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Einleitung

Seit mehreren Jahrtausenden nutzt der Mensch das scheinbar unerschopfliche Potenzial von
Naturstoffen. Bereits 1600 v. Chr. wurden im Papyrus Ebers die Zubereitung von pflanzenbasierten
Heilmitteln beschrieben. Es wurden Naturstoffe als bspw. Tees, Salben oder Pillen verarbeitet und zur
Bekampfung von Infektionen, Entziindungen und Schmerzen eingesetzt (Abbildung 01).1!
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Abbildung 01. Auswahl an bioaktiven Naturstoffen mit dem Antimalariamittel Chinin (01), dem Schmerzmittel
Morphin (02) und dem entziindungshemmenden Curcumin (03).

Dies ist nicht verwunderlich, denn Naturstoffe als Sekundarmetabolite von Organismen sind durch
evolutiondre Prozesse gebildet und optimiert worden, um ihren Produzenten Uberlebensvorteile zu
verschaffen, indem sie beispielsweise eine bessere Anpassung an gegebene Umweltbedingungen
ermdglichen oder als Abwehrsubstanz Schutz vor anderen Organismen bieten.!?! |hre Bedeutung fiir
die moderne Wirkstoffentwicklung wird deutlich, wenn man die Herkunft der neu zugelassenen
Medikamente von 1981 bis September 2019 betrachtet. Naturstoffe und von ihnen abstammende
Substanzen stellten in diesem Zeitraum 24% der neuen Medikamente dar.®! Insbesondere mit den
technologischen Fortschritten im Bereich der Biochemie und Biotechnologie kdnnen bisher
unbekannte bioaktive Molekilstrukturen entdeckt werden. Durch die immer leichter verfiigbar
werdenden Moglichkeiten, mikrobiologisches Erbgut zu sequenzieren und bioinformatisch zu
analysieren, kdnnen umfassende Genom-Datenbanken erstellt werden. In Kombination mit der
Entwicklung von effizienteren Klonierungs-, Expressions- und Kultivierungsmethoden ist es maoglich,
bisher nicht erschlossene Biosynthesegencluster homolog- als auch heterolog zu exprimieren. Dieses
als Genom-Mining bezeichnete Vorgehen ermdoglicht ein gezieltes Suchen sowie Produzieren von
neuen, vielversprechenden und unbekannten Naturstoffen. Eine von pharmazeutischen Firmen
angewandte Methode zur Entdeckung von neuen Leitstrukturen in der Wirkstoffentwicklung ist die
Verwendung von Naturstoffextrakten mit unbekannter Zusammensetzung in zielbasierten
Hochdurchsatzscreenings (HTS). ™ Im Falle eines Treffers muss die bioaktive Komponente des Extrakts
isoliert, charakterisiert, unter Umstanden derivatisiert und eine Produktion im industriellen Mal3stab
konzipiert werden.!®”! Insbesondere in der chemischen Totalsynthese von Naturstoffen und von ihnen
abstammenden Derivaten kann die Kontrolle von Stereochemie und der Aufbau von komplexen
Molekiilstrukturen ein kostenintensiver und langwieriger Prozess sein. Hier kénnten Enzyme und das
Wissen Uber biokatalytische Prozesse entscheidende Hilfestellungen in der Bewaltigung von
synthetischen Schliisselschritten bieten. Eine Vielzahl solcher chemo-enzymatischen Synthesen sind
bereits in der chemischen Industrie in Anwendung. Hinzukommende Schwierigkeiten in der
Anwendung von HTS sind die Sicherstellung der Verfligbarkeit von Extrakten mit gleichbleibender
Qualitat, die Vermeidung der Wiederentdeckung von bereits bekannten Naturstoffen und die Frage,
ob eine Patentierbarkeit der entdeckten Substanz gegeben ist. Deshalb haben pharmazeutische
Firmen seit den 1990er-Jahren die Untersuchung von Naturstoffen stetig reduziert und den Ansatz der
kombinatorischen Chemie verfolgt. Dabei werden Substanzbibliotheken von synthetischen Reinstoffen
aufgebaut, welche dann in zielbasierten HTS getestet werden. Im Falle eines vielversprechenden
Ergebnisses ist die Molekiilstruktur bekannt und haufig durch chemische Synthese schnell und einfach



zuganglich.”! Obwohl die kombinatorische Chemie seit den 1980er-Jahren eine breite Anwendung
findet, gehen bislang nur wenige zugelassene Medikamente daraus hervor (Abbildung 02).5!
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Abbildung 02. Die durch kombinatorische Chemie entwickelten und zugelassene Medikamente, Ataluren (04),
Sorafenib (05) und Vemurafenib (06).

Als Grund hierfiir kann die fehlende strukturelle Vielfalt der Bibliotheken gelten. Es fehlt den
Testsubstanzen an Steifigkeit, Chiralitdt, GroRe sowie das ideale Heteroatomverhaltnis, welches die
Akzeptor- und Donoreigenschaften des Molekiils beeinflussen.® Eine Lésung fiir dieses Problem ist
das Konzept der Diversitdts-orientierten Bibliotheken. Sie stellen eine Symbiose aus der
Naturstoffchemie und der kombinatorischen Chemie dar. So kénnen die aus der Naturstoffchemie
entdeckten bioaktiven Molekiilstrukturen als Vorlage fiir weitere Leitstrukturen dienen, welche durch
die einfachen und schnellen Derivatisierungs- und Screeningmoglichkeiten der kombinatorischen
Chemie zu funktionalen Wirkstoffen weiterentwickelt werden.*-14

Nichtribosomale Peptide

Eine Quelle von bioaktiven Naturstoffen mit vielseitigen Anwendungsgebieten sind Peptide. Sie
werden unter anderem als Hormonanaloga (Pasireotid (07)1*?), Antikrebsmittel (Romidepsin (08)1*3),
und Immunsuppressiva (Voclosporin (09)1**) eingesetzt (Abbildung 03).

HoN N;_Q y O Me  Me
(0] . H OTN l}l NrMe
Me Me O o N,Me
O~ 'NH Me O W o

Abbildung 03. Darstellung der Peptidmedikamente Pasireotid (07), Romidepsin (08) und Voclosporin (09).

Aus der Natur gewonnene Peptide lassen sich in ribosomale und nicht-ribosomale Peptide (NRP)
einteilen. Ribosomale Peptide werden aus den proteinogenen Aminosduren in den Ribosomen
aufgebaut. Die mRNA gibt als Templat die Struktur des Peptids vor. Demgegeniiber werden NRP in
Mikroorganismen durch multi-modulare Enzymkomplexe, den nichtribosomalen Peptidsynthethasen
(NRPS), synthetisiert. Sie besitzen anders als Ribosomen kein mRNA Templat. Stattdessen ist die
strukturelle Information des Peptidproduktes in der Anwesenheit und Anordnung der Module
innerhalb der NRPS bereits konserviert. Der Aufbau des Peptids erfolgt schrittweise, indem das
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jeweilige Modul die entsprechende Aminosaure auf das Peptidzwischenprodukt Gbertragt, welches
dann zur Fortsetzung der Synthese an das folgende Modul weitergereicht wird. Jedes dieser Module
ist zustandig flr den Einbau einer Aminosaure und setzt sich aus verschiedenen Domanen zusammen.
Die fiir den Aufbau des Peptidriickgrats und die Abspaltung des fertigen Peptids essenziellen Domanen
sind die Adenylierungs- (A), Kondensations- (C), Peptidyltragerprotein- (PCP) und Thioesterase-(TE)-
Domaédne. Weitere, nicht essenzielle Domédnen katalysieren N-Methylierung (Me), Formylierung (F),
Cyclisierung (Cy) und Epimerisierung (E). Die Moglichkeit von NRPS, Aminosduren im Verlauf der
Peptidsynthese zu modifizieren und auch nicht-proteinogene Aminosduren nutzen zu koénnen,
ermoglicht NRP eine breite strukturelle Vielfalt.

A-Domane

Die ca. 550 Aminosauren langen A-Domanen sind verantwortlich fiir die Erkennung und Aktivierung
der einzubauenden Aminosiuren sowie beteiligt an deren Ubertragung auf die PCP-Domane. Dies
erfolgt in einer zweistufigen Reaktionsfolge (Schema 01). Zunachst wird die Aminosdure 10 mit Hilfe
von ATP in das Aminoacyladenylat 11 Uberfiihrt, welches anschlieBend nucleophil von der Thiol-
Gruppe des Phosphopantethein-(PPant)-Arms der PCP-Domine angegriffen wird.*>®! Unter
Freisetzung von Adenosinmonophosphat (AMP) wird schlieRlich der PCP-gebundene
Aminosaurethioester 12 gebildet. Obwohl der Aktivierungsmechanismus der Aminosauren dem einer
tRNA-Synthetase dhnelt, besteht keine Verwandtschaft zur A-Domaiane. Die A-Domdne adhnelt
strukturell den Luciferasen und Acetyl-CoA-Synthetasen und wird zu den Adenylat bildenden Enzymen
gezahlt.'”1®  Die Erkennung der zu aktivierenden Aminosiure erfolgt durch zehn
substratkoordinierende  Aminosdurereste innerhalb der  Substratbindungsstelle.’  Durch
vergleichende Untersuchungen dieser zehn Positionen kdnnen Prognosen zum Substrat einer A-
Domine erstellt werden.?? Ebenso ist es moglich, die Substratspezifitit der A-Domine durch
Austausch dieser katalytisch relevanten Aminosaureresten zu verandern.?%22

o @Dt @
OH OAMP S,
HzN*ﬁ 7N HzN%r 7N HzNW PCP
(e}

+ATP  -PP; o HO-AMP

10 1 PCP

Schema 01. Aktivierung von Aminosduren und ihre Ubertragung auf die PCP-Domane katalysiert durch die
A-Domane.

PCP-Domane

Die PCP-Domdne ist das Bindeglied zwischen zwei benachbarten Modulen und verbindet die
A-Domaéne mit der C-Domane des Folgemoduls. Sie dient als Trager der aktivierten Aminosadure oder
der sich in Synthese befindenden Peptidylkette, und transportiert diese zwischen den verschiedenen
katalytischen Zentren der A- und C-Domaéne. Bevor sie jedoch ihre Funktion aufnehmen kann, muss
die in ihrer inaktiven apo-Form translatierte PCP-Domane in ihre aktive holo-Form tberfiihrt werden.
Dies erfolgt durch eine Phosphopantetheinyltransferase (PPT)-vermittelte Ubertragung eines PPant-
Arms auf die Hydroxyfunktion eines in PCP-Domainen konservierten Serins (Schema 02, A).[2324 Als
Donor fir die prosthetische Gruppe dient Coenzym A (CoA), welches in 3-Phosphoadenylat
umgewandelt wird. Der PPant-Arm ist in seiner Ruheposition in Richtung der A-Domane ausgerichtet
und befindet sich in Bereitschaft von einer aktivierten Aminosaure beladen zu werden (Schema 02, B,
1.).) Nachdem dies unter Freisetzung von AMP erfolgt, dreht sich der beladene PPant-Arm in
Richtung der C-Domane des eigenen Moduls. Hier wird nun die PCP-gebundene Aminosadure bzw.
Peptidkette des vorangehenden Moduls auf die betrachtete PCP-gebundene Aminosaure (ibertragen
(Schema 02, B, 2.). AnschlieBend orientiert sich der PPant-Arm in Richtung der C-Doméne des
Folgemoduls. Hier wird nun die um eine Aminosaure verlangerte Peptidkette an die PCP-gebundene
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Aminosaure des Folgemoduls ibergeben (Schema 02, B, 3.). Der PPant-Arm, mit dem nun erneut freien
Thiol, bewegt sich in seine Ausgangsposition an der A-Domane des eigenen Moduls zuriick und ist
bereit fiir einen weiteren Katalysezyklus (Schema 02, B)1.).
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Schema 02. A) Uberfithrung der PCP-Domaine von ihrer inaktiven apo-Form (gelb) in ihre aktive holo-Form (griin).
B) Darstellung der Arbeitsschritte einer PCP-Domine mit der Beladung (1.), Ubernahme der Peptidylkette vom
vorangehenden Modul (2.) und Weitergabe der Peptidylkette an das nachfolgende Modul (3.).[*

C-Domane

In NRPS wird der Aufbau von Peptidbindungen durch die C-Domane katalysiert. Dazu wird die
Peptidylkette, die als Thioester an die PCP-Domane eines Moduls gebunden ist, mit der Aminosdure,
welche mit der PCP-Domane des nachfolgenden Moduls verkniipft ist, zusammengefiihrt. Die C-
Domane ist als Pseudodimer aufgebaut, welches in eine C- und N-terminale Seite eingeteilt werden
kann. Beide Untereinheiten treffen V-férmig aufeinander und sind mit einem Kanal verbunden.!?5%7) Eg
wird angenommen, dass durch diesen Kanal das Elektrophil entlang der C-Seite mit dem aus der N-
Seite kommenden Nucleophil zueinander gefiihrt und durch das katalytische Motiv HHXXXDG zur
Reaktion gebracht werden.[2627]

TE-Domane

Nach fertiggestellter Synthese der Peptidkette wird dessen Abspaltung von der finalen PCP-Doméane
der NRPS durch die TE-Domaéne eingeleitet. Dies kann mittels einer einfachen Hydrolyse oder auch
durch eine intramolekulare Cyclisierung erfolgen. Maoglich sind dabei verschiedene
Cyclisierungsmuster, wie die Macrolactamisierung oder Macrolaktonisierung. Dies erfolgt durch die
Verknilipfung der C-terminalen Sdure des Peptids mit dem N-terminalen Ende oder alternativ mit
einem Seitenkettenrest einer inkorporierten Aminosaure, insbesondere Serin oder Threonin. TE-
Domaéanen gehoren zu der Enzymfamilie der a/B-Hydrolasen und nutzen die fir diese Enzymklasse
typische katalytische Triade aus Serin, Histidin und Aspartat.'?®! Der PCP-gebundene Peptidylthioester
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wird durch die Hydroxyfunktion des Serins, welches durch die Nachbarschaft zum basischen Imidazol-
Rest des Histidins als Nucleophil aktiviert wird, angegriffen (Schema 03). Unter Freisetzung des Thiols
der PCP-Doméne bildet sich der tetraedrische Peptidyl-O-TE Ubergangszustand. Dieser wird durch ein
Oxyanion-Loch stabilisiert und kann im Falle einer Hydrolyse von Wasser oder bei einer Cyclisierung
von einem Nucleophil angegriffen werden. Sollte die Abspaltung durch Cyclisierung erfolgen, so ist
zuvor eine korrekte Ausrichtung der Peptidylkette notwendig. Diese erfolgt durch die Erkennung von
wichtigen Strukturelementen, welche sich fiir gewdhnlich an den zu cyclisierenden Enden der
Peptidylkette befinden. Anderungen im Bereich dieser Molekiilstrukturen kénnen zu einer
Reduzierung der Reaktionsrate oder sogar zu einem vollstdndigen Stoppen der Reaktion fihren.
Verdnderungen an Molekiilstrukturen auBerhalb dieser Bereiche werden oft besser toleriert.?!
Ebenso kdnnen unter Konservierung der katalytisch relevanten Molekilstrukturen Aminosauren aus
der Peptidylkette entfernt werden ohne die Cyclisierung dieser zu stoppen.%3! Veranderungen in der
Enzymbindungstasche, die durch Protein-Engineering eingefiihrt werden und die korrekte Ausrichtung
der Peptidylkette verhindern, kdnnen eine Cyclisierung unterbinden und zur vermehrten Bildung von
hydrolysiertem Peptid fiihren.?? Ebenso fiihrt die Umgestaltung der katalytischen Triade zur
Inaktivierung des Enzyms.
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Schema 03. Darstellung einer Abspaltung unter Cyclisierung am Beispiel der Surfactin TE-Domaéne.

Modifizierende Domadnen

Ein in NRP haufig anzutreffendes Strukturelement ist die Methylierung von Aminosaduren. Die
Methylierung erfolgt in NRPS durch die Methylierungs-(M)-Domaéne, welche eine geringe Homologie
zu den S-Adenosinmethionin-(SAM)-abhingigen Tranferasen aufweist.®¥ Sie ist in die C-terminale
Untereinheit der A-Domine integriert und nutzt SAM als Methyldonor.B*3* Hiufig werden die von der
A-Domaéne aktivierten und PCP-gebundenen Aminosduren an der a-Amino-Gruppe N-methyliert,
jedoch sind auch Falle bekannt, in denen die Hydroxy- bzw. Thiol-Gruppe von Serin bzw. Cystein
methyliert werden.3>3¢ Die N-Methylierung von Peptiden an ihrem Riickgrat fiihrt zu einer héheren
Stabilitdit gegenliber dem Abbau durch Proteasen und hat einen starken Einfluss auf ihre
Konformation. Denn die N-Methyl-Gruppe beeinflusst das cis/trans-Verhaltnis der methylierten



Amidbindung und die Ausrichtung ihrer Seitenketten. Ebenso verliert die Amid-Gruppe die Fahigkeit,
als H-Donor Wasserstoffbriickenbindungen einzugehen.

Wahrend ribosomale Peptide beim Peptidaufbau auf L-Aminosduren beschrankt sind (auch in diesen
Systemen gibt es posttranslationale Mechanismen zur spaten Anpassung der Stereochemie einzelner
Bausteine zu D), werden in vielen NRP direkt bei Peptidbiosynthese ebenfalls D-Aminosduren
inkorporiert. Dies wird durch die Selektivitdit der A-Domane gesteuert. Die Darstellung der
gewiinschten D-Aminosaure kann aus der entsprechenden L-Aminosdure durch eine freistehende
Epimerase erfolgen.B” Weitaus haufiger jedoch ist, dass die L-Aminosaure von der A-Doméne erkannt,
aktiviert und auf die PCP-Domane (ibertragen wird, wo sie dann von einer in die NRPS integrierten
E-Domane epimerisiert wird. Der Mechanismus ist Sdure/Base katalysiert durch eine Histidin- und
Glutaminsiure-Seitenkette im Aktivenzentrum und verliuft tiber einen Enolat-Ubergangszustand.’3®!
Die E-Domane kann dabei nicht zwischen der L- oder D-Form unterschieden, katalysiert also eine
ungerichtete Epimerisierung. Die Selektion des D-Stereoisomers erfolgt durch die bindungskniipfende
C-Domaine des entsprechenden Moduls.2*

Cycloheptamycin und seine Derivate

Ein typischer Vertreter von NRP ist das Depsipeptid Cycloheptamycin (13) (Abbildung 04). Es wurde
erstmals 1970 von Godtfredsen et al. aus einem in Rize, Tirkei, gesammelten, phylogenetisch nicht
weiter charakterisierten Streptomycenten isoliert und charakterisiert.*”’ Es gelang, die sieben
Aminosdurebausteine durch UV/VIS-Spektroskopie und Analyse des sauren Hydrolysats mittels
Moore-Stein-Analyse sowie Diinnschichtchromatographie zu ermitteln. Die Primarstruktur des Peptids
wurde durch Permethylierung in Verbindung mit umfangreichen MS/MS-Analysen aufgeklart. So
konnten die Aminosduresequenz, das N- und O-Methylierungsmuster und die Position des
Makrolacton-bildenden Esters bestimmt werden. Die Konfiguration der einzelnen Aminosauren wurde
mittels enzymatischer Experimente versucht zu ermitteln. Dazu wurden die aus dem Hydrolysat
gewonnen Aminosauren mit L- und D-Aminosdureoxidasen behandelt. Es konnte dabei die
Konfiguration des L-Valins, D-Alanins, D-Tyrosins und L-Hydroxynorvalins an der Cy-Position bestimmt
werden, jedoch nicht die des Threonins und der sekunddren Aminosduren, N-Methyltryptophan und
N-Methyl-allo-isoleucin. Ebenfalls waren die Daten beziglich der Cg-Position des Hydroxynorvalins fir
eine zufriedenstellende und zweifelsfreie Bestimmung der Stereochemie nicht ausreichend.

(0]
MeO ”\

Me

Abbildung 04. Struktur von Cycloheptamycin (13). Die Konfiguration der markierten Aminosauren konnte zum
Zeitpunkt der Entdeckung nicht von Godtfredsen et al. bestimmt werden, sondern wurde durch Qian et al. zu
einem spiteren Zeitpunkt ermittelt.[*%4]

Weitere Fortschritte in der Charakterisierung erfolgten erst mit der Untersuchung des
Cycloheptamycin (13) produzierenden Streptomycetenstammes Tl 6314 in der Arbeitsgruppe Gulder.
Hier war es moglich, das Cycloheptamycin-(cyh)-Biosynthesecluster zu identifizieren und zu
sequenzieren.!*? Es zeigte sich, dass das Cluster eine NRPS mit 7 Modulen und mehrere modifizierende
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Enzyme enthalt. Aus dem Aufbau der NRPS und dessen bioinformatischer Analyse konnten ergdanzende
Annahmen zur molekularen Struktur von Cycloheptamycin (13) getroffen werden (Abbildung 05).
Erweitert wurde dieses Wissen mit experimentellen Versuchen, in denen das Peptidhydrolysat mit
dem Marpheys Reagenz derivatisiert und mit Referenzsubstanzen von Alanin, Threonin und anti-f3-
Hydroxynorvalin verglichen wurde.“**? So konnten die Erkenntnisse von Godtfredsen et al.
hinsichtlich der Konfiguration von D-Alanin und L-Hydroxynorvalin bestatigt und die L-Konfiguration fur
das L-Threonin ermittelt werden. Mit dem Wissen um die absolute Stereochemie dieser Aminosauren
wurde die vollstandige Molekularstruktur von Cycloheptamycin (13) mittels Kristallstrukturanalyse
gelost.* Weiterhin wurden die modifizierenden Enzyme im cyh-Biosynthesecluster bioinformatisch
und mittels Gendeletionsexperimenten untersucht.”3! So konnten die Funktionen der einzelnen
postmodifizierenden Enzyme ermittelt und den jeweiligen Modifikationen zugeordnet werden.!*243 Es
handelte sich dabei um Methyltransferasen und Hydroxylasen sowie um eine Formyltransferase und
eine 2-Ethylmalatsynthase.

