.25 L Methanol.
Die Polymerpartikel wurden 6 h in einem Trockenofen bei 45 °C und dann
im Vakuum weitere 6 h getrocknet.

Elementaranalyse: Die Elementaranalyse durch Verbrennen und Gas-
chromatographie wurde von der Firma MikroKemi AB (Uppsala, Schwe-
den) durchgefiihrt.

Bindungsanalysen mit radioaktiv markierten Liganden: Die Polymerparti-
kel wurden in Toluol suspendiert. Eine bestimmte Menge dieser Suspen-
sion und des radioaktiv markierten Liganden [*H]Theophyllin wurden in
1.5-mL-Testrohrchen aus Polypropylen gegeben. Bei kompetitiven Bin-
dungsanalysen wurden noch entsprechende Mengen einer Losung des
kompetitiven Liganden hinzugegeben. Die Proben wurden mit Toluol auf
1 mL aufgefiillt und bei Raumtemperatur auf einem Schiitteltisch 12 h
inkubiert. Die Polymerpartikel wurden durch Zentrifugieren abgetrennt,
und 500 uL des Uberstandes wurden zu 10 mL Szintillationsfliissigkeit
(Ecoscint O, National Diagnostics, Atlanta, GA, USA) gegeben. Die
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Radioaktivitat wurde durch Fliissigszintillationsmessung mit einem Rack-
beta-1219-Zihler (LKB Wallac, Turku, Finnland) bestimmt. Dieser Assay
wurde in einer fritheren Arbeit beschrieben.[']
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Die Acetogenine aus Annonaceae sind eine Naturstoff-
klasse mit interessanten Antitumor-, immunosuppressiven,
pestiziden und antimikrobiellen Eigenschaften.l Thr Wirk-
mechanismus beruht auf der Inhibierung von Komplex I
(NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase) der inneren Mitochon-
drienmembran.?! Mucocin®! und Squamocin D¥ sind zwei
repriasentative Annonin-Acetogenine, die deren charakteris-
tischen Struktureigenschaften aufzeigen: eine zentrale Ether-
einheit mit Tetrahydrofuran(THF)- und Tetrahydropy-
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ran(THP)-Ringen, flankiert von einer linken und einer
rechten Seitenkette. Die rechte Seitenkette trédgt endstidndig
eine Butenolideinheit. Durch die langen Alkylketten befin-
den sich zumindest Teile der Verbindungen im lipophilen
Innern der Mitochondrienmembran.P!

Man geht davon aus, dass die Annonin-Acetogenine auf
den letzten Elektroneniibertragungsschritt von Komplex I
zwischen dem Fe-S-Cluster N2 und der Ubichinonbindungs-
stelle einwirken.’)’. Die Butenolideinheit konnte an der
Ubichinonbindungsstelle von Komplex I binden. Das Reduk-
tionspotential eines a-Alkyl-a,f-ungesittigten Butyrolactons
(E§=-2.69V (irrev.), CH;CN, gegen gesittigte Kalomel-
elektrode (SCE)) ist deutlich negativer als das Reduktions-
potential einer Chinoneinheit (Ef' =—0.75V, Ef' =148V,
CH;CN, gegen SCE)." Eine Elektroneniibertragung vom Fe-
S-Cluster N2 auf das Butenolid ist demnach unwahrschein-
lich. Mit dem Ziel, den Wirkmechanismus der Annonin-
Acetogenine weiter aufzukldren und um Testsubstanzen fiir
Komplex I Studien bereitzustellen, entwarfen wir Chinomu-
cocin 1 und Chinosquamocin D 2. In diesen Verbindungen ist
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die Butenolideinheit von Mucocin und Squamocin D durch
den Chinonteil von Ubichinon ausgetauscht. Hier berichten
wir liber die erste Synthese dieser neuartigen Hybridverbin-
dungen und iiber deren Wechselwirkung mit Komplex I der
inneren Mitochondrienmembran.
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Die Synthesen von 1 und 2 bauen auf der modularen
Strategie, die fiir unsere Totalsynthesen von Mucocin!” und
Squamocin D¥! entwickelt wurden, auf. ortho-Lithiierung von
2,3,4,5-Tetramethoxytoluol 31 und Umsetzung mit Bernstein-
sdureanhydrid lieferten die Oxocarbonsdure 4 (Schema 1).
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Schema 1. a) nBuLi, TMEDA, n-Hexan, 0°C, 30 min, Bernsteinsiurean-
hydrid, THF, 2 h, 63 %; b) 1.) LiAlH,, THF, 3 h, 72%; 2.) Et;SiH, BF;-
OEt,, CH,Cl,, 12 h, 88%; 3.) (COCl),, DMSO, NEt;, CH,Cl,, —40°C,
2.5h,78%;c) 6, NaHMDS, THF, 0°C, 20 min; 5,0°C, 1 h, 87 %;d) 1.) Pt/C,
H,, EtOAc, 6 h, 97 %; 2.) nBu,NF, THF, 2.5 h, 95%; 3.) (COCl),, DMSO,
NEt;, CH,Cl,, —40°C, 1.5 h, 89 %; e) 1.) 9 (1.3 Aquiv.), fBuLi (2.4 Aquiv.),
Et,0, —105°C, 4min, MgBr,-OEt, (2.8 Aquiv.), —100—
—40°C(2h) — —78°C; 8 (1 Aquiv.), » —10°C, 2 h, 47 %, Diastereoselek-
tivitat 7:1, chromatographische Trennung der Epimere; 2.) HF, CH;CN/
CH,Cl,, 1 h, 90%; f) 2,6-Pyridindicarbonsidure, CAN, CH;CN/H,0, 0°C,
4 h, 68 %. TBDPS = tert-Butyldiphenylsilyl, TBDMS = tert-Butyldimethyl-
sily, TMEDA = Tetramethylethylendiamin, NaHMDS = Natriumhexa-
methyldisilazid, CAN = Cer(1v)-ammoniumnitrat.

