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Ged�chnissteigerung sowie verbessertes Lernen durch Ein-
nahme von chemischen Verbindungen – Gehirndoping –
stellen eine große Kontroverse in der heutigen (Leistungs)-
Gesellschaft dar.[1–3] Der Gebrauch von Medikamenten, um
die intellektuelle Leistungsf�higkeit zu steigern, wird dabei
intensiv diskutiert.[1, 3] Dieser medikamentçse Ansatz sollte
jedoch ebenfalls den Verlauf neurodegenerativer Krankhei-
ten wie Alzheimer oder Parkinson mildern und bei deren
Aufkl�rung helfen.[2] F�r beide Aspekte bieten traditionelle
Heilpflanzen, vor allem betreffend der Identifizierung und
Synthese biologisch wirksamer Leitstrukturen, wertvolle
Naturstoffressourcen.[4] Withania somnifera („Ashwagandha“
in Ayurveda, Winterkirsche oder auch Indischer Ginseng)
wird in der indischen Medizin als eine wichtige Heilpflanze
angesehen und bei zahlreichen Erkrankungen verabreicht,
sowie auch als „Anti-Aging“-Mittel, um das biologische
Altern hinauszuzçgern.[5] Molekularpharmakologische Stu-
dien verbinden mit einigen dieser biologischen Aktivit�ten
bestimmte Sekund�rmetaboliten in der Pflanze. Insbesondere
Withanolid A (1) zeigt starke neuropharmakologische Akti-
vit�ten im Hinblick auf die Beg�nstigung von Neuriten-
wachstum, Eind�mmung von Neuritenschwund und Fçrde-
rung der Synapsenbildung.[6] Diese außergewçhnlichen Ei-
genschaften wurden durch eine k�rzlich erschienene Studie
zur Wirkung von 1 in der Regulierung verschiedener Sekre-
tasen hinsichtlich neurodegenerativer Krankheiten erwei-
tert.[7] So zeigten Chan und Mitarbeiter, dass 1 in prim�ren
kortikalen Nervenzellen von Ratten die Aktivit�t von
BACE1 absenkt und von ADAM10 erhçht.[7] Diese beiden
Berichte bilden eine fundierte pharmakologische Grundlage

f�r weitere Untersuchungen von 1, f�r das bislang keine
Synthese ausgehend von leicht erh�ltlichen Steroidvorl�ufern
bekannt war.[8]

Hier beschreiben wir die erste Totalsynthese von With-
anolid A (1) aus Pregnenolon mit einer vinylogen Aldolre-

aktion mit anschließender Lactonisierung, einer En-Reaktion
mit Singulett-O2 und einer Wharton-Carbonylumlagerung als
Schl�sselschritte. Nach dieser erfolgreichen Synthese konn-
ten wir die neuritogenen Eigenschaften von 1 und seinen
Derivaten vertieft evaluieren und den Wirkmechanismus in
einer Reihe von Sekretase-Enzymassays untersuchen.

Das Steroid 1 tr�gt sowohl in Ring A und B als auch in der
zum Lacton kondensierten Seitenkette Funktionalit�ten, die
bei der Ausarbeitung der Synthesestrategie ber�cksichtigt
werden m�ssen. Hervorzuheben sind hierbei das Oxida-
tionsmuster an C5–C7 sowie die terti�re Hydroxygruppe an
C20, kombiniert mit dem benachbarten Dihydropyron, die zu
Beginn als zentrale Herausforderungen der Synthese galten.
W�hrend semisynthetischer Versuche an isoliertem With-
anolid A wurde jedoch deutlich, dass sowohl das Hydroxy-
epoxid im B-Ring als auch das Lacton unter einer Reihe
verschiedener Reaktionsbedingungen weitaus stabiler als er-
wartet waren. Nach intensivem Experimentieren am Natur-
stoff und an einfacheren Modellsystemen erkannten wir, dass
die chemisch labilste funktionelle Gruppe das a,b-unges�t-
tigte Keton im A-Ring ist. Auf der Grundlage dieses ver-
besserten Verst�ndnisses des Reaktivit�tsmusters von 1 und
unter Ber�cksichtigung der damit antizipierten Schwierig-
keiten planten wir, Schutzgruppenmanipulationen gegen
Ende der Synthese zu vermeiden. Daher entschieden wir uns,
zun�chst die Dihydrocarbinol-Gruppe stereoselektiv einzu-
f�hren, dann den B-Ring zu oxidieren und schließlich das a,b-
unges�ttigte Keton zu installieren.