PCPPCPPCPPCP = PCPPCP = PCP@

Abbildung 05. Modularer Aufbau der cyh-NRPS.

Durch die Gendeletionsexperimente war es auch moglich neben den bereits bekannten natirlichen
Cycloheptamycin-Derivaten 14 und 15 das Derivat 16 und zu detektieren (Abbildung 06).1*>*3! Zudem
konnte im hohen pH-Bereich die Umlagerung von Cycloheptamycin (13) zur Verbindung 17 beobachtet
werden, welche Cycloheptamycin Z (18) benannt wurde.**

“?w

“ O ol R1
Me/\‘/kﬂ/ /s, NM
Me O 0, ©

Ry 'Ry

Cycloheptamycin B (14) R{=OMe, R,=0H, R3=H
Cycloheptamycin C (15) R4=OMe, R,=H, R3=CHj;
Cycloheptamycin D (16) R4=H R,=0OH, R3=CHj3

MeQ

O

Cycloheptamycin Z (17)

Me
N

Abbildung 06. Die unterschiedlichen Cycloheptamycin-Derivate 14, 15, 16 und 17.

In biologischen Aktivitdtsstudien wurden Cycloheptamycin (13) und die Derivate 14 und 16 auf ihre
antibakterielle Wirkung geprift. Aus den Ergebnissen dieser Studie ist besonders eine starke
Wirksamkeit gegen Propionibacterium acnes mit ICso-Werten von 4.22 + 0.41 um fur 13 und 17.32 +
2.78 um fir 14 hervorzuheben. Der ICso-Wert fiir 16 war bis zu einer Konzentration von 50 uMm nicht
erreicht und konnte fir Werte Uber dieser Grenze nicht getestet werden, da nicht ausreichend
Substanz verfligbar war. Zwar ist das als Positivkontrolle getestete Tetracyclin mit einem ICso von 0.74
+0.11 um um das sechsfache bzw. 23-fache effizienter, jedoch ist dies ein Breitbandantibiotikum, ohne
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die besondere Selektivitat von 13 und 14 zu zeigen. Die spezifische Wirksamkeit der Cycloheptamycine
kénnte von medizinischer Relevanz sein, da P. acnes als Pathogen Ausléser verschiedener
Krankheitsbilder ist, wie bspw. der Acne vulgaris oder postoperativer Infektionen.[*?! Die bisherige
Therapie von schweren Akneerkrankungen erfolgt mit niedrigdosierten Breitbandantibiotika oder dem
Wirkstoff Isotretinoin, welcher teratogen ist und eine Vielzahl von gravierenden Nebenwirken
auslosen kann.[*! Deshalb ist die Stoffgruppe der Cycloheptamycine ein interessanter Kandidat in der
Wirkstoffentwicklung, um die bisher unspezifische oder risikoreiche Behandlung von Akne zu
verbessern.

Der antibakterielle Wirkmechanismus von Cycloheptamycin (13) ist noch nicht bekannt. Jedoch sind
bereits die Wirkmechanismen anderer antibakterielle Depsipeptide beschrieben worden. So binden
beispielweise die Acyldepsipeptide an die Clp-Protease vorzugweise grampositiver Bakterien und
aktivieren sie.* Dies fiihrt zellintern zu einer unkontrollierten Proteindegradation und schlieRlich zum
Zelltod. Moglicherweise dhnelt der Wirkmechanismus des Cycloheptamycin (13) dem der strukturell
dhnlichen Acyldepsipeptide. Aus den durchgefiihrten Experimenten lassen sich bereits erste Struktur-
Wirkungsbeziehungen ableiten, denn 13 und 14 unterscheiden sich lediglich in der Lange ihrer Alkyl-
Seitenkette am Hydroxynorvalin-Baustein. So fihrt die y-Methylgruppe des 13 zu einem vierfach
starkeren ICso-Wert im Vergleich zur Verbindung 14. Ebenso fihrt die fehlende Methoxyfunktion von
16 zu einem signifikanten Aktivitatsverlust.

Polycyclische Tetramsaure-haltige Makrolactame

Eine weitere Stoffklasse mit interessanten biologischen Eigenschaften sind die polycyclischen
Tetramsdure-haltigen Makrolactame (PoTeM). Die strukturelle Gemeinsamkeit dieser Substanzen ist
ein Macrolactamring (Abbildung 07, Ring D) in den eine von Ornithin abgeleitete Tetramsaureeinheit
(E) integriert ist. Weiterhin ist der Makrolactamring mit einem aus Cyclopentan und Cyclohexan
aufgebauten tri- (A, B, C) oder bicyclischen Ringsystem verknlipft. Die strukturelle Diversitat der
PoTeMs geht insbesondere auf die unterschiedlichen Maoglichkeiten der Anordnungen dieser
carbacyclischen Ringsysteme zuriick (Abbildung 08). Eine 5-6-5 Anordnung ist bspw. in lkarugamycin
(18), Butremycin (19), Clifednamide A (20) und B (21) und Capsimycin A (22) und B (23) vorzufinden.
Eine Anordnung nach dem 5-5-6 Muster ist unter anderem fir Frontalamid A (24) und B (25),
Dihydromaltophilin (26), auch als HSAF (heat stable antifungal factor) bezeichnet, und verschiedene
Pactamid-Derivate, wie Pactamid A (27) und F (28), zu beobachten. Das bicyclische 5-5 Ringsystem ist
z.B. in den Substanzen Cylindramid (29), Alteramid A (30) und B (31) sowie Lysobacteramid A (32)
existent. Neben den beschriebenen und fiir PoTeM (blichen Ringsystemen sind auch weitere
ungewohnliche Ringstrukturen beschrieben. So besitzt die als Verbindung D (33) bezeichnete Substanz
eine 5-4-6 Anordnung und das Ripromycin (34) ein mehrfach verbricktes Ringsystem, welches einer
formalen 6-6-6 Anordnung entspricht. Ebenso unterscheiden sich die verschiedenen PoTeMs durch
unterschiedliche Hydroxylierungs-, Olefinierungs- und Alkylierungsmuster.

Abbildung 07. Schematische Darstellung der PoTeM-Ringsysteme anhand der Grundstruktur des Ikarugamycins
(18).



Bioaktivitat von PoTeMs

Trotz ihrer dhnlichen Grundstrukturen haben die PoTeM ein breites bioaktives Profil. Eine Vielzahl ihrer
Vertreter zeigen zytotoxische Eigenschaften gegen verschiedene Krebszellenlinien (Tabelle 01). Die
ICso-Werte kénnen von nanomolar bis mikromolar reichen und sind vergleichbar mit in Benutzung
befindlichen Krebstherapeutika wie Adriamycin und Cisplatin. Tiefgreifendere Untersuchungen des
zytotoxischen Wirkmechanismus von lkarugamycin (18) in der Blutkrebszelllinie HL-60 konnten
aufzeigen, dass es durch seine Gentoxizitit und seine Eigenschaft, die intrazelluldre
Calciumionkonzentration zu erhdhen, Zellprozesse auslost, die zu einer Calpain und p38-MAPK
vermittelten Aktivierung der Initiator-Caspasen 8 und 9 fiihren (Abbildung 09).14¢! Darauf folgt die
Einleitung der Apoptose.

27 Ry=H, R,=H

28 R4=OH, R,=Cl

Abbildung 08. Auswahl verschiedener PoTeMs mit einer 5-6-5 Ringanordnung, wie lkarugamycin (18),
Butremycin (19), Clifednamide A (20) und B (21) sowie Capsimycin A (22) und B (23), einer 5-5-6 Ringanordnung,
wie Frontalamid A (24) und B (25), HSAF (26), Pactamid A (27) und F (28), einer 5-5 Ringanordnung, wie
Cylindramid (29), Alteramid A (30) und B (31) und Lysobacteramid A (32), und anderer Ringanordnungen, wie
Verbindung D (33) und Ripromycin (34).



Ikarugamycin-

exposition
. [Ca*']-
-MAPK —
Erhéhung p38 CaspaiB
\Calpain / Caspase 3 — Apoptose —— Zelltod

— Gentoxizitst ——— Caspase 9

////////'

Abbildung 09. Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von lkarugamycin (18) in Blutkrebszelllinie HL-
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Tabelle 01. Auswabhl verschiedener PoTeMs und ihre ICso-Werte [um] gegen Brust- (MCF-7), Leber- (HepG2,
Huh 7), Lungen- (A549), Magen- (HMOZ2), Bauchspeicheldriisen- (PANC-1), Blut-(HL-60), Lymphdrisen-
(L1210) und Haut-(KB)-krebszelllinien.[#6->1

MCF- HepG2 A549 HMO2 Huh7 PANC- HL- L1210 KB

7 1 60
Ikarugamycin (18) 0.46 12.1 - 0.59 5.6 1.30 0.22 - -
Capsimycin B (23) 0.47 >20.0 - 0.67 159  3.37 - - -
HSAF (26) 2.20 2.10 0.26 - - - - - -
Pactamid A (27) 0.26 0.37 - - - - - - -
Lysobacteramid A (32) 7.60 9.50 10.3 - - - - - -
Ripromycin (34) 3.81 >19.0 - 3.05 >19.0 - - - -
Alteramid A (30) - - - - - - - 333 9.79

Interessante antifungale Eigenschaften mit einer moglichen Relevanz fiir landwirtschaftliche und
medizinische Anwendungen sind fiir einige PoTeMs beschrieben worden (Abbildung 10). Eine Auswahl
dieser ist in Tabelle 02 zusammengefasst. Der Wirkmechanismus von HSAF (26) und Alteramid B (31)
wurde an C. albicans naher untersucht.>*3 Es konnte festgestellt werden, dass beide Molekiile an das
B-Tubulin von C. albicans binden und zu einer fast vollstandigen Depolymerisierung der Mikrotubuli
fihren. Dies erzeugt unter anderem eine Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies in den
Mitochondrien, was schlieBlich zur Einleitung der Apoptose flihrt. Dabei scheint es, dass die
3-Hydroxyfunktion des HSAF (26) einen entscheidenden Einfluss auf seine antimykotische Wirkung
hat, da das 3-Desoxy-Derivat (35) eine deutlich geringere Wirksamkeit vorweist.*

Tabelle 02. Auswahl verschiedener antimykotischer PoTeMs und ihre Zielorganismen.> Die mit einem
Sternchen markierten Pilze sind humanpathogene und die unmarkierten sind Pflanzenpathogene.

Zielorganismen

HSAF (26)

Plasmapara viticola

Alteramid B (31)
Ikarugamycin (18)
Capsimycin A (22)
Xanthobaccin A (36)
Maltophilin (37)

C. albicans*
C. albicans*, Aspergillus fumigatus*
Phytophtora capsici, Pythium debaryanum
Aphanomyces cochlioides, Pythium ultimum, R. solani
Aspergillus terreus*®, C. albicans*, Fusarium solani*, Ashbya gossypii,
Botrytis cinerea, R. solani

Aspergillus nidulans*, Candida albicans*, Cryptococcus neoformans*,




Abbildung 10. Die antimykotischen PoTeM Xanthobaccin A (36) und Maltophilin (37).

Die antibakterielle Aktivitdt von PoTeMs ist insbesondere bei lkarugamycin (18) sowie seinen nahen
Strukturverwandten, wie Isoikarugamycin (38) und 28-N-Methylikarugamycin (39), zu beobachten
(Abbildung 11). Sie sind bereits mit einem ICso-Wert im Konzentrationsbereich von 1-4 ug/mL gegen
Methicillin-resistente  Staphylococcus aureus (MRSA) Stimme wirksam.P®  Zwar ist der
Wirkmechanismus bisher nicht bekannt, jedoch koénnen erste Struktur-Wirkungs-Beziehungen
festgestellt werden. So zeigen Butremycin (19) und 30-Oxo-N-28-methylikarugamycin (40)
Wirksamkeit gegen MSRA ab einem ICs;-Wert von 50 ug/ml bzw. 32-64 ug/mL.56%? Dies l4sst
vermuten, dass sich die 3-Hydroxyfunktion des Butremycin (19) und die Carbonylfunktion an Position
30 von 40 negativ auf die antibakteriellen Eigenschaften auswirken.

Abbildung 11. Darstellung der verschiedenen lkarugamycin-Derivate 38, 39 und 40.

Weiterhin hebt sich Ikarugamycin (18) durch seine antiprotozoischen Eigenschaften von den restlichen
PoTeMs ab. Es zeigt dabei Aktivitit gegen Trichomonaden, Amé&ben und Tetrahymena.!®¥ Dariiber
hinaus zeigt es die Fahigkeit, die Aufnahme von Low Density Lipoproteinen (LDL) in Makrophagen und
die Clathrin-vermittelte Endozytose zu inhibieren.!®*%! |karugamycin (18) bietet damit ein gutes
Werkzeug, um diese wichtigen Zellfunktionen, die in verschiedene Krankheitsprozesse verwickelt sind,
genauer untersuchen zu kénnen und stellt fir die Medikamentenentwicklung eine mdgliche
Leitstruktur dar.[®®”! So ist die Inhibierung der LDL-Aufnahme ein méglicher therapeutischer Ansatz
gegen Arteriosklerose, da Makrophagen bei einer (bermafRigen LDL-Aufnahme zu Schaumzellen
transformieren, was ein Schliisselprozess in der Pathogenese der Arteriosklerose ist.® In HIV-
infizierten Zellen werden die an der Zelloberflache befindlichen CD4-Rezeptoren durch eine Clathrin-
vermittelte Endozytose zunachst internalisiert und anschlieBend abgebaut. Dies fiihrt zur Schwachung
des Immunsystems. Ikarugamycin (18) als Inhibitor des Endozytoseprozesses kann die Internalisierung
der CD4-Rezeptoren unterbinden und flhrt sogar bei bereits fortgeschrittenem Abbau zu einer
Wiederherstellung der CD4-Rezeptoren an der Zelloberfliche. !

Biosynthese von PoTeMs

In Bakterien anzutreffende Polyketidsynthasen (PKS) sind, dhnlich wie die zuvor beschriebenen NRPS,
multimodular aufgebaute Enzyme. Sie synthetisieren das gewiinschte Endprodukt durch die
schrittweise Verlangerung einer naszierenden Polyketidkette mit Malonyl-CoA Bausteinen oder
dessen Derivaten (Schema 04, 1). Dabei sind die einzelnen Module aus verschiedenen Domaénen
aufgebaut. Essenziel fiir den Aufbau der Polyketidkette sind die drei folgenden Domanen. Das Acyl
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Carrier Protein (ACP) ist, ahnlich der PCP-Domane in NRPS, Trager der aktivierten Malonyl-Bausteine
und der in Synthese befindlichen Polyketidkette. Die Acyltransferase-(AT)-Doméane Ubertragt die
Malonyl-Bausteine von Malonyl-CoA auf das ACP und die Ketosynthase-(KS)-Domane katalysiert die
Verknipfung dieser mit der ACP-gebundenen Polypeptidkette des vorausgegangenen Moduls durch
Claisen-Kondensation, analog der Fettsaurebiosynthese. Weiterhin kdnnen sich auch nicht essenzielle
Domaénen in PKS-Modulen befinden. Diese konnen verschiedene sequenzielle Modifikationen an der
zuletzt inkorporierten Ketofunktion durchfiihren. Dies beinhaltet die Reduktion des Ketons zum
Alkohol durch die Ketoreduktase-(KR)-Domane, die Dehydratisierung des Alkohols zu einer
Doppelbindung durch die Dehydratase-(DH)-Domane und die Sattigung der Doppelbindung durch die
Enoylreduktase-(ER)-Domane. Die fertig synthetisierte Polyketidkette wird abschlieBend durch eine
von einer TE-Domédne katalysierten Cyclisierung oder Hydrolyse freigesetzt, ahnlich der
Funktionsweise von NRPS TE-Domanen. Am Beispiel von 6-Desoxyerythronolide B (41), einem
Intermediat in der Synthese des Makroilidantibiotika Erythromycin, ist der Ablauf der
Polyketidbiosynthese veranschaulicht (Schema 04, 2).7° Dabei wird 41 durch ein heptamodulares PKS-
System, welches aus drei PKS-Enzymen besteht, aufgebaut und freigesetzt.

1
) o o o o O OH
SH SJ\/U\OH @ SJ\/U\R SMR
@ N @ O N @
(o] (o] co, NADPH + H* NADP*
COASMOH CoASH SMR SH
DH
9 ©
o}
ER S)J\/\R

N

NADP* NADPH + H*

®-.
!

Me 41

Schema 04. 1) Funktion der verschiedenen PKS-Domanen und 2) die Polyketidbiosynthese am Beispiel von
6-Desoxyerythronolide B (41).
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In frihen Versuchen, die Biosynthese von PoTeMs aufzukldren, fliihrten gerichtete Mutationen in
einem PKS-codierenden Genabschnitt in Lysobacter enzymogenes 3.1T8 um Produktionsstopp von
HSAF (26)."Y Mit diesem Wissen war es Yu et al. méglich, vier Enzyme aus dem HSAF-Genclusters zu
identifizieren und erstmals nachzuweisen, dass ein PKS-NRPS-Hybridenzym (PKS/NRPS) an der
Biosynthese von HSAF (26) beteiligt ist.’? Weitere aus dem Gencluster ermittelten Enzyme waren je
eine Arginase, Ferrodoxinreduktase und Sterol-Desaturase. Jedoch war es nicht moglich, die
Biosynthese von 26 vollstdandig aufzuklaren. Es konnte gezeigt werden, dass von den vier Enzymen
lediglich das PKS/NRPS und die Sterol-Desaturase fiir die Biosynthese der Substanz essenziell sind.
Jedoch war es nicht moglich, die Biosynthese von 26 vollstandig aufzuklaren. Es konnte gezeigt werden,
dass von den vier Enzymen lediglich das PKS/NRPS und die Sterol-Desaturase fiir die Biosynthese der
Substanz essenziell sind. Ausgehend von der damaligen Annahme, dass die PoTeM-Biosynthese dhnlich
zu der von Tetramat-Polyketiden, wie o-Lipomycin, ablduft, sollte zunachst ein Grofteil des
Polyketidgeriists von noch einer nicht identifizierten PKS in Form von zwei Polyketidketten 42 und 43
aufgebaut werden (Schema 05).173! Yu et al. gingen dann davon aus, dass das PKS/NRPS, welches aus
einem PKS Modul (KS-AT-DH-KR-ACP) und einem NRPS-Modul (C-A-PCP-TE) aufgebaut ist, als Akzeptor
von 42 dient und sowohl den Einbau der letzten Malonyleinheit als auch des Ornithins bzw.
B-Hydroxyornithins zu 44 katalysiert (rot markiert).’? AnschlieBend sollte die Tetramsaure 45 durch
eine Claisen-Reaktion von 43 mit 44 gebildet werden, sodass nach zwei aufeinanderfolgenden
Aldolreaktionen Uber die Zwischenstufe 46 das Macrolactam 47 erhalten werden sollte. Durch
Oxidation und Reduktion von 47 zu Intermediat 48 sollte das 5-5-6-tricyclische 49 mittels einer
Micheal-Addition erhalten werden, welches nach weiteren Schritten der Dehydratisierung und
Reduktion in das HSAF (26) Gberfiihrt werden sollte.

0 (0]
Me Q
- Me <
M€ OH \
48 O) Me OH
47
0 (0]
Me
Me OH
HO 49

Schema 05. Vorschlag zur Biosynthese von HSAF (26) von Yu et al. mit den eingebauten Elementen durch die
PKS/NRPS (griin) in rot und die vermuteten, noch unbekannten PKS (blau) in schwarz.l’?
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Dieser Biosynthesevorschlag erwies sich jedoch als falsch. Neue Erkenntnisse lieferten Blodgett et al.
mit der Entdeckung des Frontalamids A (24) und B (25), und deren Biosynthesecluster bestehend aus
einem bimodularen PKS/NRPS, einer Sterol-Desaturase, zwei Phytoen-Desaturasen, einer
Alkoholdehydrogenase und einem P450 Enzym.”# Auch Blodgett et al. gingen anfangs von weiteren
PKS aus, die das Kohlenstoffgrundgerist der Frontalamide aufbauen wiirden. Jedoch konnten sie keine
passenden Gene im betrachteten Streptomycetenstamm finden. Nach bioinformatischen
Untersuchungen wurden PoTeM-dhnliche Biosynthesecluster in phylogenetisch verschiedenen
Bakterien identifiziert. Aber auch in ihren Biosyntheseclustern und deren umgebenden Bereichen
konnten keine weiteren PKS gefunden werden. Dies und weitere Gendeletionsexperimente fihrten
Blodgett et al. zu der Annahme, dass die Biosynthese des postulierten Polyketid-Tetramsaure-
Intermediats 50 lediglich durch das bimodulare PKS/NRPS-System durchgefiihrt wird. Dies sollte durch
eine iterative Arbeitsweise des PKS/NRPS moglich sein, in der aufeinanderfolgend zwei Polyketidketten
51 und 52 synthetisiert und auf das PCP-gebundene Ornithin 53 bzw. 54 {(ibertragen werden
(Schema 06). AnschlieRend sollte Intermediat 55 mittels einer Diekmann-Kondensation in die
Tetramsaure 50 umgesetzt werden. Nach einer Abfolge verschiedener Aldolreaktionen von 50 wiére so
die 5-5-6 tricyclische Grundstruktur des Frontalamid B (25) aufgebaut, welche abschlieend durch FdtA
in Frontalamid A (24) umgesetzt werden sollte. Zwar konnten mit diesem Vorschlag tiefgreifende
Fragen in der Biosynthese von PoTeMs aufgegriffen werden, dennoch war eine der vier postulierten
Aldolreaktionen nicht plausibel, da sowohl die angreifende als auch die angegriffene Position
Nucleophile waren (roter Elektonenpfeil).