Deren Reduktion mit LiAlIH, fiihrte zu einem Diol, dessen
benzylische Alkoholfunktion durch Reduktion mit Et;SiH/
BF; - OEt, entfernt wurde.'’”) Eine nachfolgende Swern-Oxi-
dation zum Aldehyd 5 und dessen Wittig-Reaktion mit dem
Phosphoniumsalz 6['!! lieferten das Olefin 7, welches in einer
Standardsequenz in den Aldehyd 8 iiberfiihrt wurde. Eine
chelatkontrollierte Addition der aus dem Todid 9U*" durch
Tod-Lithium-Austausch und Transmetallierung hergestellten
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Organomagnesiumverbindung an den Aldehyd 8 gab nach
Abspaltung der tert-Butyldimethylsilyl(TBDMS)-Schutz-
gruppen das Triol 10. Durch die Oxidation der Tetramethoxy-
tolyluntereinheit mit Cer(iv)-ammoniumnitrat (CAN)I'2 wur-
de daraus die Zielverbindung Chinomucocin 1 erhalten
(Tabelle 1).

Tabelle 1. Ausgewdhlte analytische und spektroskopische Daten von 1 und
2.

1: [a])B = —20.5 (c=0.044 in CH,CL); '"H-NMR (300 MHz, CDCl,): 6 =
0.85 (t, J=6.4 Hz, 3H, 34-H;), 1.13-1.88 (m, 42H, Alkyl), 1.89-2.14 (m,
3H, 13, 14, 22-Hy), 1.99 (s, 3H, 35-Me), 2.42 (t, /= 6.8 Hz, 2H, 3-H,), 2.69
(br. s, 1H, OH), 2.82 (br. s, 1 H, OH), 3.02 (dt, /=88, 2.2 Hz, 1 H, 24-H),
3.08-3.18 (m, 1H, 20-H), 3.18-3.32 (m, 1 H, 23-H), 3.34-3.52 (m, 2H, 16,
19-H), 3.71-3.90 (m, 2H, 12, 15-H), 3.96 (s, 6 H, 37, 38-OMe); *C-NMR
(75 MHz, CDCL): 6 =11.9 (35-Me), 14.1 (C-34), 22.7,25.5, 26.2, 26.4, 26.9,
28.3,28.3,28.7, 28.7, 29.3, 29.4, 29.4, 29.5, 29.6, 29.7, 29.7, 29.8, 31.9, 32.0,
32.4,32.6,35.6, (C-3, C-4 bis C-11, C-13, C-14, C-17, C-18, C-21, C-22, C-25
bis C-33), 61.1 (37, 38-OMe), 70.6 (C-23), 73.5 (C-19), 73.8 (C-16), 79.3 (C-
12), 80.1 (C-20), 81.9 (C-15), 82.0 (C-24), 138.6, 143.1, 1443 (C-2, C-35,
C-37, C-38), 184.2, 184.7 (C-1, C-36); HR-MS (EI): ber. fiir C,;H, 0, ([M +
2H]*): 708.5176, gef. 708.5166