Die Synthese von 1 begann mit der TBS-Sch�tzung der
freien Hydroxygruppe von Pregnenolon, woraufhin die Ke-
togruppe an C17 durch eine Corey-Seebach-Umpolung[9] zum
Dithian 2 verl�ngert werden konnte (82 % Ausbeute �ber 2
Schritte; Schema 1). Die oxidative Spaltung des 1,3-Dithians

[*] Dr. C. K. Jana, J. Hoecker, Dr. H. J. Jessen, Prof. Dr. K. Gademann
Departement Chemie, Universit�t Basel
St. Johanns-Ring 19, 4056 Basel (Schweiz)
E-Mail : karl.gademann@unibas.ch
Homepage: http://www.chemie.unibas.ch/~gademann

Dr. T. M. Woods
Department f�r Chemie, The University of Auckland
23 Symonds Street, Auckland (Neuseeland)

M. Neuburger
Labor f�r chemische Kristallographie, Universit�t Basel
St. Johanns-Ring 19, 4056 Basel (Schweiz)

[**] K.G. ist ein European Young Investigator (EURYI). Wir danken Dr.
Solange Meyer, Actelion Pharmaceuticals Ltd, f�r die Durchf�hrung
enzymatischer Untersuchungen zur Sekretase-Inhibierung. Ferner
mçchten wir dem Schweizer Nationalfonds (PE002-117136/1) und
der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Project JE 572/1-1) f�r die
Fçrderung danken.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201101869 zu finden.

Angewandte
Chemie

8557Angew. Chem. 2011, 123, 8557 –8561 � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

http://dx.doi.org/10.1002/ange.201101869


mit N-Chlorsuccinimid ergab den gew�nschten C22-Hydro-
xyaldehyd, dessen terti�re C20-OH-Gruppe als MOM-Ether
(94 %) gesch�tzt wurde. Nach einer von Ikekawa[8d] entwi-
ckelten Methode reagierte der erhaltene Aldehyd mit dem
vinylogen Lithiumenolat aus Ethyl-2,3-dimethylbut-2-
enoat[10] und LiHMDS in einer stereoselektiven vinylogen
Aldolreaktion zu dem Lacton 4, das in sehr guter Ausbeute
und Stereoselektivit�t gebildet wurde (87 %, d.r. = 93:7). Die
Konfigurationen von C20 mit der terti�ren Hydroxygruppe
und des neu entstandenen stereogenen Zentrums wurden
durch Kristallstrukturanalyse des entsch�tzten Steroids 5
(Abbildung 1) einwandfrei best�tigt.

Daraufhin planten wir den Aufbau des B-Rings von 1
durch sequenzielle Oxidationen. Die Schwierigkeit der re-
gioselektiven Installation des Epoxyalkohols bestand darin,
diese aus der Olefinvorstufe 4 in Gegenwart eines unges�t-
tigten Lactons im E-Ring durchzuf�hren. Nach verschiede-
nen erfolglosen Versuchen identifizierten wir die durch Sin-
gulett-Sauerstoff ausgelçste photooxidative Doppelbin-
dungsverschiebung als eine direkte Methode[11] zur Synthese
des terti�ren Allylalkohols 6. Demzufolge wurde das Olefin 4
in einer Sauerstoffatmosph�re in Gegenwart von meso-Te-
traphenylporphyrin als Sensibilisator mit einer Natrium-
Dampflampe bestrahlt und in situ erzeugtem 1O2 ausgesetzt,

um nach Reduktion des Peroxids mit Triphenylphosphan den
Alkohol 6 in guter Ausbeute zu erhalten. meta-Chlorper-