KS DH P(I:P@ KS . DH @@ °° PCP@

O O O 351 (6] (0] NH, O _O o O O H,N

H,N 53

Schema 06. Von Blodlegg et al. postulierte Biosynthese von Frontalamid A (24) und B(25).[74

Zwar konnte der Cyclisierungsmechanismus in der PoTeM-Biosynthese auch von Blodlegg et al. nicht
aufgeklart werden, trotzdem fand das gewonnene Wissen Anwendung in den darauffolgenden
Arbeiten zur HSAF-Biosynthese. Lou et al. konnten das zuvor unvollstindige HSAF-
Biosynthesegencluster nun vollstindig ermitteln.” Es war aufgebaut aus dem HSAF-PKS/NRPS, der
bereits beschriebenen downstream befindlichen Arginase, Ferrodoxinreduktase und Sterol-
Desaturase sowie den vier upstream neu entdeckten Oxidoreduktasen  0OX1-4.
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Gendeletionsexperimente zeigten, dass neben dem PKS/NRPS drei der Oxidoreduktasen essenziel
waren um das 5-5-6 tricyclisierte Macrolactamgrundgeriist von 26 zu synthetisieren. Weiterhin wurde
das mit Ornithin-beladene HSAF-NRPS-Modul 56 gemeinsam mit der Stearinsdure-beladenen HSAF-
ACP-Doméne 57 inkubiert (Schema 07), sodass die Sterinsdurereste auf das Ornithin Gbertragen
werden konnte. Als Produkt der Cyclisierung von 58 konnte die Tetramsaure 59 detektiert werden,
sodass die von Blodgett et al. postulierte Tetramsaurebiosynthese mittels Diekmannkondensation
experimentell bestatigt werden konnte.

/\@Q)Pf@ (c)A)rcr(TE) YN
SWH'X? HZN/_\_gzo @ 2x@ 0 H&HMe MGHJH;NH

O

56 NH, S SH
57 \WfiMe Me@JJ\ 14
\\\\_’X 15 15” 58 O

Schema 07. Biosynthetische Bestatigung der Diekmann-Kondensation zur Darstellung der Tetramsaureeinheit in
der Biosynthese von 59.17%!

Die Frage, ob die 3-Hydroxyfunktion des HSAF (26) durch die Aktivierung und Inkorporation eines
bereits hydroxylierten Ornithins oder durch die nachtragliche Hydroxylierung eines Makrolactam-
Intermediats erfolgt, konnte ebenfalls durch Gendeletionsexperimente beantwortet werden. Im Fall
einer Sterol-Desaturase-Knockout-Mutante konnte beobachtet werden, dass sich das 3-Desoxy-
HSAF (35) ansammelt. Dessen Isolation und Inkubation mit der HSAF-Sterol-Desaturase in vitro fihrte
zu seiner Umwandlung in HSAF (26) und bewies eine nachgeschaltete Einfihrung der Alkohol-Gruppe
(Schema 08).054

Schema 08. Biosynthetisch Bestatigung der finalen 3-Hydroxylierung in der HSAF-Biosynthese.>

Obwohl das erste entdeckte PoTeM, lkarugamycin (18), ein 5-6-5 tricyclisches Ringssystem besal,
erfolgten die anfanglichen Forschungen zur PoTeM-Biosynthese an den 5-5-6 Strukturen des HSAF (26)
und der Frontalamide. 2014 wurden die ersten Arbeiten zur Aufklarung der Ikarugamycin-Biosynthese
veroffentlicht. Antosch et al. gelang es das Ikarugamycin-Gencluster aus Streptomyceten zu isolieren,
in E. coli zu klonieren und es heterolog in E. coli zu exprimieren.’® Dabei zeigte sich, dass fiir die
Biosynthese von lkarugamycin (18) lediglich drei Enzyme benotigt werden. Diese waren das PKS/NRPS-
Hybridenzym IkaA, die FAD-abhangige Oxidoreduktase IkaB und die Alkohol-Dehydrogenase IkaC. Es
bestatigte sich somit der zuvor postulierte iterative Charakter der PKS/NRPS von PoTeMs. Weiterhin
zeigte die Untersuchung eines lkaC defizienten Expressionsstammes die Bildung eines 2 Da leichteren
Ikarugamycin-Intermediats.l’® Auf Basis dieser Befunde wurde eine Biosynthese von lkarugamycin (18)
postuliert, in der zunachst eine ACP-gebundene B-Ketododekatetraenoyl-Kette (60) und eine ACP-
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gebundene Dodekapentenoyl -Kette (61) iterativ durch das PKS-Modul synthetisiert und auf das PCP-
gebundene Ornithin 62 und 63 libertragen wird (Schema 09). AnschlieRend erfolgt eine durch die TE-
Domaédne katalysierte Diekmann-Kondensation, welche die Tetramsaure-Einheit aufbaut und das
Intermediat 64 freisetzt. Dieses durchlduft dann eine von IkaB katalysierte Reaktionskaskade, die den
duBeren Flnfring sowie den mittleren Sechsring des Ikarugamycins (18) aufbaut. Es wird vermutet,
dass die Kaskade mit der enzymkatalysierten Bindungsknipfung zwischen C16-C17 initiiert wird und
durch eine darauffolgende Diels-Alder-Reaktion des hypotetischen Reaktionsintermediats 65 die
Bindungen zwischen C15-C19 und C12-C20 aufgebaut werden (Abbildung 12, blaue Pfeile). Jedoch
waren auch andere Reaktionsabldufe denkbar, wie die Protonierung an C18 nach der initialen
Bindungskniipfung und einer anschliefenden spontanen Diels-Alder-Reaktion von 66 (Abbildung 12,
rote Pfeile) oder einer spontanen Diels-Alder-Reaktion des Intermediats 64 zu 67 und einer
anschlieRenden Bindungsknlpfung zwischen C16-C17 (Abbildung 12, griine Pfeile). Das aus diesen
moglichen Reaktionen resultierende Intermediat 68 entspricht dabei dem 2 Da leichteren und zuvor
detektierten Produkt des lIkaC-defizienten Expressionsstammes. SchlieBlich wird in einem finalen
durch lkaB katalysierten reduktiven Ringschluss iiber den Ubergangszustand 69 der innere Fiinfring
durch Bindungsknipfung zwischen C11-C22 aufgebaut.
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Schema 09. 1) Von Antosch et al. und Zhang et al. vorgeschlagene lkarugamycin-Biosynthese mit den
verschiedenen mechanistischen Maoglichkeiten zur Funktionsweise von lkaB (blaue, rote oder griine Pfeile) und
der bereits aufgekldrten Funktionsweise von lkaC.[7%77]

Diese im Gulder-Labor aufgestellte Biosynthese konnte wenig spater von Zhang et al. bestatigt werden.
Es gelang mittels IkaB und lkaC Knockout-Mutanten sowohl das Intermediat 64 mittels hochauflésende
Massenspektrometrie (HRMS) und UV/VIS-Spektroskopie zu detektieren als auch das Zwischenprodukt
68 zu isolieren und mit Hilfe von NMR-Spektroskopie zu charakterisieren.”” Eine Isolierung von 64 war
aufgrund von dessen Licht- und Hitzeempfindlichkeit nicht moglich. Zudem wurde durch Enzymassays
mit isotopenmarkierten Substraten die Funktionsweise von lkaC aufgeklart (Schema 09). Demnach
katalysiert IkaC eine Hydridaddition an der C21-Position und fihrt zur Knlipfung der C11-C22-Bindung
durch Konjugat-Addition. Dies ermoglicht schlieBlich eine lkaC gestiitzte Isomerisierung der C8-C9-
Doppelbindung von einer E- zu einer Z-Konfiguration und fihrt zur anschlieBenden Protonierung an
C10. Im Einklang mit diesen Ergebnissen konnten zudem Greunke et al. IkaA-C einzeln exprimieren und
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mit ihnen eine biokatalytische Synthese von Ikarugamycin (18) in vitro durchfiihren.”®! Als Substrate
dienten dabei Acetyl-CoA und Malonyl-CoA. Da beide Substanzen duRert hochpreisig sind, wurde
ferner ein enzymatisches System zur in situ Synthese von Ac-CoA und Mal-CoA implementiert.”! Diese
umfassenden Ergebnisse aus der lkarugamycin-Biosynthese halfen auch, die Produktion von HSAF
besser zu verstehen. Es konnte nun ber massenspektrometrische Untersuchungen nachgewiesen
werden, dass HSAF (26) mit seinem 5-5-6 Ringsystem aus dem gleichen Vorlaufermolekiil 64 aufgebaut
wird wie lkarugamycin (18).7% Erginzend wurde gezeigt, dass die Startereinheit des PKS-Moduls nicht
Ac-CoA sondern Mal-CoA ist und die zwei Polyketidketten in ihrem ACP-gebundenen Zustand eine
terminale Saurefunktion tragen, welche sie durch Decarboxylierung wihrend der Ubertragung auf das
PCP-gebundene Ornithin verlieren.” Die Funktion der verschiedenen OX1-4 Enzyme konnte ebenfalls
aufgeschlisselt werden (Schema 10). Es wurde gezeigt, dass das OX3 im Polyenintermediat 64 als
erstes den duBeren Flinfring installiert. Dabei ist die reduktive [2+3]-Cycloaddition nicht voll
stereospezifisch, sodass es zur Synthese des HSAF-Vorlaufers 70 und dessen diastereomeren Derivaten
71 und 72 kommt.®% An 70 wird anschlieRend der Aufbau des mittleren Fiinfrings mit gleichzeitiger
Hydroxylierung von OX2 zu 73 katalysiert. In einem finalen Cyclisierungsschritt wird das 5-5-6
Ringsystem des 3-Desoxy-HSAF (35) mit der Ausbildung des Sechsrings durch OX4 in einem dem |kaC
dhnlichen Mechanismus tiber den Ubergangszustand 74 abgeschlossen.’®%! Die monocyclisierten
Derivate 71 und 72 konnten teilweise von den nachgeschalteten Oxidareduktasen zu Alteramid-
Derivaten verarbeitet werden. So war fiir 71 eine Umsetzung durch OX1 und OX4 uber das
Intermediat 75 und den Ubergangszustand 76 zum 3-Desoxy-alteramid D (77) moglich, wihrend das
Derivat 72 lediglich von OX1 zum 3-Desoxyalteramid A (78) umgesetzt wurde. "
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Schema 10. Vorgeschlagene Biosynthese von 3-Desoxy-HSAF (35) und den Alteramid-Derivaten 77 und 78.18%

Dank der Aufklarung der lkarugamycin- und HSAF-Biosynthese konnte die grundlegende Frage, wie
PoTeMs in Mikroorganismen produziert werden, geklart werden. Die daraus gewonnen Erkenntnisse
kénnen in einer Vielzahl neuer Forschungsvorhaben vertieft und eingesetzt werden, wie in der
Aufklarung von PoTeM-assozierten Enzymmechanismen, der Suche nach bisher unbekannten PoTeMs
oder der in vivo bzw. in vitro Konstruktion unnatirlicher PoTeM.
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Motivation und Zielsetzung

Cycloheptamycin (13) und seine Derivate 14, 15 und 16

Als humanpathogener Organismus ist P. acnes an der Entstehung von Acne vulgaris beteiligt. Die
bisherigen Behandlungsmaoglichkeiten mit Isotretinoin oder mit systemisch-wirkenden Antibiotika sind
mit zum Teil schweren Nebenwirkungen behaftet. Die Entwicklung einer alternativen
Behandlungsmethode ware daher wiinschenswert. Eine Verbindung mit besonderem Potenzial als
mogliches Medikament oder als Leitstruktur in der Wirkstoffentwicklung eingesetzt zu werden, ist das
selektiv gegen P. acnes wirkende Cycloheptamycin (13). Zu Beginn dieser Doktorarbeit und der ihr
vorausgehenden Masterarbeit war die Struktur des Cycloheptamycins (13) noch nicht vollstandig
aufgeklart.82! Zwar konnte in der Doktorarbeit von J. Antosch die offene Frage nach der Konfiguration
von N-Methyltryptophan und N-Methyl-allo-isoleucin beantwortet werden.!*?’ Dennoch blieb die
Stereochemie des [-Hydroxynorvalins unzureichend erforscht und verlangte nach weiteren
Untersuchungen.“? In Fortsetzung zur vorausgegangenen Masterarbeit sollte im Rahmen dieser
Doktorarbeit die Totalsynthese von Cycloheptamycin (13) fertiggestellt werden.’®? Dabei sollte das
totalsynthetisch dargestellte 13 mit dem bakteriell produzierten verglichen werden, um eine
zweifelsfreie Strukturaufklarung zu ermoglichen.

Zudem wiirde die Entwicklung einer Totalsynthese die Darstellung von verschiedenen cyclischen
Cycloheptamycin-Derivaten erlauben. Aus Expressionsexperimenten konnten bereits die Derivate 14,
15 und 16 isoliert werden (siehe Abbildung 06). Untersuchungen dieser zeigten, dass strukturelle
Veranderungen im Bereich des Hydroxynorvalins oder 5-Methoxytryptophans zu einer Reduktion der
antibakteriellen Wirksamkeit flihrten. Diese Struktur-Aktivitdts-Beziehungen sollten mit Hilfe des hier
entwickelten totalsynthetischen Zugangs durch die Darstellung verschiedener Derivate eingangiger
erforscht werden, um mogliche Optimierungen vornehmen zu kénnen, mit dem Ziel, eine hdhere
antibakterielle Aktivitdt zu erreichen.

Weiterhin sollte eine Totalsynthese fiir das Cycloheptamycin Z (17), welches sich durch seinen linearen
Aufbau und die enthaltene Diketopiperazin-Einheit strukturell von Cycloheptamycin (13) und seinen
cyclischen Derivaten 14, 15 und 16 unterscheidet, entwickelt werden, um eine Strukturaufklarung und
eine mogliche Derivatsynthese durchfiihren zu kénnen.

Ilkarugamycin-Polyenintermediat 64

Die Biosynthese von PoTeMs ist eingdangig untersucht worden, doch weiterhin bleiben einige Fragen
unbeantwortet. Ikarugamycin (18) als ein PoTeM-Vertreter mit einer breiten biologischen Aktivitdat und
einer hochkomplexen Struktur wird von den drei Enzymen IkaA-C aufgebaut. Zwar ist die Reihenfolge,
in der die Enzyme tatig sind, und ihre einzelnen Substrate bzw. Produkte bekannt, dennoch ist der
mechanistische Ablauf der einzelnen enzymatischen Schritte nur fiir die von lkaC katalysierte Reaktion
zweifelsfrei belegt worden. So ist zum Beispiel noch nicht bekannt, welche der beiden Amin-Gruppen
des PCP-gebundenen Ornithins von der iterativen PKS/NRPS zuerst acetyliert wird, wie die PKS/NRPS
die entsprechenden Amin-Gruppe selektiert und die Synthese der zwei strukturell unterschiedlichen
Kettenstrukturen reguliert. Diese Prozesse kénnen, beispielsweise durch Enzymassays in denen lkaA
in situ mit verschiedenen synthetisch dargestellten Polyenthioestern beladen wird, untersucht
werden. Ebenso ist nicht bekannt, wie die von lkaB katalysierten Cyclisierungen mechanistisch
ablaufen. Es wurden bereits verschiedene Reaktionsmoglichkeiten vorgeschlagen (Schema 09). Jedoch
ist die experimentelle Bestatigung dieser schwierig, da hierfiir das Intermediat 64 bendtigt wird. Zwar
kann dieses aus biologischen Experimenten mit hohem Arbeitsaufwand isoliert werden, jedoch ist die
gewonnene Substanzmenge flir eine umfassende Untersuchung nicht ausreichend. Eine chemische
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Synthese des Intermediats 64 ist daher wiinschenswert und sollte im Rahmen dieser Doktorarbeit
erfolgen, um eine ausreichende Menge an 64 fiir die anstehende enzymatische
Mechanismusaufklarung bereitstellen zu kdnnen. Dazukommend sollten mit Hilfe der Totalsynthese
verschiedene Derivate von 64 dargestellt werden, um die Substrattoleranz von lkaB zu erforschen und
auf diesem Weg neue PoTeM-Strukturanaloga durch chemo-enzymatische Synthese herstellen zu
kénnen.
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Ergebnisse und Diskussionen

Totalsynthese von Cycloheptamycin (13) und seinen Derivaten

Vorausgegangene Arbeiten und retrosynthetische Analysen

Die Aufgabenstellung der , Totalsynthese von Cycloheptamycin® wurde bereits in einer gleichnamigen
Masterarbeit im Arbeitskreis Gulder bearbeitet.®? In dieser wurde der Ansatz verfolgt, ein
vereinfachtes Cycloheptamycin-Derivat 79 mittels einer spaten Makrolactonisierung darzustellen
(Schema 11). Zunachst wurde versucht, Heptapeptidsaure 80 durch eine Kombination aus Festphasen-
und Flissigphasenpeptidsynthese darzustellen. Dabei wurde das Pentapeptid 81 durch
Festphasensynthese und das Dipeptid 82 durch Flissigphasensynthese hergestellt. Jedoch schlug die
Kupplung der beiden Bausteine aufgrund der Instabilitdt des Dipeptids 82 fehl. Alternativ wurde eine
vollstandige Festphasensynthese ausgehend von Tryptophan-geladenem Harz 83 durchgefiihrt, um die
lineare Heptapeptidsdure 80, welche als vereinfachtes Modellsystem fungierte, darzustellen. 80 wurde
anschlieRend mittels Yamaguchi-Veresterung cyclisiert. Die finale tert-Butyl-Entschitzung des
Makrolaktons 84 verlief jedoch nicht erfolgreich und es kam dabei stets zu einer Ring6ffnung.

Sowohl die Kombination von Fest- und Flissigphasensynthese als auch die ausschlieBliche
Festphasensynthese haben Vor- und Nachteile und sollten im Rahmen dieser Arbeit evaluiert und
weiterentwickelt werden. Dazu sollte die in der Masterarbeit angefangene Synthese der
Modellsubstanz 79 zunichst abgeschlossen werden.®®? Ebenso ist die Fortfiihrung und Optimierung
der Synthesen von Aminosaurebausteinen notig. Es ist entscheidend einen synthetischen Zugang zu
anti-B-Hydroxynorvalin (85) zu erhalten. Wiinschenswert ware ebenfalls die Optimierung der
Synthesen von 5-Methoxytryptophan (86) und Boc-O-Methyl-D-tyrosin (87). Zwar konnen diese
Aminosauren erfolgreich dargestellt werden, jedoch liefern die bestehenden Synthesen
verbesserungswiirdige Ausbeuten und durchlaufen zeitaufwendige Reinigungsprozesse. Erkenntnisse
aus der Synthese der Modellsubstanz konnten moglicherweise auf die Darstellung des Naturstoffes 13
Ubertragen werden bzw. hilfreiche Hinweise fiir dessen Darstellung liefern. Neben der bereits in der
Masterarbeit untersuchten, spaten Makrolactonisierung sollen weitere Syntheseansatze getestet
werden.'®? Neue zu testende Ansitze wiren insbesondere die Synthese von geeigneten Vorstufen,
welche durch eine Makrolactamisierung oder eine chemo-enzymatische Cyclisierung in
Cycloheptamycin (13) umgesetzt werden kénnen.
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Schema 11. Ubersicht zu den durchgefilhrten Synthesen in der vorausgegangenen Masterarbeit. 82!

Retrosynthese von Cycloheptamycin (13) durch Makrolactoniserung

Fir die Darstellung von Cycloheptamycin (13) durch eine finale Makrolactonisierung wird die native
lineare Heptapeptidsdure 88 bendtigt. Diese sollte keine tert-Butyl-Schutzgruppe an der
Hydroxyfunktion des Hydroxynorvalins tragen, um die in den Vorarbeiten beobachtete Ringoffnung
wahrend der tert-Butyl-Entschitzung zu umgehen. Eine Schiitzung dieser Hydroxy-Gruppe ist fir die
Lactonisierungsreaktion vermutlich nicht notig, da ein evtl. entstehender, kleinere Cyclus einem 7-Ring
entsprechen wiirde, dessen Bildung energetisch nicht beglinstigt ist. Die Synthese des linearen
Heptapeptids 88 kann angelehnt an die vorausgegangene Masterarbeit auf zwei Wegen realisiert
werden: Zum einen kann die Synthese vollstindig durch Festphasenpeptidsynthese erfolgen.? Dazu
sollte vom Fmoc-5-Methoxy-L-tryptophan beladenen 2-Chlorotrityl-Harz 89 ausgegangen werden,
sodass 88 unter Verwendung einer Fmoc-Schutzgruppenstrategie vom C- zum N-Terminus mit den
entsprechenden Fmoc-geschitzten Aminosauren aufgebaut werden kann (Schema 12). Bendétigte
N-Methyl-Gruppen kénnen dabei in einer linearen Synthesesequenz direkt am Harz eingefiihrt
werden. Nach abgeschlossener Peptidsynthese kann eine leicht saure Abspaltung erfolgen, um die
gewiinschte Heptapeptidsdure 88 zu erhalten. Der Vorteil der Festphasensynthese ist, dass die fir
gewohnlich langwierigen und komplexen Aufarbeitungs- und Aufreinigungsschritte durch ein
mehrfaches Waschen des Harzes ersetzt werden kdnnen. Dies fihrt zu einer Vereinfachung und
Beschleunigung der Synthese. Jedoch ist die Festphasensynthese nicht frei von Nachteilen. Sie hat
einen hohen Materialaufwand, welcher zurlickzufiihren ist auf die bendtigten Mehrfachkupplungen
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mit hohen Aminosaureiberschiissen, um ausreichend hohe Ausbeuten zu erhalten. Dies ist
insbesondere bei kommerziell nicht erhdltlichen Aminosauren, wie B-Hydroxynorvalin und
5-Methoxytryptophan, unerwiinscht, da Ihre Herstellung arbeits-, kosten und zeitintensiv ist.
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Schema 12. Retrosynthetische Analyse von Cycloheptamycin (13) Uber Heptapeptidsdure 88 durch eine
Kombination aus Fest- und Fliissigphasensynthese oder vollstandiger Fliissigphasensynthese.