2: 0] = +3.1 (¢=0.13 in CHCl,); 'H-NMR (300 MHz, CDCL): 6 =0.86
(t, J=6.6 Hz, 3H, 34-H,), 1.20-1.67 (m, 42H, 4-CH, bis 14-H,, 17-H’, 18-
H', 21-H', 22-H', 25-H, bis 27-H,, 29-H, bis 33-H,), 1.89-2.10 (m, 4H, 17-
H",18-H”,21-H", 22-H"),1.99 (s, 3H, 39-H,), 2.42 (t, ] = 6.4 Hz, 2H, 3-H,),
3.37-3.53 (m, 2H, 15-H, 24-H), iiberlappt mit 3.53-3.62 (m, 1H, 28-H),
3.84-398 (m, 10H, 16-H, 19-H, 20-H, 23-H, 2 x OCH;); “C-NMR
(75 MHz, CDCl,): 6 =11.9 (39-Me), 14.1 (C-34), 21.4 (C-26), 22.6 (C-33),
25.4,25.7,26.4, 28.67, 2874, 29.4,29.5,29.6, 29.7, 29.9, 31.9 (C-3 bis C-13,
C-17, C-18, C-21, C-22, C-30 bis C-32), 32.6 (C-25), 33.1 (C-14), 36.8, 37.7
(C-27, C-29), 61.2 (OCH,), 71.7 (C-28), 74.4, 74.7 (C-15, C-24), 81.7, 81.8,
82.9, 83.0 (C-16, C-19, C-20, C-23), 138.7, 143.1, 1442 (C-2, C-35, C-37,
C-38), 184.2, 184.7 (C-1, C-36); HR-MS: (EI): ber.: 708.5176 ([M + 2H]*),
gef.: 7085177

Ausgangspunkt fiir die Synthese von Chinosquamocin D 2
war der Aldehyd 11 (Schema 2). Die Umsetzung mit der
lithiierten Verbindung 3 lieferte den Alkohol 12, der in das
Todid 13 tiberfiihrt wurde. Ein Iod-Metall-Austausch und die
nachfolgende Addition an den Aldehyd 14 gaben nach
Oxidation, L-Selectride-Reduktion und Entfernung der
TBDMS-Gruppen das Triol 15. Eine CAN-Oxidation von 15
fithrte schlieBlich zur Zielverbindung 2 (Tabelle 1).

Die inhibierende Wirkung der Syntheseprodukte 1, 2, 10
und 15 wurde an Komplex I (Rinderherzmitochondrien)
getestet (Tabelle 2).41% Der bekannte starke Inhibitor Ro-
tenon (IC5,=1.0nM) wurde als Referenzsubstanz verwen-
det.”l Chinomucocin 1 (ICs,=3.6 nM) erwies sich als um den
Faktor 10 wirksamer als Mucocin (ICs, =33 nm). Dagegen war
der Hydrochinomucocindimethylether 10 ein schwicherer
Inhibitor als der Naturstoff. Chinosquamocin D 2 und sein
Hydrochinondimethylether 15 erzielten ebenfalls Aktivitdten
im nanomolaren Bereich (ICs, = 1.7 bzw. 4.7 nm). Demzufolge
sind die Hybridnaturstoffe 1 und 2 sehr starke Inhibitoren von
Komplex I der Mitochondrienmembran. Die strukturelle
Ahnlichkeit von Butenolid- und Chinoneinheit fithrte zu der
Annahme, dass die beiden Gruppen auf dhnliche Weise mit
der Ubichinonbindungstelle von Komplex I wechselwirken
und frithere Studien postulierten, dass die Annonin-Aceto-
genine kompetetive Inhibitoren an der Ubichinonbindungs-
stelle von Komplex I sind.) Unsere Ergebnisse stiitzen diese

Angew. Chem. 2000, 112, Nr. 12

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

OMe
MeO OMe
o a
—_—
Tro/(\)/\f + 3 Tro OMe
9 9 OH
11 12
l b
OMe
H MeO OMe
ey~ A A
e Ee) o) o
TBDMSO TBODMSO H~"H H ™ H | A Me
14 13
I ¢ I
l OMe
OMe
H13Ce OMe

HO HO HOH HOH OH

d
15 —» 2

Schema 2. a) nBuLi, TMEDA, n-Hexan, 0°C, 2.5h, 54%; b) 1.) Et;SiH,
BF;-Et,0, CH,Cl,, —78 —20°C, 14h, 81%; 2.)1,, PPh;, Imidazol,
CH,Cl,, 0°C, 4h, 65%; c)1.)13, BuLi, MgBr,-Et,0, Et,0, —100 —
—40 — —78°C, 14, —78 —0°C, 3.5h, 52%; 2.) (COCl),, DMSO, NEt;,
CH,Cl,, —60 — —40°C, 1.5h, 96%; 3.)L-Selectride, THF, —100 —
—70°C, 1.5h, 99%, Diastereoselektivitit 88:12, chromatographische
Trennung der Epimere; 4.) 5% HF in CH;CN, THF, 20°C, 1.5h, 77%;
d) CAN, 2,6-Pyridindicarbonsidure, 0°C, 4 h, 70 %. Tr = Triphenylmethyl.