Schema 1. Totalsynthese von Withanolid A (1): a) TBSCl, Imd, THF, RT, 98%; b) Dithian, BuLi, THF, �78 8C bis RT, 84 %; c) NCS, CH2Cl2, RT,
73%; d) MOMCl, NaI, DIPEA, DME, R�ckfluss, 94 %; e) Ethyl-2,3-dimethylbut-2-enoat, LiHMDS, THF/DMPU, �78 8C bis RT, 87% (93:7); f) HCl,
THF/H2O, RT, 87%; g) O2, TPP, Na-Dampflampe, Pyridin, PPh3, RT, 61%; h) 3-Chlorperbenzoes�ure, CH2Cl2, 0 8C bis RT, 96 % (96:4); i) HCl,
THF/H2O, RT, 80%; j) TPAP, NMO, CH2Cl2, RT, 95%; k) IBX, MPO, DMSO, 40 8C, 81%; l) H2O2, Triton B, THF, 0 8C, 60 %; m) N2H5Cl, Et3N, 0 8C
bis RT, 62 %; n) PDC, CH2Cl2, RT, 80%. TBSCl= tert-Butyldimethylsilylchlorid, NCS = N-Chlorsuccinimid, MOMCl= (Chlormethyl)methylether,
DIPEA = Diisopropylethylamin, LiHMDS= Lithiumhexamethyldisilazid, DMPU = N,N’-Dimethylpropylenharnstoff, TPP = meso-Tetraphenylporphy-
rin, TPAP= Tetrapropylammoniumperruthenat, NMO=N-Methylmorpholin-N-oxid, IBX = 2-Iodoxybenzoes�ure, MPO = 4-Methoxypyridine-N-oxid,
Triton B = Benzyltrimethylammoniumhydroxid.

Abbildung 1. Strukturen von 5, 7 und 10 im Festkçrper.[19]
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benzoes�ure lieferte schließlich durch Koordination an die
freie Hydroxygruppe stereoselektiv das gew�nschte Epoxid,
das durch Salzs�ure entsch�tzt wurde, in exzellenten Aus-
beuten. Die Konfiguration des freien Triols 7 konnte ebenfalls
durch eine Kristallstukturanalyse verifiziert werden (Abbil-
dung 1).

Nachdem sowohl der B-Ring als auch der Dihydropy-
roncarbinol-Teil nachgewiesenermaßen korrekt funktionali-
siert worden waren, bestand nun die Aufgabe darin, einen
synthetischen Zugang zum A-Ring zu finden, der ohne
Schutzgruppenoperationen auskommt, um, wie bei Vorun-
tersuchungen zum Reaktivit�tsmuster dieser Verbindungen
gezeigt, unerw�nschte Nebenreaktionen zu vermeiden.
Hierbei musste das Triol 7 mit seinen beiden terti�ren Al-
koholfunktionen in das Enon 1 umgewandelt werden. Die
Oxidation der sekund�ren Alkoholfunktion von 7 mit Tetra-
propylammoniumperruthenat (TPAP) und N-Methylmor-
pholin-N-oxid (NMO) lieferte das entsprechende Keton, das
durch 2-Iodoxybenzoes�ure (IBX) weiter zu dem Enon 8
oxidiert wurde (81 % Ausbeute). Die hier angewendeten
Bedingungen wurden zuerst von Nicolaou, Montagnon und
Baran beschrieben.[12] Andere Oxidationsmethoden wie die
Saegusa-Reaktion ergaben schlechtere Ausbeuten, und DDQ
resultierte nur in der Zersetzung der Ausgangsverbindung.
Das unges�ttigte Keton 8 wurde mit Wasserstoffperoxid und
in Gegenwart von Triton B[13] in 60 % Ausbeute zu 9 epoxi-
diert. Ausgehend von diesem Intermediat folgte der letzte
Schl�sselschritt der Synthese: eine Wharton-Carbonylumla-
gerung.[14] So gab 9 in Gegenwart von Hydrazin-Hydrochlorid
und einer Base bei Raumtemperatur den umgelagerten Al-
lylalkohol, dessen Umsetzung mit Pyrdiniumdichromat syn-
thetisches 1 in guter Ausbeute lieferte. Die analytischen
Daten (1H- und 13C-NMR, MS, UV, Schmelzpunkte, HPLC-
Analyse) f�r synthetisches Withanolid A (1) stimmten voll-
st�ndig mit den Daten des isolierten Naturstoffs �berein.[15]

Zus�tzlich wurde die Identit�t der nat�rlichen und syntheti-
schen Probe durch Mischexperimente sowohl mit NMR-
spektroskopischer als auch mit HPLC-Analyse best�tigt.