Dieses Problem kann umgangen werden, indem eine Kombination aus Festphasen- und
Flissigphasensynthese  durchgefihrt  wird. Hinzukommend besitzt diese konvergente
Synthesestrategie den Vorteil, dass sie es ermoglicht unterschiedliche Dipeptide aufzubauen und diese
mit dem unverdnderten Pentapeptid 81 zu kuppeln. Die Synthese verschiedener Cycloheptamycin-
Derivate fir Struktur-Aktivitdts-Untersuchungen mit Veranderungen im Bereich des Hydroxynorvalins
und des Methoxytryptophans kann somit aufgrund der modularen Vorgehensweise beschleunigt und
vereinfacht werden. Dazu kann die lineare Heptapeptidsdure 88 in ein N-terminales Pentapeptid 81
und ein C-terminales Dipeptid 90 unterteilt werden (Schema 12). Die Festphasensynthese des
Pentapeptids 81 ist bereits in der vorausgegangenen Masterarbeit beschrieben und basiert auf einer
Fmoc-Schutzgruppenstrategie.’®? Die dafiir nétigen Aminosduren und das beladene Harz 91 sind
kommerziell erhiltlich oder synthetisch einfach zugadnglich. Die Synthese des Dipeptids 90 und die
Zusammenfiihrung der beiden Bausteine soll in Fliissigphase erfolgen. In vorherigen Experimenten war
der Dipeptidbaustein nicht stabil und cyclisierte spontan unter Freisetzung von MeOH zum
entsprechenden Diketopiperazin. Dem soll nun entgegengewirkt werden, indem der Methylester
gegen einen Isopropylester ausgetauscht wird. Es wird angenommen, dass der Isopropylester aufgrund
seiner hoheren Stabilitat eine unerwiinschte Cyclisierung unterbindet und damit die Synthese der
Heptapeptidsdaure 88 ermoglicht.

Retrosynthese von Cycloheptamycin (13) durch Macrolactamisierung

Als Alternative zu einer Makrolactonisierung ware ebenso eine Makrolactamisierung durchfiihrbar.
Zwar wiéren fur die Synthese der benétigten Peptidestervorstufen mehr Syntheseschritte nétig, jedoch
koénnte eine vermutlich leichter aufbaubare Amidbindung in der Totalsynthese vorteilhaft eingesetzt
werden. Damit dieser Vorteil sein volles Potenzial entfalten kann, sollte es sich bei der aufzubauenden
Bindung um ein sekunddres Amid handeln. Ein retrosynthetischer Schnitt sollte entsprechend
zwischen der Saurefunktion des D-allo-Isoleucin und der Aminfunktion des B-Hydroxynorvalin getatigt
werden (Schema 13). Auf diese Weise konnen Vorstufen des Pentapeptid 81 und des Dipeptids 90,

deren Synthese bereits flir die Macrolactonisierungsexperimente geplant sind, in mehreren
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Syntheserouten verwendet werden und ein stufendkonomisches Vorgehen zulassen. Es musste
lediglich die Schutzgruppenstrategie den Bedirfnissen angepasst werden. So kdnnte das Benzyl-
geschitzte Pentapeptid 92 mit dem Cbz-geschitzten Dipeptid 93 zum Peptidester 94 umgesetzt
werden, um eine gleichzeitige Entschiitzung der Saure- und Aminfunktion hydrogenolytisch zum Ester
95 zu ermoglichen.

MeO
o
MeINH
M
o7 >N
N,
ey
Me O 95 Ri=H Ry=H Me
OH 43 94 R;=Cbz R,=Bn OMe
Me MeO

Schema 13. Retrosynthetische Analyse von Cycloheptamycin (13) Giber den Heptapeptidester 95.

Weiterhin ware die Makrolactamisierung des Peptidesters 96 moglich. Hier soll die Amidbindung
zwischen der Sdurefunktion des D-Tyrosins und der Aminfunktion des D-Alanins aufgebaut werden.
Peptidester 97 soll dafilir aus dem Tripeptid 98 und der Tetrapeptidsdaure 99 aufgebaut werden
(Schema 14). Es sollen wie schon zuvor die Benzyl-Schutzgruppe fiir die Saurefunktion und die Cbz-
Schutzgruppe fir die Aminfunktion eingesetzt werden, da dies eine milde und simultane Entschiitzung
zu Peptidester 96 ermoglicht. Das Tripeptid 98 soll aus dem literaturbekannten Dipeptid 100 sowie
dem Benzyl-geschiitzten Methyl-D-Tyrosin 101 dargestellt werden und das Tetrapeptid 102 kann
konvergent aus dem Dipeptid 103 sowie dem bereits in der Macrolactonisierung genutzten Dipeptid
90 synthetisiert werden.
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Schema 14. Retrosynthetische Analyse von Cycloheptamycin (13) aus dem Heptapeptidester 97 mit der
Synthesestrategie fiir Tripeptid 98 und Tetrapeptid 99.

Retrosynthese von Cycloheptamycin (13) durch chemo-enzymatischer Cyclisierung

Neben einer vollsynthetischen Darstellung von Cycloheptamycin (13) ist eine chemo-enzymatische
Totalsynthese denkbar. Unter Verwendung der klonierten und heterolog produzierten
cyh-Thioesterase sollen unter geeigneten Bedingungen die Peptidthioester 104 und 105 biokatalytisch
umgesetzt werden. Im nativen NRPS ist die Peptidvorstufe an den PPant-Arm der terminalen PCP-
Domédne gebunden und wird der TE-Doméne als Substrat prasentiert. Um die Erkennung der
Peptidester durch die Thioesterase in den spateren Enzymassays zu gewahrleisten, wurde SNAC
aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zum PPant-Arm der PCP-Doméne als eine Thiolkomponente
gewahlt. Ebenso wurde basierend auf den Erkenntnissen von Sieber et al. Thiophenol eingesetzt.®3!
Hier konnte gezeigt werden, dass es Peptidylthiophenolestern trotz ihrer strukturellen Unterschiede
zum PPant-Arm moglich ist auf die TE Ubertragen zu werden. Dies wird mit den guten Eigenschaften
des Thiophenols als Abgangsgruppe begriindet. Die Synthese der Thioester 104 und 105 kann aus der
Heptapeptidsdure 88, welche fir die Makrolactonisierungsexperimente dargestellt werden soll,
erfolgen (Schema 15).
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Schema 15. Retrosynthetische Analyse zur chemo-enzymatischen Darstellung von Cycloheptamycin (13).

Retrosynthese von Cycloheptamycin Z (17)

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von Cycloheptamycin Z (17) zu Cycloheptamycin (13) ist es
naheliegend, die Synthese von Cycloheptamycin Z (17) an den bereits geplanten Synthesen des
Cycloheptamycins (13) zu orientieren. Es kdnnen so Bausteine, die bereits fir die Synthese eines der
beiden Naturstoffe verwendet wurden, gewinnbringend in der Synthese derjeweils anderen
Zielstruktur eingesetzt werden. Dies ermdglicht ein zeit- und ressourcenschonendes Vorgehen. So ist
es plausibel, dass der erste Bindungsbruch in der retrosynthetischen Analyse des Cycloheptamycins Z
(17) an der Esterbindung zwischen der Saurefunktion des D-allo-Isoleucins und der Hydroxyfunktion
des B-Hydroxynorvalins getéatigt wird (Schema 16). Die daraus resultierenden Fragmente sind das
Pentapeptid 81 und das Diketopiperazin 106. Die Synthese des Pentapeptids 81 ist bereits im Rahmen
der vorausgehenden Masterarbeit beschrieben worden und soll auch in der Synthese des
Cycloheptamycins (13) im Rahmen dieser Arbeit Verwendung finden.!®?! Auch der synthetische Zugang
zur Diketopiperazin-Grundstruktur ist bereits in der vorausgegangenen Masterarbeit beschrieben
worden.®? So kann die Erkenntnis, dass das Dipeptid 82 spontan zum entsprechenden Diketopiperazin
cyclisiert, in der Totalsynthese von Cycloheptamycin Z (17) genutzt werden. Es soll das
Diketopiperazin 106 aus der Cyclisierung des Dipeptids 107 dargestellt werden.
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Schema 16. Retrosynthetische Analyse zur Totalsynthese von Cycloheptamycin Z (17) durch Kupplung von
Pentapeptid 81 mit Diketopiperazin 106.

Auch kdénnen Zwischenstufen, die flr die Synthese des Peptidesters 97 geplant und bendtigt werden,
in der Darstellung des Cycloheptamycin Z (17) eingesetzt werden. In dieser Syntheseroute soll der
finale Schritt durch den Aufbau einer Amidbindung erfolgen und der erste Bindungsbruch findet
zwischen der Saurefunktion des D-Tyrosins und der Aminfunktion des D-Alanins statt (Schema 17). Die
entstehenden Fragmente sind das Tripeptid 108 und das Tetrapeptid 109. Das Tripeptid lasst sich aus
der Debenzylierung von Verbindung 98 darstellen, wahrend das Tetrapeptid 109 aus der Kupplung von
Dipeptid 103 und Diketopiperazin 106 zu 110 und dessen Cbz-Entschiitzung gebildet werden kann.

R=H ! I
R=Bn e 109 R=H
OMe 110 R=Cbz

Schema 17. Retrosynthetische Analyse von Cycloheptamycin Z (18) durch Kupplung von Tripeptid 85 und
Tetrapeptid 86.

Retrosynthese der Aminosdurebausteine

O-Methyl-D-tyrosin (87)

Die Methylierung der phenolischen Hydroxidfunktion des D-Tyrosins erfolgte in der vorausgegangenen
Masterarbeit (iber eine mono-Methylierung von Boc-D-Tyrosin (111) mithilfe von NaH und Mel zu Boc-
O-Methyl-D-tyrosin (87) (Schema 18).187 Zwar konnte der Phenolether 87 mit einer Ausbeute von 49%
als Hauptprodukt gebildet werden. Dennoch wurde als Nebenprodukt auch die Methylierung der
Saurefunktion beobachtet, sodass ein Gemisch aus einfach und doppelt methylierten Aminosauren
entstand. Ebenso wurde in geringeren Mengen die Bildung von N-methyliertem Tyrosin festgestellt.
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Entsprechend war aufgrund der Nebenprodukte und der Polaritdt von 87 eine zeitaufwendige
Aufreinigung an der MPLC notwendig.

OH NaH OMe
Mel

- DMF B
Boc. -~ OH RT 4 h Boc. -~ OH
N ’ N
H/\n/ T4 H/\n/
(e} 0}
111 87

Schema 18. O-Methylierung von Boc-D-Tyrosin (111) zu Boc-O-Methyl-D-tyrosin (87).

Um diese Nachteile zu umgehen, soll im Folgenden eine doppelte Methylierung von 111 sowohl an der
Saure- als auch an der Hydroxyfunktion zu Boc-geschiitztem Dimethyltyrosin 112 erfolgen, um sowohl
die Nebenproduktbildung zu umgehen als auch um die Aufreinigung an der MPLC durch eine einfache
Saulenchromatographie zu ersetzen (Schema 19). AnschlieRend kann 112 durch Verseifung,
Benzylierung und Boc-Entschiitzung in das gewlinschte Derivat 101 (iberflihrt werden.

OMe OMe OH
e J L

Cl ® ° ogn — Boc\N? OMe — Boc\N? OH
N N

0 0] 0]
101 112 11

Schema 19. Retrosynthetische Analyse zur Darstellung von Tyrosin-Derivat 101.

anti-B-L-Hydroxynorvalin (85)

Die Synthese von Hydroxynorvalin-Derivaten scheiterte bisher an der erfolglosen Swern-Oxidation von
Serinorthoester 113 zu Serinalorthoester 114 (Schema 20). Diese soll genauer untersucht und die
Fehlerquelle behoben werden. AnschlieRend soll die Synthese nach den von Andres et al. und
Blaskovich et al. publizierten Methoden weiterverfolgt werden. 486

OH 0]

DMSO, (COCl), 2
Et,N
Cbz\NJ;<O Cbz\NJ;(O
H Qo DCM H o
113 Me -78 OC_>0°C, 25h 114 Me

Schema 20. Zu optimierende Swern-Oxidation von Serinorthoester 113 zu Serinalorthoester 114.

Falls die Optimierung der Oxidation fehlschlagen sollte, konnte anti-Hydroxynorvalin (85) aus einer
flnfstufigen Syntheseabfolge mit der Sharpless-Dihydroxylierung als Schliisselschritt darzustellen sein.
Diese von Shao et al. fur die Synthese von allo-Threonin entwickelte Methode sollte analog auf die
Synthese von anti-Hydroxynorvalin (85) iibertragbar sein.®”’ Ausgehend von dem Benzyl-geschiitzten
Alken 115 wird eine Sharpless-Dihydroxylierung zu 116 durchgefiihrt (Schema 21). Um die korrekte
Stereochemie zu erhalten, muss hier der AD-a-Mix verwendet werden. AnschlieRend wird das Diol 116
in das Sulfat 117 Gberfiihrt. Das Sulfat, welches als regioselektive Abgangsgruppe die Inversion der
Stereochemie an der Cq-Position erlaubt, wird durch Azid substituiert und anschlieBend entfernt,
sodass Azidester 118 erhalten werden kann. Nach dessen Hydrierung sollte das freie anti-f3-L-
Hydroxynorvalin (85) stereoselektiv zuganglich sein.
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Schema 21. Retrosynthetische Analyse von anti-8-Hydroxynorvalin (85) unter Anwendung der Sharpless-
Dihydroxylierung.

N-Methyl-D-allo-isoleucin (120)

N-Methyl-p-allo-isoleucinmethylester (119) kann durch die Anwendung der Fukuyama-Aminsynthese
dargestellt werden.!®! Zunichst soll D-allo-Isoleucin (120) zum Methylester iiberfiihrt und mit einer
oNBS-Schutzgruppe geschiitzt werden (Schema 22). AnschlieRend soll das so erhaltene, doppelt
geschitzte Isoleucin-Derivat 121 mittels Mitsunobu-Reaktion am Amin zu 122 alkyliert werden, sodass
die N-methylierte Aminosdure 119 nach finaler oNBS-Entschiitzung erhalten werden kann.

s 1

Me O Me (e}
119 122

Schema 22. Retrosynthetische Analyse von N-Methyl-D-allo-isoleucin (119).

5-Methoxy-N-methyl-L-tryptophan (131)

Eine Synthese von 5-Methoxy-N-methyl-L-tryptophanmethylester (123) ist bereits in der
vorausgegangenen Masterarbeit etabliert worden.®? Mit Serin (124), 5-Methoxyindol (125) und Ac,0
konnte mittels elektrophiler aromatischer Substitution ein racemisches Gemisch aus N-Acetyl-5-
Methoxy-DL-tryptophan (126) dargestellt werden, welches anschlieBend durch eine L-Acylase in einer
kinetischen Racematspaltung enantiomerenrein zum 5-Methoxy-L-tryptophan (86) umgesetzt werden
konnte (Schema 23). Ein Nachteil dieser Synthese ist, dass die maximale Ausbeute wegen der
enzymatischen Racemattrennung auf 50% limitiert ist. Ebenso nachteilig ist, dass das Intermediat 126
und das 5-Methoxytryptophan (86) zeitintensiv mittels MPLC aufgereinigt werden missen.

MeO MeO,
L-Acylase, CoCl,
on A0 < NH NaN; ~ N
AcOH )J\ Phosphat-Puffer
70°C, 4 h pe” NS N O 37°C,24h N OH
Me 9, 0,
70% H 0 50% 0
126 86

Schema 23. Darstellung von 5-Methoxy-L-tryptophan (86).

Diese Nachteile konnen durch die doppelte Methylierung von Boc-5-Hydroxy-L-tryptophan (127) als
Startmolekiil verhindert werden, da nun die bendétigte Stereochemie bereits vorhanden ist und das
gebildete Intermediat 128 wegen seiner geringeren Polaritdit mit einer gewdhnlichen
Saulenchromatographie aufzureinigen ist (Schema 24). 128 kann anschlieBend mittels Fischer-
Veresterung bei gleichzeitiger Boc-Entschiitzung in den gewiinschte Isopropanolester 129 umgeestert
werden, welcher nach einer reduktiven Aminierung zu 130 umgesetzt werden soll und nach
anschlieRender Debenzylierung das N-methylierte Tryptophan-Derivat 131 liefert.[%!
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Schema 24. Retrosynthetische Analyse zur Darstellung von N-Methyl-5-Methoxy-L-tryptophan (131).

Synthese der Aminosaure-Bausteine

Synthese von O-Methyl-D-tyrosinbenzylester (101)

D-Tyrosin (132) wurde mit Boc,0 in einer Ausbeute von 96% Boc-geschiitzt. Das Boc-geschiitzte Tyrosin
111 wurde schrittweise mit KOH sowohl an der Saurefunktion als auch an der phenolischen
Hydroxidfunktion deprotoniert und mit Mel methyliert (Schema 25). Es wurde eine sehr gute Ausbeute
von 92% erreicht. Das doppelt methylierte 112 wurde nun mit wassriger LiOH-LOsung quantitativ zu
87 verseift, welches mit BnBr und K,COs in den Boc-geschiitzten Benzylester 133 mit einer Ausbeute
von 92% Uberfihrt wurde. Dieser wurde mit 4 M HCl/Dioxan-Lésung quantitativ in das Tyrosin-
Hydrochlorid 101 entschiitzt. Ausgehend von 132 konnte so in flinf Syntheseschritten das gewiinschte
Produkt 101 in einer sehr guten Gesamtausbeute von 80% dargestellt werden.
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Schema 25. Darstellung von O-Methyl-p-tyrosinbenzylester-Hydrochlorid (101).

Darstellung von anti-f3-Hydroxynorvalin (85)

Grignard-Additions-Methode

Zundchst wurde die Hydroxynorvalin-Synthese nach Vorlage von Andres et al. aus der
vorausgegangenen Masterarbeit versucht erfolgreich abzuschlieRen.!®284 Dazu wurde die Synthese ab
dem Orthoester 113 fortgesetzt, in dem die Cbz-Schutzgruppe durch zwei Benzyl-Gruppen ersetzt
wurde (Schema 26). Die Cbz-Entschiitzung erfolgte mit Pd/C unter H,-Atmosphare und verlief mit 95%
Ausbeute nahezu quantitativ. AnschlieRend wurde das Amin 134 mit BnBr und K,COs; mit einer
Ausbeute von 74% dibenzyliert. Die nun verfiigbare Zwischenstufe 135 wurde mittels Swern-Oxidation
oxidiert und der resultierende Aldehyd in einer anschlieRenden Grignard-Addition mit EtMgBr direkt
zum anti-Hydroxynorvalinorthoester 136 mit einer Ausbeute von 34% iiber zwei Stufen umgesetzt. Die
finale zweistufige Entschiitzung von 136 wurde durch eine saure Hydrolyse des Orthoesters eingeleitet
und durch eine basische Verseifung abgeschlossen, sodass das dibenzylierte anti-Hydroxynorvalin 137
mit einer Ausbeute von 68% synthetisiert werden konnte. SchlielRlich war es moglich, dass N-terminal
geschitzte 137 Uber vier Stufen mit einer Ausbeute von 16% aus dem Orthoester 113 darzustellen.
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Schema 26. Darstellung von N,N-Dibenzyl-anti-B-hydroxynorvalin 137 nach der Methode von Andres et al.!3

Aufgrund der nicht quantitativen Dibenzylierung von 134 und der nicht zufriedenstellenden Ausbeute
der Reaktionsabfolge aus Swern-Oxidation und Grignard-Addition an 135 wurde ebenso die
Hydroxynorvalin-Synthese von Blaskovich et al. getestet (Schema 27).8>%! Hier wurde der Cbz-
geschitzte Orthoester 113 direkt durch eine Swern-Oxidation in den entsprechenden Aldehyd
Gberfiihrt und anschliefend mittels Grignard-Addition das syn-Hydroxynorvalin 138 dargestellt. Dabei
konnte die Ausbeute der Swern-Oxidation mit anschlieBender Grignard-Addition von 34% fir das
dibenzylierte anti-Hydroxynorvalin 136 auf 49% fir das Cbz-geschiitzte syn-Hydroxynorvalin 138
verbessert werden. AnschlieRend wurde das syn-Hydroxynorvalin 138 durch aufeinanderfolgende
Oxidation mittels Swern-Oxidation und Reduktion mit LiBH. in das anti-Konformer 139 mit einer
Ausbeute von 67% Uberfiihrt. Abschliefend wurde der Orthoester 139 wie zuvor in einer zweistufigen
Entschiitzung entfernt und das Cbz-Hydroxynorvalin 140 konnte erhalten werden. Auf eine
Aufreinigung und Bestimmung der Ausbeute von 140 wurde aufgrund der geringen Ansatzgrolle
vorerst verzichtet.
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Schema 27. Darstellung von Cbz-anti-B-hydroxynorvalin (117) nach der Methode von Blaskovich et al.