Tabelle 2. Inhibierung von Komplex I durch Annonin-Acetogenine und
synthetische Analoga.

Verbindung 1C5, 1C, 1Cs, !

[nMm] [pmol pro [umol pro
mg Protein] mg Protein]

Mucocin 34 45 333

1 3.6 4.9

10 123 163

Squamocin D - - 8.7

Squamocin A 1.0 1.3

2 1.7 23

15 4.7 6.2

Rotenon 1 1.3

[a] Die Rinderherzmitochondrien wurden wie in Lit. [15] beschrieben
prapariert. Gemessen wurde die Inhibierung der Sauerstoffaufnahme.
Verwendet wurde eine Sauerstoffelektrode nach Clark (100 mm Natrium-
phosphat (pH=7.4), 1mm N,NN N'-Ethylendiamintetraessigsidure
(EDTA), 1 mm MgCl,, 0.5 mg Protein pro mL).['] [b] Daten aus Lit. [14],

Hypothese. Da die IC5-Werte von 2 und 15 in derselben
GroBlenordnung liegen, ist aber auch ein Beitrag anderer
Strukturelemente moglich. Es ist bekannt, dass die Ubichi-
nonbindungsstelle im Komplex I recht grof ist, und so
moglicherweise von beiden Acetogenin-Untereinheiten,
dem Butenolid- und dem THF/THP-Teil, besetzt werden
konnte.[142]

Die Hybridnaturstoffe vom Typ 1 und 2 sollten geeignete
Testsubstanzen fiir weitere Untersuchungen der Ubichinon-
bindungsstelle am Komplex I sein. Insbesondere eine ge-
nauere Betrachtung der Redoxeigenschaften des Systems
Komplex I/Chinon-Annonin-Acetogenin erscheint vielver-
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sprechend. Die hier vorgestellte neue modulare Synthese-
strategie eroffnet einen effizienten Zugang zu Chinon-An-
nonin-Acetogeninen mit verschiedenen Chinoneinheiten und
unterschiedlichen Redoxeigenschaften.
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Synthese von Trioxan mit Heteropolysauren als
Katalysatoren

Junzo Masamoto,* Katsuhiko Hamanaka,
Kohichi Yoshida, Hajime Nagahara, Kenji Kagawa,
Toshiyuki Iwaisako und Hajime Komaki

Als Acetalharze werden die Polymere und Copolymere von
Formaldehyd mit hohen Molekulargewichten bezeichnet.
Erstmals 1960 von DuPont als Homopolymere in den Handel
gebracht, haben sich Acetalharze zu thermoplastischen Kon-
struktionswerkstoffen entwickelt, die breite Anwendung in
Bereichen gefunden haben, in denen frither Metalle ein-
gesetzt wurden.l'l Bald danach entwickelten Forscher der
Celanese ein Acetalharz, das durch Copolymerisation von
Trioxan und cyclischen Ethern wie Ethylenoxid entstand.?!
Seit 1962 wird dieses Acetalcopolymer industriell hergestellt.
Danach wuchs die Produktion von Acetalharzen weltweit
schnell an.

Bis 1971 waren DuPont und Celanese (entweder allein oder
in Kooperationen mit anderen Firmen) die einzigen Herstel-
ler von Acetalharzen. Im Jahr 1972 begann auch Asahi
Chemical mit der Herstellung von Acetalhomopolymeren,
und zwar mit der weltweit dritten Variante der Polyacetal-
Technik.P! Seit 1985 produziert die Firma auch Acetalcopo-
lymere industriell. Derzeit betrigt der weltweite Bedarf an
Acetalharz etwa 400000 t pro Jahr.

Das grofite Problem bei der Herstellung von Acetalharzen
ist der Energieverbrauch, wobei der Monomerprozess am
starksten ins Gewicht fillt. So erfordert bei der Produktion
des Acetalcopolymers die Herstellung des monomeren Tri-
oxans aus wissrigem Formaldehyd eine betrédchtliche Ener-
giemenge. Im industriell durchgefiihrten Prozess wird Trioxan
durch das Erhitzen wéssrigen Formaldehyds in Gegenwart
eines sauren Katalysators wie Schwefelsdure erzeugt

[GL (1)].

N

3CH0 L* 1 j (1

O

Trotz seiner geringen Gleichgewichtskonzentration in der
Reaktionsmischung kann Trioxan in einem Destillationsturm
als Destillat aus der Reaktionsmischung entfernt werden,’! da
das Dampf-Fliissigkeits-Gleichgewicht zwischen Trioxan und
wissrigem Formaldehyd so liegt, dass die Fliichtigkeit von
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