Derivate von 1 konnten entweder durch Semisynthese des
Naturstoffs (extrahiert und gereinigt aus getrockneten Wur-
zeln von Withania somnifera)[15, 6a] oder durch Modifizieren
von Syntheseintermediaten erzeugt werden (Schema 2). Die
Herausforderung von semisynthetischen Untersuchungen an
1 liegt insbesondere in der hohen Reaktivit�t des A-Rings, die
unter verschiedenen Bedingungen zur Zersetzung und zu
ungewollten Nebenreaktionen f�hrt, wie auch in der be-
grenzten Verf�gbarkeit und geringen Lçslichkeit des Natur-
stoffs. Nach einer betr�chtlichen Zahl von Versuchen gelang
es uns, das a,b-unges�ttigte Keton regioselektiv unter Luche-
Bedingungen[16] in den Allylalkohol 10 zu �berf�hren und die
Konfiguration durch eine Kristallstrukturanalyse aufzukl�ren
(Abbildung 2). Dabei stellte sich interessanterweise heraus,
dass das stereogene Zentrum an C1 die gleiche Konfiguration
hat wie in Verbindung 9 nach der Wharton-Umlagerung. Eine
Acetylierung von 5 unter Standardbedingungen f�hrte zu
dem gesch�tzten Lacton 11, was die mçgliche Funktionali-
sierung des sekund�ren Alkohols demonstriert.

Withanolid A (1) wurde bez�glich seiner neuritogenen
Eigenschaften in menschlichen SH-SY5Y-Neuroblastomzel-

len nach literaturbekannten Bedingungen untersucht.[6a,17]

Die Zellen wurden dazu in 24er-Mikrotiterplatten in MEM
(„minimal essential medium“), erg�nzt mit 5% fçtalem
Rinderserum (FBS), in Gegenwart der betreffenden Verbin-
dung (1 mm, 0.1% DMSO) inkubiert. Nach sechs Tagen
wurden die Zellen unter dem Phasenkontrastmikroskop un-
tersucht, wobei Zellen, die Neuriten mit 50 mm Mindestl�nge
gebildet hatten, als positiv gez�hlt wurden. Zur Kontrolle
wurden Zellen mit reinem Lçsungsmittel (DMSO 0.1%,
Negativkontrolle) und all-trans-Retins�ure[18] (1 mm, Positiv-
kontrolle) inkubiert. Bilder wurden von sechs zuf�llig aus-
gew�hlten Bereichen jeder Vertiefung der Titerplatte aufge-
nommen und auf gebildete Neuronen untersucht. Alle Ver-
suche wurden dreifach und mit je �ber 300 ausgez�hlten
Zellen durchgef�hrt, wobei Fehlerbalken als Standardfehler
angegeben sind. Um f�r Withanolid A noch verl�sslichere
Daten zu erhalten, wurden �ber 1500 Zellen bewertet (n =

18–21). Es gelang uns, die von Tohda et al.[6a,17] publizierten
Resultate (DMSO-Kontrolle 12 % differenzierte Zellen;
Withanolid A 22%) unter den von ihnen verwendeten Be-
dingungen zu reproduzieren.

Bei Untersuchungen der gleichen Verbindungen in ge-
br�uchlicheren, Kollagen-beschichteten Titerplatten – um die

Schema 2. Synthese von A-Ring-modifizierten Derivaten.

Abbildung 2. Durch Withanolid A (1) induziertes Neuritenwachstum in
menschlichen SH-SY5Y-Zellen in MEM und DMEM mit Negativ-
(DMSO) und Positivkontrollen (Retins�ure). Fehlerbalken entsprechen
Standardfehlern. Repr�sentative Aufnahmen des Phasenkontrastmikro-
skops sind in den Hintergrundinformationen enthalten. F�r MEM sind
die induzierten Ph�notypen von nat�rlichem und synthetischem With-
anolid A konsistent.
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Adh�sion der Nervenzellen auf der Oberfl�che zu verbessern
– konnten wir aber interessanterweise eine neue Tendenz
beobachten. Zellen in der Negativkontrolle (0.1% DMSO)
unterschieden sich bez�glich des Ph�notyps deutlich von mit
Withanolid A oder Retins�ure behandelten Zellen (Abbil-
dung 2). Im ersten Fall konnten wir fast ausschließlich starke
Zellaggregate und kaum isolierte Zellen identifizieren. Mit
Withanolid A behandelte Zellen bildeten kaum solche Ag-
gregate und wiesen eine grçßere Zahl entwicklungsf�higer
Zellen auf, die h�ufig differenziert schienen. Synthetischer
und isolierter Naturstoff f�hrten zum gleichen Ph�notyp.
Schließlich konnte in Zellen, die mit Retins�ure behandelt
wurden, die Aggregatbildung komplett unterdr�ckt und
vollst�ndige Zelldifferenzierung beobachtet werden.