Methode durch Sharpless-Dihydroxylierung

Alternativ wurde versucht eine Hydroxynorvalin-Synthese zu etablieren, in der die Sharpless-
Dihydroxylierung zur Einfilhrung der stereochemischen Information als Schliisselschritt angewendet
wurde (Schema 28). Begonnen wurde die Synthese mit der Benzyl-Schiitzung des trans-
disubstituierten Alkens 141 mit BnBr zu 115 in 97% Ausbeute. Anschliefend wurde unter Verwendung
des AD-Mix-a und Methansulfonamid die Sharpless-Dihydroxylierung in 96% Ausbeute durchgefiihrt.
Das erhaltene syn-Diol 116 wurde nun in einer zweistufigen Eintopfsynthese eingesetzt, um das
cyclische Sulfat 117 mit einer Ausbeute von 81% herzustellen. Zuerst wurde Diol 116 mit SOCI; in ein
cyclisches Sulfit Gberfiihrt, welches Ru-katalysiert mit NalO4 zum Sulfat 117 oxidiert wurde. Die Sulfat-

32



Gruppe agierte nun als regioselektive Abgangsgruppe und wurde unter Invertierung des
Stereozentrums an der a-Position durch ein Azid-lon nucleophil substituiert. Nach einer sauren
Hydrolyse des Zwischenprodukts mit Schwefelsdure wurde das Sulfat vollstandig entfernt, sodass der
Azidester 118 mit korrekter anti-Konformation in 95% Ausbeute synthetisiert wurde. Nun konnte das
gewdinschte anti-B-Hydroxynorvalin (85) durch Pd-katalysierte Hydrierung des Azids zum Amin und der
gleichzeitigen Debenzylierung in 96% dargestellt werden. AbschlieBend wurde das freie
Hydroxynorvalin 85 als Vorbereitung fiir die folgenden Synthesen in die Cbz-geschiitzte Verbindung
140 in 75% Ausbeute Uberfihrt. Ausgehend von 141 konnte so in sechs Syntheseschritten das
gewiinschte Produkt 140 in einer sehr guten Gesamtausbeute von 52% dargestellt werden.
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Schema 28. Darstellung von anti-f3-Hydroxynorvalin (85) mittels Sharpless-Dihydroxylierung.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde fiir die Synthese von Hydroxynorvalin 85 ausschlieBlich die
Route Uber die Sharpless-Dihydroxylierung gewahlt. Diese Entscheidung wurde aufgrund der hoheren
Gesamtausbeute, praktikabeleren Synthesen und der geringen Stufenzahl (unter Einbeziehung der
Synthese von 113) getroffen.

Darstellung von N-Methyl-allo-isoleucinester (119)

Fir die Synthese von N-Methyl-allo-isoleucinmethylester (119) wurde zunachst p-allo-Isoleucin (120)
mit SOCIl, in MeOH quantitativ zu Methylester 142 verestert (Schema 29). Anschliefend wurde die fiir
die Fukuyama-Mitsunobu-Methylierung benétigte oNBS-Schutzgruppe mit oNBS-Cl mit einer Ausbeute
von 87% eingefiihrt. Das erhaltene Sulfonamid 121 wurde mittels Mitsunobu-Reaktion unter
Verwendung von DIAD, PPh; und MeOH mit 91% Ausbeute methyliert. Die abschliefende
Entschitzung des N-methylierten Amins 122 erfolgte mit PhSH und K,COs zu 119 in einer guten
Ausbeute von 83%. N-Methyl-allo-isoleucinmethylester (119) konnte ausgehend von D-allo-Isoleucin
(120) Uber 4 Stufen mit einer Ausbeute von 66% synthetisiert werden

Me
oNBSCI DIAD,
EtsN MeOH, PhsP
—_—
DCM THF .
RT,18 h O3N RT,18h OyN
87% 91%
122
PhSH,
K,CO3
ACN
RT,4h

83%

Schema 29. Darstellung von N-Methyl-allo-isoleucinmethylester (119).
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Darstellung von 5-Methoxy-N-methyl-L-tryptophanester 131 und 146

Aufgrund der arbeitsintensiven und langwierigen Aufreinigung von 86 und 126 an der MPLC sowie der
synthesebedingten Limitierung einer maximalen Ausbeute von 50% durch die Racematspaltung wurde
angelehnt an die Synthese von O-Methyltyrosin 112 eine neue Synthese fiir 5-Methoxytryptophan-
Derivate konzipiert. Dazu wurde die Startverbindung 5-Hydroxy-L-tryptophan (143) ausgewahlt,
welche zu Beginn in 94% Ausbeute Boc-geschiitzt wurde (Schema 30). 127 wurde anschlieRend mit
KOH deprotoniert und mit Mel doppelt methyliert. Die Ausbeute von 128 betrug 60%. AnschlieRend
wurde Boc-5-methoxy-L-tryptophanmethylester (128) mit HCl N-terminal entschiitzt und basisch
aufgearbeitet, um nach Extraktion das freie Amin 144 in 73% Ausbeute zu erhalten. Das freie Amin ist
notwendig, um die darauffolgende reduktive Aminierung zur N-Methylierung des Tryptophans
durchfihren zu kénnen. Das Isopropyl-Derivat 129 wurden durch Umesterung und simultane Boc-
Entschiitzung von 128 durch die saure Fischer-Veresterung erhalten. Nach einer basischen Extraktion
konnte das freie Amin 129 mit einer Ausbeute von 82% isoliert werden. Im Vergleich zur vorherigen
Tryptophansynthese durch Racematspaltung konnte die Ausbeute erhoht und die Aufarbeitung
vereinfacht und zeitlich verkiirzt werden.
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Schema 30. Darstellung von 5-Methoxy-L-tryptophanestern 129 und 144 ausgehend von
5-Hydroxytryptophan (143).

AnschlieBend erfolgte die N-Methylierung mittels reduktiver Aminierung der Tryptophanester 129 und
144 (Schema 31). Dazu wurden zwei aufeinanderfolgende reduktive Aminierungen in einer
Eintopfsynthese kombiniert. Zundchst wurde das freie Amin mit Benzaldehyd und NaBHsCN benzyliert,
dann erfolgte die N-Methylierung mit Paraformaldehyd und NaBH;CN. Diese Sequenz lieferte fir den
Methylester 145 76% und den Isopropylester 130 62% Ausbeute. AbschlieBend wurde die Benzyl-
Gruppe in H,-Atmosphdre Pd-katalysiert quantitativ entfernt, sodass die N-methylierten 5-
Methoxytryptophan-Derivate 146 und 131 mit einer Ausbeute von 31% und 29% ausgehend von
5-Hydroxy-L-tryptophan (143) erhalten werden konnten.
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Schema 31. N-Methylierung der Tryptophanester 144 und 129.

Synthese eines linearen Heptapeptids 147 und 88 und ihre Makrolactonisierung

Synthese mittels Festphasenpeptidsynthese

Es wurde versucht, das lineare Heptapeptid 147 des vereinfachten Cycloheptamycin-Derivates 79
darzustellen. Es wurde mit der Aktivierung des 2-Chlorotrityl-Harzes durch SOCI, begonnen, welches
anschlieRend mit Fmoc-Trp im Beisein von Morpholin beladen wurde (Schema 32). Die Ausbeute der
Beladung von 82 wurde photometrisch bestimmt und betrug 59%. AnschlieBend erfolgte die weitere
Synthese des Peptids 147 entsprechend der allgemeinen Vorgehensweise zur Festphasensynthese
(siehe Kapitel ,Experimenteller Teil: Festphasensynthese). Fir die Kettenelongation an primaren
Aminen wurde als Kupplungsreagenz ein Gemisch aus HBTU/HOBt eingesetzt und die
Kupplungsreaktionen jeweils zweifach fiir 45 min durchgefiihrt. Weiterhin wurden die Harz-
gebundenen Aminosduren L-Tryptophan und D-allo-Isoleucin in einer dreistufigen Reaktionsabfolge
N-methyliert. Dazu wurden sie zunachst von der Fmoc- zur oNBS-Schutzgruppe umgeschiitzt, in einer
Mitsunobu-Reaktion mit DIAD, PPh; und MeOH N-methyliert und abschliefend die oNBS-Schutzgruppe
mittels DBU und EtSH entschiitzt. Fir die Kettenelongation an sekundaren Aminden wurde als
Kupplungsreagenzien HATU/HOAt verwendet und die Reaktionszeit der doppelt-durchgefiihrten
Kupplungen auf jeweils 3 h erhdht. Nach der erfolgten Synthese wurde das Peptid mit einer 10%igen
TFA-Konzentration vom Harz abgespalten.
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Schema 32. Beladung des 2-Chlorotrityl-Harzes mit Fmoc-L-Trp und Darstellung des linearen Heptapeptids 147
Uber Festphasenpeptidchemie.
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Eine Cyclisierung des linearen Heptapeptids 147 wurde mit der Yamaguchi-Veresterung erreicht
(Schema 33). Dazu wurde das Peptid 147 mit EtsN und TCBC aktiviert und in das gemischte Anhydrid
aus der Saurefunktion des Peptids 147 und TCBC tiberfiihrt. Das gemischte Anhydrid wurde Gber einen
Zeitraum von 5 h mit einer Flussrate von 13.3 pulL/min einer stark verdiinnten DMAP-LGsung zugetropft,
was zur Bildung der reaktiven N-Acylpyridiniumionspezies fihrte, welche schliefllich die Cyclisierung
zu 79 durchlief. Dabei erreichte das Reaktionsgemisch eine Endkonzentration von 103mmol/mL
bezogen auf das Peptid. Diese hohe Verdiinnung und die langsame Zugabe des gemischten Anhydrids
ermoglichte es eine moglichst niedrige Konzentration von reaktiven N-Acylpyridiniumionen in der
Reaktionslosung zu erzeugen, sodass eine Dimerisierung von zwei linearen Peptiden unterbunden
wurde. Die Ausbeute der Reaktion belief sich auf 8%.
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Schema 33. Cyclisierung vom Heptapeptid 147 zum Cycloheptamycin-Derivat 79 durch Yamaguchi-Veresterung.

Somit konnte an Modellsystem 79 gezeigt werden, dass eine Synthese von Cycloheptamycin (13) aus
dessen linearem Heptapeptid mittels Makrolactonisierung moglich ist. Auf eine weitere Optimierung
der Festphasensynthese und der darauffolgenden Cyclisierung wurde zunachst verzichtet. Dies sollte
bei der Synthese von Cycloheptamycin (13) und von weiteren Derivaten erfolgen. Da zu diesem
Zeitpunkt die Synthese des Bausteins anti-B-Hydroxynorvalin (85) nicht erfolgt war, wurde zunachst
versucht, das Derivat 148 darzustellen (Schema 34). Dazu wurde das mit Fmoc-L-Trp(5-OMe) beladen
2-Chlorotrityl-Harz 89 in der Festphasensynthese von 149 eingesetzt. Jedoch konnte die Synthese von
Heptapeptid 149 nicht fertig gestellt werden. Wahrend die N-Methylierung des Harz-gebundenen
Fmoc-L-Trp(5-OMe) (89) wie geplant verlief, konnte nach der ersten Kettenelongation das Aufkommen
eines Nebenprodukts beobachtet werden.
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Schema 34. Beladung des 2-Chlorotrityl-Harzes mit Fmoc-L-Trp(5-OMe) und Versuch zur Darstellung des linearen
Heptapeptids 149 Uber Festphasenpeptidchemie.

Neben dem zu erwartenden m/z von 627.8 flr das Dipeptid 150 konnte mittels HPLC-MS-Analyse ein
m/z von 482.9 detektiert werden (Abbildung 13). Auch im folgenden Elongationsschritt zur Kupplung
von Fmoc-D-allo-Isoleucin konnte ahnliches beobachtet werden. Es war zwar moglich, das Tripeptid
151 mit einem m/z von 740.9 zu detektieren, jedoch konnte ebenso ein Nebenprodukt mit einem m/z
von 572.0 detektiert werden. Dabei auffallend war, dass das gewilinschte Produkt stets um 145 Da
schwerer war als das jeweilig beobachtete Nebenprodukt. Da die einzige Veranderung im Vergleich
zur Synthese von 147 der Austausch des Tryptophan-Restes war, ldsst sich vermuten, dass das
eingebaute  5-Methoxytryptophan die  Reaktions- bzw. Abspaltungsbedingungen  der
Festphasensynthese nicht toleriert. Eine mogliche Erklarung ware der Zerfall des
5-Methoxytryptophans in Alanin mit der Abspaltung der Indol-Seitenkette. Dieser Zerfall wiirde die
auftretenden Massendifferenzen von Verbindung 150 zu 152 bzw. von 151 zu 153 erklaren und somit
mit den gemessenen Daten (ibereinstimmen.
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Abbildung 13. LCMS-Analyse der Produkte 150 und 151 sowie vermeintlichen Nebenprodukte 152 und 153 nach
dem ersten (oben) und zweiten Elongationsschritt (unten).

Eine grobe Abschatzung der Verhiltnisse von Produkten zu Nebenprodukten war anhand der UV/VIS-
Spur der LCMS-Analyse moglich. Wahrend nach dem ersten Elongationsschritt nur geringe Mengen an
Nebenprodukt 152 detektiert werden konnten, lag das Produkt-Nebenprodukt-Verhaltnis bereits im
zweiten Elongationsschritt bei ca. 1:1. Da bereits in einem so friithen Stadium der Festphasensynthese
diese Probleme zu beobachten waren, wurde die Synthese von 148 auf diesem Weg gestoppt und auf
eine weitere Verwendung von 5-Methoxy-L-tryptophan (86) in der Festphasensynthese verzichtet.
Stattdessen wurde versucht, den linearen Heptapeptid-Vorlaufer des Cycloheptamycins (13) bzw. von
Derivaten durch eine Kombination aus Festphasen- und Fliissigphasenpeptidsynthese zu
synthetisieren.

Konvergente Synthese aus Pentapeptid 81 und Dipeptid 167 bzw. 90

Aufgrund der Schwierigkeiten in der Festphasensynthese mit 5-Methoxytryptophan (86) enthaltenden
Peptiden wurde versucht, Cycloheptamycin (13) und Derivate aus zwei Fragmenten aufzubauen. Fir
diese Synthesestrategie wurde zunadchst Pentapeptid 81 an fester Phase hergestellt (Schema 35). Dazu
wurde bereits aktiviertes 2-Chlorotrityl-Harz mit Fmoc-D-allo-isoleucin beladen. Die Ausbeute betrug
79%. AnschlieBend wurde das Harz-gebundene Fmoc-D-allo-Isoleucin (91) Fmoc-entschiitzt,
N-methyliert und die Peptidkette schrittweise aufgebaut.
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Schema 35. Beladung des 2-Chlorotrityl-Harzes mit Fmoc-D-allo-lle und Darstellung des Pentapeptids 81 liber
Festphasenpeptidchemie.

Auf die Synthese folgende Analysen zeigten, dass 81 in zwei Isomeren vorliegt, da in LCMS-Analysen
zwei Signale mit sehr dhnlicher Retentionszeit mit einer dem Pentapeptid 81 zuzuordnenden m/z von
622.3447detektiert werden konnten (Abbildung 14).

310f v

RT [min)

Abbildung 14. Analytische HPLC-Analyse zur Isomerisierung des Pentapeptids 81.

Um herauszufinden, ob die Epimerisierung wahrend der Festphasensynthese stattfand oder ob das
Diastereomerengemisch durch den Einbau eines nicht enantiomerenreinen Aminosaurebausteins
gebildet wurde, wurden alle eingesetzten Fmoc-geschiitzten Aminosauren 154, 155, 156 und 157 mit
(-)-Menthol zu den Estern 158, 159, 160 und 161 derivatisiert (Schema 36). Lediglich fir das N-Formyl-
L-valin (162) schlug die Derivatisierung mit (-)-Menthol fehl. Daher wurde es stattdessen mit
D-Phenylalaninmethylester zu 163 umgesetzt. Mittels 13C-NMR-Spektroskopie und HPLC-Analyse
konnte gezeigt werden, dass die synthetisierten Aminosaurementholester enantiomerenrein sind.
Dies legt den Schluss nahe, dass alle eingesetzten Aminosduren vor der Festphasensynthese
enantiomerenrein vorlagen und die Epimerisierung von 81 im Laufe der Festphasensynthese
stattgefunden haben musste. Beim genaueren Untersuchen der einzelnen Zwischenstufen der
Festphasensynthese mittels HPLC-Analyse, war zu beobachten, dass der erste Hinweis auf
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Epimerisierung durch das auftreten von Doppelpeaks nach Einfiihrung und Fmoc-Entschiitzung des
Fmoc-D-Tyr(OMe)-Bausteins detektierbar war. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die
N-Methylierungsmethode Einfluss auf das Verhaltnis von Produkt zu unerwiinschtem Diastereomer
hatte. Dabei zeigte die N-Methylierung durch Fukuyama-Mitsunobu-Reaktion eine geringere
Epimerisierung im Vergleich zur Methylierung unter Verwendung von DBU und DMS. Daraus lasst sich
insgesamt schlieBen, dass die Epimerisierung bereits mit der N-Methylierung der ersten Aminosaure
beginnt und schliellich das erste Mal nach der Fmoc-Entschiitzung des Harz-gebundenen D-Tyrosins
Uber die gewdhlte analytische HPLC-Methode detektierbar war. In der Literatur ist die Racemisierung
von N-methylierten Aminosdurebausteinen im basischen beschrieben und wird mit dem Fehlen der
N-H-Bindung oder der freien Siure-Gruppe erklart. ®® Denn sowohl die N-H-Bindung als auch die
Saure-Gruppe deprotoniert in basischen Bedingungen vor der Co-H-Bindung. Durch das Deprotonieren
und ausbilden einer negativen Ladung an der Amin- bzw. Sdure-Funktion wird ein weiteres
deprotonieren an der Co-H-Bindung ungiinstig und unterdriickt. Da N-methylierte Aminosaureester
diese aciden Protonen nicht besitzen, kommt es unter basischen Bedingungen zu einer Deprotonierung
der Cq-Position und folglich zur Racemisierung. Somit kann mit den gewonnenen Erkenntnissen
angenommen werden, dass im Falle des Pentapeptids 81 die Epimerisierung an der C,-Position des
D-allo-Isoleucins stattfindet. Eine Optimierung der Synthese wurde durch das Erproben von
verschiedenen Fmoc-Entschiitzungsprotokollen im Verlauf der Festphasenpeptidsynthese getestet.
Dabei wurde die Dauer der Entschitzung und auch die Piperidin-Konzentration reduziert.
Abschliefend gelang es jedoch nicht, die Bildung von unerwiinschten Diastereomeren zu unterbinden.
Dennoch wurde die Synthese vorerst weiter genutzt. Das unerwiinschte Diastereomer wurde anfangs
durch praparative HPLC direkt nach der Synthese abgetrennt. Da dies aufgrund der anspruchsvollen
Trennung resultierend aus den sehr dhnlichen Retentionsverhalten jedoch mit hdoheren
Ausbeuteverlusten und zeitlichem Mehraufwand verbunden war, wurde in spateren Synthesen das
Pentapeptid 81 zunachst an der MPLC als Diastereomerengemisch aufgereinigt und weiterverwendet,
um in einer spateren Synthesestufe mit geeigneteren chromatographischen Trennungseigenschaften
eine ggf. bessere Trennleistung zu erreichen. Das unerwiinschte Diastereomer ware als Vorstufe zur
Synthese eines Epi-Cycloheptamycins zur Ermittlung von Struktur-Aktivitdtsbeziehungen ohnehin von
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Schema 36. Derivatisierung der verschiedenen Aminosdurebausteine mit (-)-Menthol oder b-PheOMe.

Nach erfolgreicher Etablierung der Synthese von Pentapeptid 81 wurden im Weiteren die
verschiedenen Dipeptid-Derivate dargestellt. Dazu wurden die Erkenntnisse aus den vorherigen
Experimenten der Masterarbeit in die neue Syntheseroute eingearbeitet: durch die Anderung der
Carboxyl-Schutzgruppe von einem Methylester zu einem stabileren Isopropylester sollte der
intramolekulare Angriff des freien Amins, welcher zur unerwiinschten Diketopiperazinbildung flihrt,
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unterbunden werden.!®? Als Testsystem wurde das Dipeptid 164 aus Threonin 165 und Tryptophan 166
mit dem Kupplungsreagenz HATU mit einer 78% Ausbeute aufgebaut und Pd-katalysiert unter
H,-Atmosphdre zum Amin 167 entschitzt (Schema 37). Mit dem Wechsel vom Methylester zum
Isopropylester konnte 167 in sehr guten Ausbeuten von 92% erhalten und die Diketopiperazin-Bildung
durch intramolekulare Cyclisierungen weitestgehend verhindert werden. Lediglich in vereinzelten
Ansatzen wurde die Bildung des entsprechenden Diketopiperazins in geringen Konzentrationen
beobachtet.
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Schema 37. Darstellung und Entschiitzung von Dipeptid 164.

Aufbauend auf diesen vielversprechenden Resultaten zu Modelverbindung 167 wurde das
Dipeptid 148, welches fiir die Synthese des Naturstoffs Cycloheptamycin (13) bendtigt wird,
dargestellt. Dazu wurde Cbz-HNV (140) mit MeTrp(5-MeO)OiPr (131) gekuppelt (Schema 38). Als
Kupplungsreagenzien wurden HATU oder EDCI in Kombination mit HOAT verwendet. Die hdchste
Ausbeute von 59% wurde dabei mit HATU erreicht, wahrend die Kupplung mit EDCl 47% Ausbeute
lieferte. Um die vereinzelte Diketopiperazinbildung, welche in der Synthese von 167 beobachtet
wurde, vollstandig zu unterbinden, wurde wahrend der Cbz-Entschiitzung von 168 der Reaktionslésung
zusatzlich HCl in Dioxan zugegeben. Das entschiitzte Amin wurde so in situ in das entsprechende
Ammoniumsalz Uberfiihrt, die Nucleophilie des Amins weiter reduziert und so die
Diketopiperazinbildung vollstandig unterbunden.
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Schema 38. Darstellung und Entschiitzung von Dipeptid 168.

Mit den nun verfligbaren Molekilfragmenten wurden im Anschluss die Heptapeptidester 169 und 170
dargestellt. Dazu wurde im basischen das isomerenreine Pentapeptid 81 mit HATU und HOAT in den
entsprechenden Aktivester (iberflihrt und mit der einmaligen Zugabe des Dipeptids 167 umgesetzt
(Schema 39). Die Ausbeute der Reaktion betrug fiir den Heptapeptidester 169 13%. Die niedrige
Ausbeute lasst sich zum Teil durch die Bildung eines ungewiinschten Diastereomers des
Heptapeptidesters 169, dessen Ausbeute bei 7% lag, sowie durch den niedrigen Reaktionsumsatz von
Pentapeptid 81 erklaren. Es konnten 60% des Startmaterials reisoliert werden. Unter Berlicksichtigung
des re-isolierten 81 ergibt sich fiir die Kupplungsreaktionen zu 169 eine Ausbeute von 33%. Dies war
auf die erneut beobachtbare Diketopiperazinbildung des Dipeptids 167 unter Kupplungsbedingungen
zurickzufihren, welche zwar unter den neutralen Reaktionsbedingungen der Cbz-Entschiitzung
ausreichend unterdriickt werden konnte, jedoch im basischen Milieu der Peptidkupplung erneut
auftrat. Bei der Kupplung von Pentapeptid 81 und Dipeptid 90 wurde versucht dies zu berlicksichtigen
indem die Reaktionszeit fiir die Aktivesterbildung verlangert und das Dipeptid 90 in mehrfachen
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kleineren Portionen der Reaktion zugegeben wurde. Dies sollte eine ausreichende Konzentration an
Pentapeptidaktivester gewdhrleisten und ein schnelles Abreagieren des frisch zugegebenen
Dipeptids 90 ermdglichen, bevor es lUiberwiegend cyclisierte. Diese Anpassungen fihrten schlieflich
dazu, dass der Heptapeptidester 170 als Diastereomerengemisch mit einer Ausbeute von 30% isoliert
werden konnte. Somit konnte die Ausbeute des Isomeren-gemisches 169 von 20% auf 30% fir 170
verbessert werden. Auf eine Trennung der Diastereomere von 170 wurde zundchst verzichtet, da
davon ausgegangen wurde, dass es nach der anschlieRenden basischen Esterverseifung erneut zur
Ausbildung von Isomerengemischen kommen wirde.
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Schema 39. Kupplung des Pentapeptids 81 mit dem Dipeptid 167 bwz. 90 und Verseifung der Heptapeptid-
ester 169 bzw. 170.

Die Verseifung beider Heptapeptidester 169 und 170 erfolgt unter Verwendung von wassrigem LiOH
und war quantitativ. Dabei konnte beobachtet werden, dass sowohl fiir 171 als auch 88 erneut
Stereoisomerengemische bestehend aus jeweils 4 Diastereomeren gebildet wurden. Mit der
Ubertragung der Kenntnisse aus der Isomerisierung des Pentapeptid 81 auf die Heptapeptide 171 und
88 lasst sich schlussfolgern, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit die N-methylierten Aminosauren p-allo-
Isoleucin und 5-Methoxy-L-tryptophan an der Cq-Position isomerisiert sind. Auf eine Trennung der
Isomere wurde wegen der kleinen Substanzmengen vorerst verzichtet, um die anschlieBende
Macrocyclisierung mit groReren Substanzmengen durchfiihren zu kénnen. Ferner wéren die
Diastereomeren Cyclisierungsprodukte als neue Derivate von Cycloheptamycin (13) fir biologische
Untersuchungen ohnehin von Interesse. Die Cyclisierung des als Testsystem konzipierten
Heptapeptids 171 wurde bereits im Kapitel ,Synthese Uber Festphasensynthese” beschrieben. Als
Methode fiir die Cyclisierung des Heptapeptid 88 wurde diese bereits etablierte Yamaguchi-
Veresterung sowie zusatzlich durch die Shiina-Makrolactonisierung mit der Verwendung von MNBA als
Aktivierungsreagenz und DMAP als nucleophilen Katalysator verwendet (Schema 40). In beiden Fallen
wird die Synthese durch die Uberfiihrung des Heptapeptids 88 in das entsprechende gemischte
Anhydrid eingeleitet. AnschlieRend wird das gemischte Anhydrid von DMAP nucleophil angegriffen,
sodass ein Acylpyridinium-lon gebildet wird, welches durch den intramolekularen Angriff der Hydroxy-
Gruppe des Threonins in den gewlinschten Ester umgesetzt wird. Dabei handelt es sich bei den
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einzelnen Reaktionsteilschritten um Gleichgewichtsreaktionen, lediglich der letzte Schritt, die
Cyclisierung, verlduft irreversibel.
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Schema 40. Cyclisierung von Heptapeptid 88 zu Cycloheptamycin (13) mittels Yamaguchi-Veresterung und
Shinna-Makrolactonisierung.

Sowohl die Yamaguchi-Veresterung als auch die Shiina-Makrolactonisierung wurden im TestmaRstab
von 7 mg mit dem zuvor erhaltenen Isomerengemisch durchgefiihrt und dhnelten einander in ihrem
Resultat basierend auf hochauflésenden LCMS-Untersuchungen (Abbildung 15).
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Abbildung 15. LCMS-Analyse der Shiina-Makrolactonisierung (oben) und Yamaguchi-Veresterung (unten) von
linearem Heptapeptid 88 zu Cycloheptamycin (13).

So war es moglich, die Bildung des cyclisierten Endprodukts in geringen Mengen mit dem erwarteten
m/z von 949.5030 nachzuweisen. Eine Bildung von Dimeren oder auch anderer Nebenprodukte konnte
in beiden Fallen nicht beobachtet werden. Stattdessen konnte eine gréRBere Menge des noch linearen
Startmaterials mit einem m/z von 967.5133 detektiert werden. Eine Isolierung des Produkts war
aufgrund der kleinen AnsatzgréRBen und der geringen Produktbildung vorerst nicht méglich. Hierfur
ware eine weitere Optimierung der Reaktion nétig, da beide Makrolactonisierungen einen zu geringen
Reaktionsumsatz hatten. Dieser ist moglicherweise bedingt durch die starke Verdiinnung der
Reaktanten. Eine Erhohung der Reaktionskonzentration konnte zu einer Verbesserung des Umsatzes
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flhren. Jedoch ist weiterhin zu beriicksichtigen, dass bei einer zu konzentrierten Reaktionslosung die
Bildung von Dimeren als Nebenprodukte stattfinden kann. Ebenso denkbar ist, dass die Aktivierung
des Heptapeptids 88 erfolgreich verlief, aber der finale und irreversible Cyclisierungsschritt trotz
eingesetzter Katalysatoren durch eine zu hohe Aktivierungsenergie wegen bspw. sterischer Effekte
gehemmt war. Hier konnte eine Erhohung der Reaktionstemperatur die Produktbildung steigern.
Somit konnte zwar gezeigt werden, dass die chemische Darstellung von Cycloheptamycin (13) mit den
gewdhlten Methoden prinzipiell moglich ist, die Makrolactonisierungen jedoch weiterer
Optimierungsarbeiten zur Erhéhung der Ausbeute bendétigen. Dies war aufgrund von Zeitmangel zum
Ende dieses Projekts leider nicht mehr moglich.

Synthese von Peptidestern 178 und 97 zur Makrolactamisierung

Es konnte gezeigt werden, dass die Makrolactonisierung vom linearen Heptapeptid 88 zu
Cycloheptamycin (13) moglich ist, jedoch aufgrund der niedrigen Ausbeuten weitere Optimierungen
notig sind. Eine alternative Maoglichkeit konnte sein, Cycloheptamycin (13) durch eine
Makrolactamisierung darzustellen.

Synthese eines Heptapeptidesters aus Pentapeptid 92 und Dipeptid 152

Ausgehend von den bereits synthetisierten Zwischenstufen und kommerziell erhiltlichen Bausteinen
wurde versucht, die Cyclisierung von Cycloheptamycin (13) durch den Aufbau einer Amidbindung
zwischen der Sdurefunktion des D-allo-Isoleucins und der Aminfunktion des Hydroxynorvalins zu
realisieren. Dazu wurde zunidchst Peptid 172 als Testsystem entwickelt, welches statt
anti-B-Hydroxynorvalin bzw. 5-Methoxytryptophan die kommerziell-erhéltlichen Aminosauren
Threonin bzw. Tryptophan enthielt. Die Synthese wurde mit der Darstellung des Dipeptids 173 aus dem
doppelt geschitzten Threonin 174 und dem Tryptophan-Derivat 175 begonnen (Schema 41). Als
Kupplungsreagenz wurde dabei HATU verwendet, was eine Reaktionsausbeute von 81% lieferte. Das
Dipeptid 173 wurde anschlieBend mit Lithiumhydroxid zur Sdure 176 mit einer Ausbeute von 97%
verseift.

HATU, HOAT o AL o < NH
DIPEA H LiOH H
Cbz. TomE - cer N OBt ——— N, A\ OH
Cbz N THF/H,0  ©PZ \

Me O RT,18h Me O RT, 18 h o)

81% BnO Me 97% BnO Me

175 173 176

Schema 41. Darstellung und Verseifung von Dipeptid 173.

Parallel dazu wurde das Pentapeptid 81 geschiitzt, indem die C-terminale Sdurefunktion in einen
Methylester Uberfihrt wurde. Der Pentapeptidmethylester 177 fand aufgrund seiner schnellen und
einfachen synthetischen Zuganglichkeit in diesen Testuntersuchungen zur Macrolactamisierung
Verwendung und wurde mit Hilfe von DIC und DMAP mittels Steglich-Veresterung quantitativ
dargestellt (Schema 42). Unter erneuter Verwendung der Steglich-Veresterung wurde anschlieRend
die Saure des Dipeptids 176 mit der Hydroxyfunktion des Pentapeptids 177 in einer Ausbeute von 73%
verestert. Nun sollte die Entfernung der Cbz-Schutzgruppe und des Methylesters erfolgen. Begonnen
wurde mit der Cbz-Entschiitzung, welche Pd-katalysiert unter Wasserstoffatmosphare stattfand.
Massenspektrometrische Untersuchungen zeigten jedoch, dass diese nicht das gewtlinschte Produkt
178 lieferte. Stattdessen griff nun das freigesetzte Amin intramolekular die Esterfunktion zwischen
dem Tryptophan und dem Threonin an und bildete unter Freisetzung des Pentapeptidesters 177 das
Diketopiperazin 179 aus. Eine Stabilisierung der Esterfunktion ist aufgrund der strukturellen
Gegebenheiten nicht moglich. Stattdessen ware es denkbar gewesen, die Nukleophilie des Amins in
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situ durch die Uberfiihrung in das entsprechende Hydrochlorid-Salz temporar zu reduzieren und somit
moglicherweise die gewiinschte Zwischenstufe 178 zu erhalten. Da jedoch fir die finale
Makrolactamisierung dieses erneut in das freie Amin Gberfihrt werden misste, wiirde die schnelle
Diketopiperazinbildung mit der tendenziell langsameren Makrolactamisierung konkurrieren. Da dies
als nicht aussichtsreich bewertet wurde, wurde die Syntheseroute an dieser Stelle nicht mehr
weiterverfolgt.
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Schema 42. Darstellung von Peptidmethylester 177 und dessen Kupplung mit Dipeptid 176, sowie die
Entschitzung von 172 und der Zerfall des Heptapeptidesters 178 zu 177/179.

Synthese des Heptapeptidesters 120 aus Tripeptid 119 und Tetrapeptid 123

Eine weitere vielversprechende Alternative Cycloheptamycin (13) durch eine Makrolactamisierung zu
erhalten, ware eine finale Bindungsknipfung zwischen dem Amin des D-Alanins und der Saure des
D-Tyrosins. Die benétigte Vorstufe 97 kann dazu aus dem Tripeptid 98 und dem Tetrapeptid 99
dargestellt werden. Fir die Synthese des Tripeptids 98 sollte anfangs N-Formyl-L-valin (159) mit
L-Threonin-methylester (180) zu Dipeptid 181 gekuppelt werden (Schema 43). Obwohl diese Synthese
literaturbekannt ist, konnte sie nicht mit den zu erwartenden Ausbeuten reproduziert werden. Es
wurde eine nicht zufriedenstellende Ausbeute von 6% erreicht. Daraufhin wurde versucht Tripeptid 98
durch eine angepasste Reaktionssequenz zu synthetisieren. Es wurde zunachst Boc-L-Threonin (182)
mit dem Tyrosin-Derivat 101 mit einer Ausbeute von 63% zu 183 gekuppelt, welches nach einer Boc-
Entschitzung erneut versucht wurde mit N-Formyl-L-Valin (159) umzusetzen. Auch hier zeigte die
Reaktion eine niedrige Ausbeute von 5%.
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Schema 43. Darstellung von Dipeptid 181 und Tripeptid 98.

AnschlieBend wurde gepriift, ob die niedrigen Ausbeuten durch die Formylfunktion bedingt sein
kénnten, weshalb das Dipeptid 184 aus Boc-geschiitztem Valin 185 und Threonin 180 dargestellt
wurde (Schema 44). Die Ausbeute betrug 93% und zeigte auf, dass die niedrigen Ausbeuten bedingt
waren durch die Formylfunktion. Nach einer Verseifung des Dipeptids 184 konnte anschlieRend das
Tyrosin-Derivat 101 mit der Sdure 186 gekuppelt werden. Die Ausbeute betrug 89%. Um zum
gewdinschten Tripeptid 98 zu gelangen, wurde 187 Boc-entschiitzt und mit Ameisensaurephenylester
mit einer Ausbeute von 86% Uber 2 Stufen formyliert. Jedoch zeigte sich, dass das gebildete Tripeptid
98 starke Loslichkeitsprobleme besaR. Als Feststoff konnte es in den gangigen Losungsmitteln nicht
resolvatisiert werden, weshalb auf eine friihe Formylierung des Tripeptids 187 verzichtet wurde.
Stattdessen sollte diese als finaler Schritt nach vollstindigem Aufbau der gewiinschten
Cycloheptamycin-Molekdlstruktur erfolgen.
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Schema 44. Darstellung des Dipeptids 186 und der Tripeptide 187 und 98.

Das benotigte Tetrapeptid 99 wurde aus den zwei Dipeptiden 103 und 90 aufgebaut. Beginnend mit
der Darstellung des Dipeptids 103 wurde Cbz-D-Alanin (188) und N-Methyl-D-allo-isoleucinmethylester
(119) mit dem Kupplungsreagenz HATU mit einer sehr guten Ausbeute von 92% gekuppelt
(Schema 45). AnschlieBend wurde 189 im Basischen mit LiOH zu Sdure 103 verseift. Dabei kam es
jedoch zu einer Epimerisierung der Cy-Position vom allo-Isoleucin, da N-methylierten Aminosauren die
deprotonierbare N-H-Bindung fehlt, welche die Cq-Position vor Deprotonierung und Isomerisierung
schiitzt. o
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Schema 45. Darstellung von Dipeptid 103.

Im Weiteren wurde zundchst dennoch das epimerisierte 103 mit Dipeptid 90 (siehe Kapitel ,, Synthese
eines linearen Heptapeptids und Makrolactonisierung”) unter Verwendung von HATU und HOAT
gekuppelt (Schema 46). Die Ausbeute der Peptidkupplung betrug als Epimerengemisch 20%. In
massenspektrometrischen Untersuchungen konnte ebenso die Bildung von Diketopiperazin 106 als
Nebenprodukt beobachtet werden. Auf eine Trennung der Epimere wurde vorerst verzichtet, um mit
der geringen Substanzmenge die beschriebene Syntheseroute moglichst weit untersuchen zu kénnen.
AnschlieBend wurde das Tetrapeptid 102 erneut mit LiOH mit einer Ausbeute von 73% verseift, was zu
einer Isomersierung der N-methylierten Aminosauren an ihren Co-Positionen fiihrte. Die Sdure 99
wurde im Folgenden mit dem zuvor dargestellten Tripeptid 187 mittels der Steglich-Veresterung
verknipft. Nach Aufreinigung und lIsolierung des Hauptisomers von 98 wurde die Syntheseroute
vorerst ruhen gelassen, da nicht ausreichend Substanz (lediglich 1.5 mg) fir die Durchfiihrung und
Optimierung der weiteren Syntheseschritte vorhanden war. In einem erneuten Anlauf ware es sinnvoll
gewesen, die Methylester- und Isopropyl-Schutzgruppen der N-methylierten Aminosauren, D-allo-
Isoleucin und L-Tryptophan, durch tert-Butyl-Schutzgruppen auszutauschen. Diese hatten im Sauren
entfernt werden konnen, wodurch die Problematik der Epimerisierung unter basischen
Reaktionsbedingungen hatte unterbunden werden kénnen. Leider konnte dies aus zeitlichen Griinden
nicht mehr realisiert werden.

47



Me
NH \OH
HATU, HOAT Me Me O 'Y'e\)?\ )'V'\e
M Cbz. AN, N
e_ DIPEA R N0 e
DMF H H :
Me o ., 0 OMe
RT, 18 h Me 00
20% Me /

LiOH
THF/H,0

RT,12h
73%

MeO

Cbz\
HN
OH
/\e\\g 97
Me Me
Me

Schema 46. Darstellung des Tetrapeptids 99 und dessen Veresterung mit Tripeptid 187.

Chemo-enzymatische Totalsynthese von Cycloheptamycin (13)

Neben dem Versuch Cycloheptamycin (13) totalsynthetisch darzustellen wurde ebenso versucht eine
chemo-enzymatische Synthese durchzufiihren, indem der finale Makrolactoniserungsschritt von
Thioestervorldufern durch die cyh-Thioesterase katalysiert wird, welche aus dem NRPS des
Streptomyces sp. TU 6314 kloniert und rekombinant produziert wurde. Die Synthese der
verschiedenen Thioester erfolgte durch Veresterung der linearen Heptapeptidsduren 147 und 88 mit
dem einem geeigneten Thiol, SNAC oder Thiophenol (Schema 47). Als Kupplungsreagenz wurde PyBOP
verwendet. Die Ausbeute in der Thioesterbildung betrugen fiir 190 58% und fiir 191 21%. Die Thioester
104 und 105 wurden mittels praperativer HPLC aufgereinigt. Sie konnten jedoch nicht als
Reinsubstanzen isoliert werden, sodass die vorgereinigten Peptidgemische in den Enzymassays
verwendet wurden (Rohausbeuten 163% fiir 104 bzw. 124% flir 105).
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Schema 47. Darstellung der Thioester 190, 191, 104 und 105.

Der Thioesterase-Gen tragende E. coli Bapl Expressionsorganismus wurde freundlicherweise von Dr.
Z. Quian zur Verfligung gestellt. Die Synthese der Thioester 104 und 105, die Expression der
Thioesterase sowie die Durchfiihrung der Assays geschah in Zusammenarbeit mit M. Marek.®Y Der
Expressionsorganismus wurde in Flissigkultur (LB-Medium) angezogen und nach Erreichen der
gewinschten Zelldichte wurde die Expression der Thioesterase mit der Zugabe von IPTG induziert. Die
Inkubation erfolgte bei 16 °C fiir 18 h, wonach die Zellen durch Ultraschall lysiert und das Enzym mittels
Nickel-Affinitatschromatographie isoliert wurde. Nach anschlieBender Entsalzung und Konzentration
der Thioesterase-Losungen wurden sie zligig mit den zuvor synthetisierten Thioestern 190 und 191 in
HEPES-Puffer und den Thioestern 104 und 105 in MOPS-Puffer im Enzymassay umgesetzt, welche sich
an den literaturbekannten Methoden von Sieber et al. und Trauger et al. orientierten (Schema 48).183%2
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Schema 48. Enzymassays zur Synthese von Cycloheptamycin 13 und dem Cycloheptamycin-Derivat 79.