In einer zweiten Studie wurden die Zellen in DMEM
(Dulbeccos modifiziertes Eagles-Medium; 10 % FBS, Anti-
biotika; hçherer N�hrstoffanteil im Medium) auf Kollagen-
beschichteten Vertiefungen mit den Verbindungen inkubiert.
In diesem Fall wurde der große Unterschied differenzierter
Zellen f�r Negativkontrolle und Withanolid A in MEM (14%
bzw. 46%) auf einen nichtsignifikanten Unterschied (28%
bzw. 32%) reduziert. In Gegenwart von DMEM scheinen
isolierte nichtdifferenzierte Zellen �berlebensf�higer zu sein,
was den beobachteten erhçhten Wert der Negativkontrolle
erkl�ren w�rde. Diese Experimente lassen darauf schließen,
dass der in SY5Y erkannte neuronale Ph�notyp stark vom
verwendeten Medium (MEM oder DMEM) und der Ober-
fl�chenbeschaffenheit der Vertiefungen abh�ngt. K�rzlich
wurde auch eine Neubewertung der neuroaktiven Eigen-
schaften in kortikalen Rattenneuronen vorgeschlagen.[7]

Weitere Studien sollen nun kl�ren, ob Withanolid A wirklich
�ber einen generell neuritogenen Effekt verf�gt.

Bez�glich des Wirkmechanismus von Withanolid A (1)
berichteten Chan und Mitarbeiter[7] k�rzlich, dass das Stero-
idlacton mehrere f�r neurodegenerative Krankheiten ur-
s�chliche Sekretasen regulieren kçnne. Dar�ber hinaus
deutet ihre computergest�tzte Docking-Studie f�r 1 in ver-
schiedenen Sekretase-Bindungstaschen auf eine mçgliche
Inhibierung von Beta-Sekretase 1 (BACE1) hin.[7] Wir haben
in Enzym-Experimenten die Bindungsaffinit�ten von 1 ge-
gen�ber neurodegenerativ relevanten Proteasen untersucht
(Tabelle 1); jedoch waren sowohl 1 als auch die Derivate 5
und 11 bis zu einer Konzentration von 100 mm inaktiv. Nur
sehr schwache Aktivit�t gegen�ber Plasmepsin I (f�r 5) und
Plasmepsin I, II und IV (f�r 11) konnten dabei gemessen
werden. W�hrend es mçglich bleibt, dass 1 die Expression von
BACE1 beeinflussen kann, wie von Chan et al. demon-
striert,[7] ist eine direkte Wechselwirkung von 1 mit BACE1
wie beschrieben[7] nach den hier erhaltenen Resultaten eher
unwahrscheinlich.

Zusammenfassend berichteten wir hier �ber die erste er-
folgreiche Totalsynthese des pharmakologisch interessanten
Steroidlactons Withanolid A (1) aus einer kommerziell er-
h�ltlichen Vorstufe und die Untersuchung seiner neuritoge-
nen Eigenschaften sowie seines Wirkmechanismus bez�glich
relevanter Sekretasen. Interessante Merkmale der Synthese
sind: 1) eine hoch regio- und diastereoselektive durch Sin-
gulett-Sauerstoff vermittelte photooxidative Doppelbin-
dungsverschiebung, 2) eine Strategie mit minimalem Einsatz
von Schutzgruppen, die das Reaktivit�tsmuster des Natur-
stoffs ber�cksichtigt, und (3) eine Wharton-Umlagerung zur
Funktionalisierung des A-Rings. Zus�tzliche biologische
Studien des Neuritenwachstums in menschlichen SH-SY5Y-
Zellen demonstrieren die Abh�ngigkeit der neuritogenen
Eigenschaften von Parametern wie N�hrmedium und Ober-
fl�chenbeschaffenheit der Titerplatten. Den Wirkmechanis-
mus betreffend, ist eine direkte Bindung von Withanolid A
(1) an Sekretasen – wie zuvor angenommen[7] – unwahr-
scheinlich, wie in Enzym-Assays gezeigt wurde. Diese Er-
gebnisse zur Synthese, Derivatisierung und neuritogenen
Aktivit�t ebnen den Weg f�r vertiefende Studien zum Wirk-
mechanismus von 1, die zurzeit in unseren Laboratorien
durchgef�hrt werden.

Eingegangen am 16. M�rz 2011,
ver�nderte Fassung am 1. Mai 2011
Online verçffentlicht am 15. Juli 2011
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