Die anschlieBenden LCMS-Analysen zeigten, dass im Falle der Thioester 190 und 191 kein Umsatz
stattgefunden hatte und die Bildung von Cycloheptamycin-Derivat 79 nicht zu beobachten war. Es
konnte lediglich nicht umgesetztes Startmaterial 190/191 detektiert werden. Im Gegensatz dazu
konnte in HRMS-Analysen der Enzymassays mit den Thioestern 104 und 105 das m/z von 949.4984,
welches dem Cycloheptamycin (13) entspricht, in geringen Mengen detektiert werden. Ebenso
konnten groRere Mengen der Vorlaufer 104/105 nachgewiesen werden. Das Verhiltnis von Edukt zu
Produkt konnte nicht durch UV/VIS-Detektion bestimmt werden, da die Substanzmenge zu gering fiir
eine Detektion war. Dennoch konnte durch den Vergleich von der Signalstarke des Eduktions mit dem
des Produktions erste Abschdtzungen zum Umsatz gemacht werden. Diese wurde auf 12% geschatzt.
Dies lasst den Schluss nahe, dass die chemo-enzymatische Synthese zwar erfolgreich verlief, die
Enzym-katalysierte Reaktion jedoch noch weitere Optimierungsarbeit bedarf. Zwar ist die Moglichkeit
einer selbststiandigen Cyclisierung ohne Enzymeinwirkung denkbar, sie wird aber aufgrund der
beobachteten Schwierigkeiten bei den Macrolactonisierungsreaktionen auf rein chemischem Weg
(siehe Kapitel ,Synthese eines linearen Heptapeptids zur Makrolactonisierung®) als sehr
unwahrscheinlich bewertet. Ein Grund fir die geringe Produktkonzentration kdnnte eine schnelle
Inaktivierung der Thioesterase aufgrund von beispielsweise allgemeiner Instabilitdt des Enzyms unter
den gewahlten Reaktionsbedingungen der Assays oder durch unerwiinschte Inhibition durch nicht
abgetrennte Nebenprodukte aus der Thioester-Synthese sein, da diese nicht vollstindig aufgereinigt
werden konnten (siehe oben). In weiteren Optimierungsreaktionen gilt es daher zu untersuchen, ob
eine Erhohung der Aktivitat durch die Veranderung der Reaktionsparameter und der Verwendung von
104 und 105 als Reinsubstanz maoglich ist. Weiterhin kénnten die fehlgeschlagenen Enzymassays der
Thioester 190 und 191 untersucht werden. Hier misste gepriift werden, ob die Veranderung in der
Pufferauswahl eine Produktbildung ermdglicht. Falls dies nicht der Fall sein sollte, kénnte der
strukturelle Unterschied zwischen den C-terminalen Aminosduren, Threonin versus Hydroxynorvalin
bzw. Tryptophan versus 5-Methoxytryptophan in 190/191 versus 104/105 ausschlaggebend fir die
ausbleibende Produktbildung sein. Denn in der Literatur ist beschrieben, dass das C-terminale Ende
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des zu cyclisierenden Peptids Einfluss auf die Substraterkennung von Thioesterasen haben kann.!?*!
Dies kdnnte durch den Austausch einer der beiden Aminosauren untersucht werden, um Substrat-
Enzym-Interaktionen naher zu beleuchten. Weiterhin kdnnte eine nicht optimale Substraterkennung
aus der nicht ausreichenden strukturellen Ahnlichkeit von SNAC oder Thiophenol mit dem nativen
PPant-Arm resultieren, welches durch die Verwendung eines langeren PPant-Arm mimenden Restes
oder CoA angepasst gelost werden kdnnte.

Totalsynthese von Cycloheptamycin Z (17)

Synthese durch Pentapeptid 81 und Diketopiperazin 106

Es sind verschiedene Moglichkeiten zur Darstellung von Cycloheptamycin Z (17) denkbar. Eine
stufeneffiziente Moglichkeit ware es, das in Kapitel ,Synthese eines linearen Heptapeptids zur
Makrolactonisierung” vorgestellte Pentapepid 81 mit dem entsprechenden Diketopiperazin 106
umzusetzen. Da bereits aus der vorrausgegangenen Masterarbeit die Synthese des spontan
cyclisierenden Dipeptidmethylesters 82 bekannt war, wurde daran angelehnt die Synthese von
Dipeptid 107 geplant (Schema 49).5? Es wurde das Cbz-geschiitzte Hydroxynorvalin 140 unter
Verwendung von Dipea, HATU und HOAT mit Tryptophan-Derivat 146 in 70% Ausbeute zu 107
amidiert. AnschlieBend erfolgte eine Cbz-Entschiitzung in pH-neutraler Reaktionslosung. Das
Dipeptid 107 durchlief nach der Cbz-Entschiitzung quantitativ eine intramolekulare Cyclisierung unter
Freisetzung von MeOH zum gewiinschten Diketopiperazin 106. AnschlieRend wurde unter
verschiedenen Reaktionsbedingungen versucht dieses mit dem Pentapeptid 81 zu verestern
(Tabelle 03).
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Schema 49. Synthese von Cycloheptamycin Z (17) durch Veresterung von Peptid 81 mit Diketopiperazin 106.
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Tabelle 03. Reaktionsbedingungen zur Synthese von Cycloheptamycin Z (17) aus Pentapeptid 81 und
Diketopiperazin 106.

Experiment Kupplungsreagenz Base Losungsmittel Produktbildung
1 DIC DMAP DCM Ja (Spuren)

2 MNBA/DMAP EtsN DCM/DMF Ja (Spuren)

3 TCBC/DMAP EtsN DCM/DMF Nein

4 BnOCI/DMAP EtsN THF/DMF Nein

5 HATU DBU DMF Nein

6 comMu MTBD DMF Nein

In den Experimenten 3 bis 6 konnte in massenspektrometrischen Analysen keine Produktbildung
nachgewiesen werden, lediglich unter den Reaktionsbedingungen 1 und 2 konnte Produktbildung in
sehr geringer Menge beobachtet werden. Es wurde in beiden Fallen versucht, das Produkt durch
praparative HPLC zu isolieren, was jedoch aufgrund der niedrigen Substanzmenge nicht gelang. Eine
mogliche Erklarung fir die niedrige Ausbeute der Veresterung kdnnte die zu geringe Reaktivitat des
sekundaren Alkohols in Kombination mit der GréRe des Diketopiperazin 106 und den damit
einhergehenden sterischen Effekten sein. Denn bereits in der vorausgegangenen Masterarbeit konnte
gezeigt werden, dass das Pentapeptid 81 bereitwillig mit Methanol in einer Steglich-Veresterung oder
mit der Aminfunktionen eines Threoninmethylesters in einer Amidkuplung reagierte.®?

Synthese durch Tetrapeptid 132 und Tripeptid 131

Um die Probleme aus der Kupplung des Pentapeptids 81 und Diketopiperazin 106 zu umgehen, wurde
eine alternative Vorgehensweise mit einer kleineren Saurekomponente erdacht. Es wurde das
Diketopiperazin 106 zunidchst mit dem isomerisierten Dipeptid 103 in einer Steglich-Veresterung
gekuppelt (Schema 50). Es konnte dabei die Bildung von vier Diastereomeren beobachtet werden, was
auf die N-methylierten Aminosauren und ihrer Anfalligkeit zur Epimerisierung an der C,-Position
zuriickzuflhren ist. Die Diastereomere wurden Uber praparative HPLC voneinander getrennt und die
Ausbeute des korrekten Diastereomers 110 betrug 7% bei einem Gesamtumsatz von 17%
(Abbildung 16).

[min]

Abbildung 16. HPLC-Chromatogramm zur Veresterung von 103 und 106 zu 110 mit der Markierung des korrekten
Diastereomers.

Die anschlieBende quantitative Cbz-Entschiitzung des Tetrapeptids 110 erfolgte im Beisein von HCl,
um eine intrameolekulare Diketopiperazinbildung zwischen dem D-Alanin und dem N-Methyl-allo-
isoleucin zu unterbinden (Schema 50). Das Hydrochloridsalz des Tetrapeptids 109 wurde nun mit dem
Benzyl-entschitzten Tripeptid 192 unter Verwendung von HATU mit einer Ausbeute von 55%
gekuppelt. AbschlieBend wurde das Peptid 193 in einer zweistufigen Reaktionsabfolge aus saurer Boc-
Entschitzung und finaler Formylierung mit Ameisensaurephenylester in Cycloheptamycin Z (17)
Uberfuhrt. Die Reaktion lieferte eine Ausbeute von 37% und ermdéglichte den NMR-spektroskopischen
Vergleich zwischen dem totalsynthetisch- und biotechnologisch-hergestellten
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Cycloheptamycin Z (17).13! Dieser zeigte die Identitit der beiden Proben und lieferte so einen
eindeutigen Beweis der Struktur des isolierten Naturstoffs. Eine vollstandige Zuordnung des NMR-
Spektrums ist in Tabelle 04 aufgelistet, mit der grafischen Darstellung ausgewahlter NMR-
Interaktionen in Abbildung 17.
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Schema 50. Darstellung von Cycloheptaymin Z (17) aus den Peptidbausteinen 192, 103 und 106.
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Abbildung 17. Ausgewdhlte COSY-Kopplungen (oben, schwarz hervorgehobenen Bindungen) und HMBC-
Kopplungen (unten, Pfeile).
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Tabelle 04. NMR-Daten von Cycloheptamycin Z (17) bei 600 MHz (*H) und 150 MHz (*3C).

Aminoséure Signal 'H[ppm] COSY, Mult. [J in Hz] 13C [ppm] HMBC
Val 1 8.09 d [2.6 Hz] 160.7
2 8.24 3,dd [9.1, 1.9] 1,3
3 4.38 2,4,dd [9.1, 6.0] 56.0 1,4,5,6,7
4 2.10-2.01 3,5,6, m 30.2 3,5,6,7
5 0.90 4,d [6.8] 19.0 3,4,6
6 0.86 4,d [6.8] 17.7 3,4,5
7 170.08
Thr 8 7.59 9,d [8.9] 7
9 4.67 8, 10, dd [8.9, 2.5] 56.9 7,10, 12
10 4.44-442 9,11, m 65.5 11
11 1.20 10, d [4.8] 20.2 9,10
12 168.6
p-Tyr(OMe) 13 8.67 14, d [9.0] 12,14
14 4.92 13, 15/15°, dt [8.8, 4.2] 51.6 15, 12, 21, 16
15 2.73 14, dd [13.5, 4.3] 38.5 14, 21,17
15° 2.86 14,15 dd [13.5, 4.1]
16 127.6
17 7.12 18, d [8.5] 130.9 15, 18, 19
18 6.58 17,d [8.7] 112.0 16, 19
19 157.4
20 3.55 S 54.3 19
21 169.9
p-Ala 22 9.09 23,d[7.5] 21, 23,24
23 5.04 22,24, p [6.9] 42.8 24,25
24 1.21 23,d [5.5] 17.5 23,25
25 173.5
Me-D-allo-ILE 26 2.90 S 28.1 25, 27
27 4.31 28, d [10.6] 62.8 26, 25, 28, 29, 30, 32
28 1.92-1.86 27,29,30, m 34.1 30, 26
29 0.74 28, d [6.6] 14.1 27, 28, 30,
30 1.12-1.01 28,31, m 24.2 27,28, 29, 31
31 0.80 30, t[7.2] 11.0 28, 30
32 169.7
HNV 52 7.88 36,d[2.1] 36,37,51
36 3.38 52, 33, dd [2.6] 56.0 33,34/34°,37
33 4.71 36, 34, 34, dt [11.7, 2.4] 76.8 32,35
34 -0.33 33,34/35,dq [11.8, 7.4] 17.3 33,35
341 -0.85 33, 34, 35, dq [8.3, 6.4] 17.3 35
35 0.19 34, 34/, t[7.3] 9.8 33, 34/34°
37 160.9
MeTrp(5-OMe) 38 3.05 S 31.6 37,39
39 4.13 40, 40, dd [5.0, 2.9] 60.7 40/40°, 51, 41
40 3.23 39, 40°, dd [14.9, 4.8] 25.9 39,41,42,44
40° 3.38-3.33 39,40, m 25.9 39,41,42,44
41 107.0
42 7.04 43, d [2.5] 125 41, 44, 45,
43 10.74 42,d [2.6] 41, 42, 44,
44 127.8
45 6.84 46, d [8.3] 130.8 46, 47
46 6.57 45, 49, dd [8.4, 2.4] 111.2 45, 47, 49
47 152.7
48 3.60 S 54.4 47
49 7.01 46, d [2.5] 99.5 46, 47, 50
50 130.1
51 166.4
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Totalsynthese von lkarugamycin-Biosyntheseintermediaten

Ikarugamycin (18) ist ein strukturell hochkomplexes Molekil mit einer breiten biologischen Aktivitat.
Es ist bemerkenswert, dass diese strukturelle Komplexitdit nur von den drei Enzymen, |kaA-C,
aufgebaut wird. Wahrend die Funktionsweise von lkaC bereits aufgeklart ist, stellt sich fiir die Enzyme
IkaA und lkaB weiterhin die Frage nach ihrer mechanistischen Arbeitsweise. Um diese untersuchen zu
kénnen, ist es hilfreich, Zugang zu den jeweiligen Enzymsubstraten zu haben. Da diese auf
biotechnologischem Weg gar nicht oder in nur sehr geringen Mengen zuganglich sind, sollte im
Rahmen dieser Arbeit eine Synthese fiir die verschiedenen Enzymsubstrate entwickelten werden.
Darlber hinaus sollten Derivate fiir die Untersuchung von Struktur-Aktivitdts-Beziehungen dargestellt
werden, um die Substrattoleranz der Enzyme zu testen.

Retrosynthetische Analyse von lkaA-Intermediat (64)

Es ist wiinschenswert fiir die Darstellung des IkaA-Intermediats 64 eine konvergente Synthesestrategie
zu entwickeln, in der die verschiedenen Synthesebausteine in den finalen Schritten der Synthese
zusammengefiihrt werden. Dadurch kdnnte eine mogliche zukiinftige Derivatisierung von 64, welche
flr die Erforschung der Biosynthese von Ikarugamycin (18) sowie zur chemo-enzymatischen Synthese
unnatlrlicher Intermediate hilfreich ware, effizient gestaltet werden. Insbesondere die
Langenvariationen der beiden Polyenseitenketten sowie die Funktionalisierungen der Ornithin-
Seitenkette sind hier von Interesse. Basierend auf diesen Vorhaben ldsst sich das IkaA-Intermediat 64
in drei verschiedene Bausteine aufteilen. Diese waren die Dodecapentenonyl-Seitenkette (rot), die
Ornithin-Tetramsaure (grin) und die Decatetraenonyl-Seitenkette (blau, Schema 51). Dabei kommt
der Tetramsaure eine besondere Bedeutung zu, denn sie fungiert als Bindeglied zwischen den Polyen-
Seitenketten und muss mit den nétigen funktionellen Gruppen ausgestattet werden, um deren
Installation zu ermoglichen.
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195 R;=Ph3PCH, R,=Boc

Schema 51. Retrosynthetische Analyse des IkaA-Intermediats (64) mit der Ornithin-Tetramsaure (grin), der
Dodecapentenonyl-Seitenkette (rot) und der Decatetraenonyl-Seitenkette (blau).

Zunachst sollte die Decatetraenonyl-Seitenkette an der C-3-Position der Tetramsaure aufgebaut
werden. Dazu sind verschiedene geeignete Methoden beschrieben.!®>*>! Als aussichtsreichste Option
wurde die Olefinierung durch eine Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion (HWE-Reaktion) oder eine
Wittig-Reaktion bewertet.®®8 Der je nach Olefinierungsreaktion benétigte Tetramsiurebaustein 194
bzw. 195 sollte mit E-Octatrienal (196) zu Polyentetramsdure 197 bzw. 198 umgesetzt werden
(Schema 51). AnschlieRend sollte nach einer vollstandigen Entschltzung zur Polytetramsédure 199 die
Amidbindung mithilfe von E-Dodecapentensdure (200) aufgebaut werden, um das gewtinschte IkaA-
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Intermediat 64 zu erhalten. Die gewahlte Reihenfolge, die Decatetraenonyl-Seitenkette zuerst zu
installieren, beruht auf den harscheren Reaktionsbedingungen der Olefinierungsreaktionen im
Vergleich zur Amidkupplung zur spateren Anbringung Dodecapentenonyl-Seitenkette.

Retrosynthetische Analyse der Tetramsdure 194 durch Synthese tiber Dieckmann-Kondensation

Die Tetramsaure 194 sollte lGber die Kombinierung der Synthesen von Healy et al. und Bockmann et al.
dargestellt werden.®*?! Dazu wurden bereits erste synthetische Arbeiten in der Arbeitsgruppe Gulder
durchgefiihrt.*? Hier wurde versucht, das Fmoc-geschiitzte Phosphonat 201 zu 202 zu cyclisieren,
was jedoch bislang fehlschlug (Schema 52). Es wurde angenommen, dass der Grund dafir
moglicherweise im Austausch der Cbz-Schutzgruppe, welche von Bockmann et al. verwendet wurde,
durch die Fmoc-Gruppe zu finden war. Deshalb sollte in dieser Arbeit der Einfluss der Seitenketten-
Schutzgruppe und die der Reaktionsbedingungen in der Cyclisierungsreaktion weiter erforscht werden.
Als  Schutzgruppe sollte dabei zundchst die Boc-Gruppe aufgrund der mild-sauren
Abspaltungsbedingungen genutzt werden.
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Fmoc NaOMe (R O O /J
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O O O _P
I Toluol/MeOH  (EtO), it
(HO)/P\VJL\/M\N OMe 24 h, RT NH
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Schema 52. Vorausgegangener Versuch zur Dieckmann-Kondensation von 201 zu 202.1%

Entsprechend der Vorarbeiten sollte Diethylphoshonoessigsaure (203) als Startmolekil genutzt und
unter Verwendung von Meldrumsdure sowie tert-Butylmercaptan in den B-Ketothioester 204
tberfiihrt werden (Schema 53).12%% Alternative Routen zur Synthese von 204 sind von Boeckman et al.
und Ley et al. publiziert worden, haben jedoch keine Vorteile zu der bereits in der Arbeitsgruppe Gulder
etablierten Methodik. %01

H H
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Schema 53. Retrosynthetische Analyse zur Synthese von Tetramsaurephosphonat (194) durch Dieckmann-
Kondensation.

Durch Kondensation des entsprechend geschiitzten Ornithin-Derivats 205 mit dem
B-Ketothioester 204 sollte Phosphonat 206 dargestellt werden, welches in einer abschlieRenden
Dieckmann-Kondensation zur Tetramsaure 194 cyclisiert werden sollte.

Retrosynthetische Analyse zur Synthese des IkaA-Intermediats 64 unter der Verwendung des
Bestmann-Ylids

Falls die Versuche zur Optimierung der Dieckmann-Kondensation erfolglos verlaufen sollten, wéare eine
kurze Route zur doppelt Boc-geschitzten Tetramsaure 198 durch die Kombination verschiedener
literaturbekannter Synthesen méglich.®®1% Der eingangs diskutierte Wunsch nach einer
konvergenten Synthese mit der Moglichkeit einer spaten Zusammenfihrung der beiden
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Polyenseitenketten mit der Tetramsaure ware dabei weiterhin erfillt, sodass eine Derivatisierung des
IkaA-Intermediats 64 effizient durchgefiihrt werden kdnnte. Die Synthese beginnt mit dem doppelt
Boc-geschitzen L-Ornithin 207, welches unter Verwendung von Meldrumsaure in Tetramsdure 208
umgesetzt werden soll (Schema 54). Anschliefend wiirde das Bestmann-Ylid an die C-3-Position von
Tetramsaure 208 addiert werden, um die Phosphorantetramsadure 209 darzustellen. Nun kénnte mit
E-Octatrienal (196) Uber eine Wittig-Reaktion die doppelt Boc-geschiitze Polyentetramsdure 198
dargestellt werden. Diese sollte nach einer Boc-Entschiitzung zu 199 mit der Polyensaure 200 unter
Ausbildung einer Amidbindung zu IkaA-Intermediat 64 umgesetzt werden kénnen. Somit ware 64 in
vier Synthesestufen ausgehend von kommerziell erhaltlichem Di-Boc-L-Ornithin (207) darstellbar.
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Schema 54. Retrosynthetische Analyse von 64 mit der Verwendung des Bestmann-Ylid.

Retrosynthetische Analyse zur Darstellung der Polyenbausteine 196 und 200 und Polyenthioester 217,
218,219 und 220

Die Synthesen der Polyenverbindungen fiir die Synthese von lkaA-Intermediat 64 stellen eine
Herausforderung dar, da lange Polyenketten lichtempfindlich sind sowie zu Oxidation und
Polymerisation neigen. Gliicklicherweise waren bereits erste Synthesen, welche auf der Arbeit von
Fischer et al. aufbauten, in der Arbeitsgruppe Gulder etabliert worden.[?%1%3] So war bereits die
Synthese von Octatrienal (196) aus Crotonaldehyd (210) durch eine Aldolreaktion durchgefiihrt
worden. Ebenfalls konnte aus derselben Reaktion das Dodecapentenal (211) gewonnen werden
(Schema 55). Die Reaktionsausbeuten von 196 und 211 sind zwar sehr niedrig, die Startmaterialien der
Reaktion jedoch glinstig und die Produktisolierung hinreichend einfach.

(@] Piperidin O (@]
MeMH 4>CH3COOH Me/\/W'LH + MeWH
210 50°C,3h 196 5% 211 0.8%

Schema 55. Vorausgegangene Arbeiten zur Synthese von E-Octatrienal (196) und E-Dodecapentenal (211).

211 sollte durch eine Oxidation des Aldehyds zur Polyensdure 200 weiter umgesetzt werden
(Schema 56). Dazu konnten biokatalytische, aber auch adaptierte synthetische Methodiken
herangezogen werden.'*1%] Ebenso sollte 200 iiber die Verseifung der Ester 212/213 dargestellt
werden kénnen. Der Aufbau dieser Ester ware sowohl durch einmalige als auch durch iterative
Olefinierung realisierbar. Im Falle der einstufigen Synthese kann E-Octatrienal (196) mit
Phosphonat 214 in einer klassischen HWE-Reaktion zu Ester 212 umgesetzt werden. In der
traditionellen iterativen Synthese von Polyenen ist es notwendig, den bei Kettenelongation mit
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Triethylphosphonoacetat (215) produzierten Ester fir die Folgereaktion in einen Aldehyd zu
tberfihren.'%  Dies geschieht (iber zwei Stufen. Zundchst wird der Ester mit einer
Aluminiumhydridverbindung zum entsprechenden Alkohol reduziert und danach wird der Alkohol mit
Braunstein zum Aldehyd oxidiert. Diese Sequenz aus Reduktion und Oxidation entfillt in der von
Dakarapu et al. weiterentwickelten und von Wunderlich et al. angewendeten Iridium-katalysierten
reduktiven HWE-Reaktion.!**”1%! Hier wird in einer zweistufigen Eintopfreaktion der benétigte Aldehyd
in situ gebildet und reagiert anschlieBend mit dem Phosphonat zum gewiinschten Olefin. Aufgrund der
vorteilhaften Stufenékonomie und der milden Reaktionsbedingungen, die auch die Synthese von
Polyen-B-ketothioestern tolerieren, sollte diese Methode ebenso Anwendung in dieser Arbeit finden.
So kénnte ausgehend von Sorbinsdureethylester (216) in drei Stufen der E-Dodecapentenethylester
(213) synthetisiert werden.
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Schema 56. Retrosynthetische Analyse zur Synthese des Polyen 200.

Um die Funktionsweise von des lkarugamycin-Biosyntheseenzyms |kaA in Enzymassays ndher
untersuchen zu kénnen, sollten weiterhin verschiedene Polyenthioester und Polyen-B-ketothioester
dargestellt werden. Es wurde sich fiir SNAC- und Thiophenol-Derivate entschieden. Im Falle des SNAC
war die strukturelle Ahnlichkeit zum PPant-Arm, dem nativen Bindungspartner der Polyene, fiir die
Auswahl auschlaggebend. Das Thiophenol hingegen weist zwar keine strukturelle Ahnlichkeit zum
PPant-Arm auf, jedoch ist der korrespondierende Thiophenolester reaktiver als das SNAC-Gegenstiick.
Diese Eigenschaft kdnnte sich vorteilhaft in der Ubertragung der Polyene auf das lkaA-Intermediat
auswirken und stellt eine sinnvolle Erganzung zum SNAC dar. Eine kurze und praktische Syntheseroute
fir die Polyenthioester 217 und 218 sowie 219 und 220 wdre mit bereits synthetisierten
Zwischenstufen realisierbar. Auf diese Weise sollte es moglich sein, in nur wenigen Schritten Zugang
zu den gewiinschten Derivaten zu erhalten. 217 und 218 kénnen so aus der Umsetzung der
Polyensdure 200 mit SNAC oder Thiophenol und einem geeigneten Kupplungsreagenz dargestellt
werden (Schema 57). In der Synthese des Polyen-B-ketothioesters 219 und 220 kénnte die von
Wunderlich et al. adaptierte reduktive HWE-Reaktion angewendet werden.’®”? Dazu wiirde
E-Octatrienethylester (221) mit Thioesterphosphonat 222 bzw. 223 olefiniert, wobei 222 bzw. 223
wiederum aus der Thiolyse von Phosphonat 224 mit SNAC oder Thiophenol zuganglich waren.
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Schema 57. Retrosynthetische Analyse zur Synthese der Thioester 217 und 218 sowie der Polyen-B-Ketothioester
219 und 220.

Darstellung der Polyenbausteine196 und 200 und Polyenthioester 217, 218, 219, 220

Synthese der Polyenbausteine 196 und 200

Die fur den Aufbau der Decatetraenonyl- und Dodecapentenonyl-Seitenketten bendétigten
Polyenbausteine 196 und die 211 wurden mit der bereits im Arbeitskreis Gulder etablierten Synthese
dargestellt.'%) Dazu wurde E-Crotonaldehyd (210) mit Essigsdure und Piperidin (iber eine
Knoevenagel-Reaktion umgesetzt (Schema 58). Je nach gewahlter Reaktionsdauer konnte die
Kettenlange der Polyene gesteuert werden. Um eine moglichst hohe Konzentration an 196 und 211 zu
erhalten, wurde die Reaktion nach 3 h gestoppt und durch Filtration wurden langere Polyenketten
entfernt. Wahrend das E-Dodecapentenal (211) durch eine Fallung in MeOH als roter Feststoff mit
einer Ausbeute von 0.4% erhalten wurde, musste das E-Octatrienal (196) zunachst einer
Vakuumdestillation und danach einer Sdulenchromatographie unterzogen werden. Es konnte mit einer
Ausbeute von 2% erhalten werden. Zwar sind die Ausbeuten dieser Reaktion niedrig, jedoch hat sie
den Vorteil, dass das als Startmaterial verwendete E-Crotonaldehyd (210) kostenglinstig ist. Damit ist
es praktikabel die Reaktion mit Ansatzen grofSer als 0.5 mol durchzufiihren und Produktmengen von
Gber 1 g bzw. 0.5 g flir 196 bzw. 211 zu erhalten. Beide Aldehyde waren bei -20 °C und dunkel gelagert
flr mehrere Tage stabil. Bei langeren Standzeiten konnte insbesondere bei 196 beobachtet werden,
dass sich in THF unl6sliche Nebenprodukte bildeten, die moglicherweise aus intermolekularen
Polymersationsreaktionen des Produkts stammten. Bei der Weiterverwendung aller Polyene wurde
deshalb stets auf eine Abdunkelung der ReaktionsgefaRe geachtet.

(o] Piperidin (o] (6]
Me/\)kH CH;COOH MGWH Mo NSNS
210 50°C,3h 196 2% 211 0.4%

Schema 58. Darstellung von E-Octatrienal (196) und E-Dodecapentenal (211).

Weiterhin wurde versucht, die von T. Stimpel bereits begonnen Arbeiten zur biokatalytischen
Oxidation von Aldehyd 211 zur Siure 200 fortzusetzen (Schema 59).[1%1%4 Es wurde das Bakterium
Acetobacter Acetiin gefriergetrockneter Form von der DSMZ erworben und in zwei separaten Anldufen
versucht, entsprechend der Anweisungen der DSMZ, die Bakterien auf festem sowie alternativ in
flissigem YPM-Ndhrmedium anzuziichten. Die Versuche reproduzierten die Ergebnisse, die bereits von
T. Stimpel erbracht worden waren. In beiden Anldufen konnte kein Bakterienwachstum im flissigen
Medium festgestellt werden. Auf den Agarplatten wuchsen wenige Kolonien an. Jedoch waren diese,
wenn sie zum Animpfen von Flissigmedium genutzt wurden, nicht in der Lage, sich zu vermehren. Eine
Fehlerquelle konnte nicht ermittelt werden und auf den Erwerb weiterer Kulturen wurde verzichtet.
Da bereits in vorherigen Versuchen, selbst das Animpfen mit aktiver Flissigkultur, zugesendet durch
die DSMZ, nicht erfolgreich verlief, wurde auf die biokatalytische Oxidation von 211 verzichtet.
Alternativ wurde eine chemische Oxidation nach der Vorschrift von Yu et al. versucht (Schema 59).1%!
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Die Reaktion wurde bei 50 °C unter O,-Atmosphéare oder Luft in Wasser durchgefiihrt. Obwohl das
Edukt 211 bei RT in Wasser nicht 16slich ist, ware eine geringe Loslichkeit bei erhéhten Temperaturen
vorstellbar. Ebenso wurde in der Publikation die Oxidation von Substraten beschrieben, die ebenfalls
schwerwasserloslich sind. Dies und die einfache Zuganglichkeit des Katalysators lieRen einen Test
dieser Methodik attraktiv erscheinen. Dafiir musste zunidchst der Eisen/Molybdat-Kataysator
[N(C4Ho)a]3[FeM06O15(OH)3{(OCH2)sCNH:}] (225) in zwei Schritten ausgehend von
Ammoniumheptamolybdat und Eisensulfat hergestellt werden.®! Die anschlieRende Oxidation mit
dem Aldehyd 211 wurde analog zur publizierten Oxidation von Sorbinaldehyd zu Sorbinsaure
durchgefiihrt, jedoch konnte kein Reaktionsumsatz mit 211 beobachtet werden. Dies ist aller
Wahrscheinlichkeit begriindet in der fehlenden Léslichkeit des Substrats in Wasser.

Acetobacter aceti
(0] (0}
Me\\\\\H_ _>Me\\\\\OH
21 225 200
H,O
50 °C, 18 h

Schema 59. Versuche zur Oxidation von Aldehyd 211.

Im weiteren Verlauf wurde auf die Oxidation des E-Dodecapentenals (211) verzichtet. Stattdessen
wurde der Aufbau der Polyensaure 200 (iber die Zwischenstufe 212 geplant, welcher durch eine HWE-
Reaktion des Phosphonats 214 mit E-Octatrienal (196) dargestellt wurde (Schema 60). Da 196 bereits
verfligbar war, musste lediglich das Phoshonat 214 synthetisiert werden. Dies erfolgte durch eine
Arbusow-Reaktion von Bromidester 226 mit Triethylphosphit mit einer sehr guten Ausbeute von 96%.
AnschlieBend konnte das Phosphonat 214 mit E-Octatrienal (196) in einer Ausbeute von 20% olefiniert
werden. Die abschlieRende Verseifung von Ester 212 erfolgte unter Riickfluss in 5% methanolischer
Kaliumhydroxid-Losung und lieferte Polyensdaure 200 in einer Ausbeute von 20%. Die niedrige
Ausbeute der Verseifung ist unter anderem auf die schlechte Handhabbarkeit aufgrund der sehr
niedrigen Loslichkeit von 212/200 zurtickzufuhren. So war es nicht maoglich, die Verbindungen wahrend
der Verseifung bei erhohter Temperatur vollstdandig in Losung zu bringen. Eine Extraktion nach dem
Ansduern mit wassriger HCI-Lésung schlug fehl, da 200 vollstindig ausfiel und in keinem
Phasentrennung erzeugenden Losungsmitteln mehr aufnehmbar war, weshalb es schlielRlich durch
Fallung und Filtration isoliert wurde. Diese verlief jedoch nicht optimal, da die feinverteilte und geringe
Substanzmenge aufgrund ihrer klebrigen Beschaffenheit nicht ohne Substanzverluste in ein geeignetes
GefaB Giberfihrt werden konnte.

X /\/\/\/\/\)J\
BN ANy 130°C, 350 (EI0) OMe  THF  Me™ NN NN ope
226 96% 214 0°C=RT,3.5h 212
20% KOH
MeOH
/\/\/\/\/\)?\ Yo
0,
Me N e e YN OH 24%
200

Schema 60. Darstellung der Polyensaure 200 ausgehend von Ester 226.

Ebenso wurde die Synthese von 200 liber einen iterativen Aufbau mittels zweistufiger reduktiver HWE-
Reaktion getestet. Als Startmolekil wurde E-Sorbinsdureethylester (216) verwendet. Dieses wurde
zunachst unter Verwendung von Diethylsilan Iridium-katalysiert zum O,O-Silylacetal 227 reduziert
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(Schema 61). Im zweiten Schritt wurde mit der Zugabe von Kaliumtrimethylsilonat und
Triethylphosphonoacetat (215) die Olefinierung eingeleitet. Es wird vermutet, dass das Kaliumsilonat,
welches als Lewis-Base fungiert, an das O,0-Silylacetal 227 unter Ausbildung des penta-koordinierten
Siliziums 228 anlagert und schlieBlich zum Aldehyd 229, Ethanolat und einem Siloxan fragmentiert.[%8!
Der Aldehyd 229 reagierte in einer klassischen HWE-Reaktion , sodass das gewilinschte
E-Ethyloctatrienoat (221) ausgehend von 216 mit einer Ausbeute von 58% hergestellt werden konnte
(Schema 61).

Bt f
i . Et K
o +[IrCl(coe),],, oSl Et (MeO)3S|%\SVi,\Et
+SiH,Et, /\/\)\ +KOSiMe; 10
Mewj\oa e e NN o /\/\H)\
216 -[IrCl(coe)zl, 227 Me OEt
228
-KOEt

-(Me0);SiOSiH(OEt),
+215
0 0

oL +KOSi(OMe)s
Me OEt WJ\H

-(EtO),PO,K Me
221 -(MeO);SiOH 229

Schema 61. Darstellung von E-Ethyloctatrienoat (221) durch Iridium-katalysierte reduktive HWE-Reaktion.

Mit analogem Vorgehen wurde die Polyenkette Schritt flr Schritt erweitert. Wahrend die Synthese
und Aufreinigung des E-Ethyldecatetraenoats (230) mit einer Ausbeute von 60% problemfrei verlief,
konnte E-Ethyldodecapentenoat (213) sdulenchromatographisch nicht mehr von den
Siloxanverunreinigungen getrennt werden (Schema 62). Die steigende Kettenlange wirkte sich negativ
auf das Trennverhalten aus, welches auch mit dem Testen verschiedener Laufmittelgemische nicht
verbessert werden konnte. Ebenso war eine reversed-phase Aufreinigung von 213 aufgrund der
schlechten Lo6slichkeit in polaren Losungsmitteln und wegen der hohen Affinitdat zum C18-
Saulenmaterial nicht wiinschenswert. Um groRere Produktverluste zu vermeiden und weil die
Verunreinigungen wenig bis keinen Einfluss auf die folgende Reaktion haben sollte, wurde 213 ohne
zusatzliche Aufreinigung verseift. Die Aufarbeitung der Esterentschiitzung verlief identisch zur
Verseifung von 212 in einer Ausbeute von 34% ausgehend von 230.

1) [IrCl(coe),],, SiH,Et, 1) [IrCl(coe),]p, SiH,Et,
DCM DCM
0 RT, 16 h 0 RT, 16 h o)
Me/WJ\OEt 2) 215, KOSiMes Me/\/WJ\OEt 2) 215, KOSiMe; Me/WWJ\OEt
216 THF 221 THF 230
RT,1h 0°C=RT,1h
58% 60%

1) [erl(COe)2]2, S|H2Et2
o o DCM

KOH /\/\/\/\/\)J\ R7,16h
Me\\\\\OH<—Me\\\\\OEt

MeOH 2) 215, KOSiMes
200 rfx, 30 min 212 THF
349% iiber 0°C>RT.1h
2 Stufen

Schema 62. Darstellung von E-Ethyldodecapentenoat (212) ausgehend von Sorbinsdureethylester (216).

Im Vergleich beider Syntheserouten zur Herstellung von Polyensaure 200 zeigt sich, dass die Gber die
klassische HWE-Reaktion laufende Route ausgehend vom Ester 226 eine Ausbeute von 5% Uber drei
Stufen betrdgt, wahrend die der reduktiven HWE-Reaktion eine Ausbeute von 8% Uber vier Stufen
liefert. Weiterhin hat die reduktive HWE-Reaktion den Vorteil, dass die synthetisierten
Zwischenprodukte auch Uber einen langeren Zeitraum bei -20 °C lagerfahig sind. Dies ist im Fall der
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klassischen HWE-Reaktion nicht moglich, da das E-Octatrienal (196) nach ungefdhr einer Woche
bei -20 °C beginnt zu zerfallen und somit bei Bedarf jeweils frisch hergestellt werden muss. Deshalb
wurde trotz der langeren Route die reduktive HWE-Reaktion bevorzugt fiir die Synthese von
Polyensaure 200 verwendet.

Synthese der Polyenthioester 217 und 218 und der Polyen-8-ketothioester 219 und 220

Es wurde versucht, die Polyenthioester 217 und 218 sowie die Polyen-B-ketothioester 219 und 220 mit
Hilfe der bereits synthetisierten Polyene aufzubauen. So war es moglich, die Thioester 217 und 218 in
lediglich einem Schritt ausgehend von Polyensdure 200 herzustellen (Schema 63). Dazu wurden 200
und das entsprechende Thiol unter Verwendung von PyBOP als Kupplungsreagenz miteinander
verknipft. Die Synthese fiur das SNAC-Derivat 217 verlief auf diesem Weg erfolgreich. In
massenspektrometrischen Untersuchungen konnte das m/zvon 314.1 (berechnet: 314.2) dem Produkt
zugeordnet werden. Jedoch gelang es aufgrund seiner niedrigen Loslichkeit und schlechten
Laufeigenschaften nicht, 217 vollstandig von Verunreinigungen zu trennen. Eine 'H-NMR Analyse
zeigte, dass alle zu erwartenden Signale des Thioesters 217 vorhanden sind, jedoch die Integrale nicht
vollstandig ibereinstimmen, wie das Fehlen zweier olefinischer Protonen. Dies lasst vermuten, dass
die Trennung von SNAC und dem Produkt nicht vollstandig verlief und sich SNAC weiterhin in der
Produktfraktion befand. Weil davon auszugehen ist, dass das Produkt instabil ist und unter
Lichteinfluss und bei RT zerfallt, wurde auf einen weiteren Aufreinigungsschritt verzichtet und das
Produkt dunkel bei -20 °C gelagert. In der Synthese von 218 konnte leider keine Produktbildung
beobachtet werden. Moglicherweise war die Stabilitat der Verbindung zu niedrig, sodass diese im
Prozess der Analyse bzw. Aufreinigung zerfiel.

PyBOP, DIPEA

STAC /\/\/\/\/\)?\
DMF Me” NN NgnAC
o) RT,5h 217
N —
Me OH PyBOP, DIPEA
200 o
e /\/\/\/\/\)J\
DMF Me NN SPh
RT, 18 h 218

Schema 63. Darstellung der Polyenthioester 217 und 218 aus Polyensaure 200.

Die Synthese der Polyen-B-ketothioester 219 und 220 erfolgte in einer zweistufigen Synthese
(Schema 64). Dazu musste zunachst das geeignete Phosphonat 222 bzw. 223 synthetisiert werden.
Dies erfolgte Uber eine Thiolyse bei erhdhter Temperatur von frisch synthetisiertem Phosponat 224
mit SNAC bzw. Thiophenol. Unter Freisetzung von Aceton und CO; konnte 222 mit einer moderaten
Ausbeute von 28% dargestellt werden. Die Synthese des Thiophenol-Derivats 223 verlief ebenfalls
erfolgreich. Jedoch gelang es nicht, das Phosphonat 223 als Reinsubstanz zu isolieren. Eine
Charakterisierung konnte aufgrund der Verunreinigungen im Spektrum nicht zweifelsfrei durchgefiihrt
werden. Dennoch wurde auf einen weiteren Reinigungsschritt von 223 aufgrund seiner beflirchteten
Instabilitat verzichtet und das Rohprodukt direkt in der weiteren Synthese eingesetzt.

2) SNAC 0O O O

ittt 1
P
o o o o o r§C4Nh (EtO), \)J\/”\SNAC
b 1) DCC, DMAP P | 28% 222
be 7 (]
(EtO); OH DeM (EtO); \)JILO
203 0°C~RT,12h 224 )ﬁ

0~ © 2) PhSH 6 o0 0
1}
P
“aon oy Ko
rIx,4h 223

Schema 64. Darstellung der Phosphonate 222 und 223.
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Die Darstellung der Polyen-B-ketothioester 219 und 220 erfolgte mit dem zuvor synthetisierten 221,
welches nun mit den Phosphonaten 222 und 223 in einer reduktiven HWE-Reaktion umgesetzt wurde
(Schema 65). Wie schon in der Synthese der Thioester 217 und 218, konnte auch in der Synthese von
Polyen-B-ketothioester 219 und 220 lediglich die Bildung des SNAC-Derivats 219
massenspektrometrisch beobachtet werden. Eine Isolierung der Reinsubstanz war trotz
sdulenchromatographischer Aufreinigung nicht moglich, sodass dhnlich zu Verbindung 217 eine klare
Auswertung des NMR-Spektrums aufgrund von Verunreinigungen nicht moglich war.

2) 222, KOSiMes Q@ 0
THF Me™ NN SNAC
0 1) [IrCl(coe),l,, SiH,Et, RT, 1h 219

Me/\/wOEt DCM
221 RT, 16 h 2) 223, KOSiMe, ? 9
—H—> /\/\/\/\)J\/U\

THF Me™ NN SPh

RT,1h 220

Schema 65. Darstellung der Polyen-B-ketothioester 219 und 220 ausgehend von E-Ethyloctatrienoat (221).

Es kann festgestellt werden, dass die Synthese der SNAC-gekuppelten Polyene 217 und 219 erfolgreich
verlief, aber wie schon zuvor die zunehmende Kettenldnge und die damit einhergehenden
Veranderungen der Loslichkeit und des Laufverhaltens den Reinigungsprozess des Produkts negativ
beeinflusste. Wiinschenswert ware eine Optimierung der Aufreinigung, sodass beide Substanzen
sauber isoliert werden konnen, um sie in den folgenden enzymatischen Experimenten einzusetzen. Zu
beachten gilt, dass die beiden Substanzen wegen ihrer konjugierten Doppelbindungen und der
Thioester- bzw. B-Ketothioester-Funktionalitat bei RT und Lichteinwirkung zerfallen kénnten und somit
nicht tGber einen langeren Zeitraum zwischengelagert werden sollten. Die Versuche zur Synthese der
Thiophenol-Derivate 218 und 220 zeigten keine Produktbildung, weshalb die Verwendung von
Thiophenol als mégliches Reagenz nicht weiter untersucht wurde.

Synthese von Tetramsdure 197 mittels Dieckmann-Kondensation

Synthese der ungeschlitzten Tetramséure 194

Die Darstellung der Tetramsdure 194 wurde mit der 2-stufigen Synthese des B-Ketothioester 204 aus
Diethylphosphonoessigsdure (203) begonnen (Schema 66). Dazu wurde 203 vergleichbar zu einer
Steglich-Veresterung zunachst mit DCC und DMAP Uber den O-Acylharnstoff zum entsprechenden
Acylpyridiniumion aktiviert. Dieses wurde anschliefend von der mit DMAP deprotonierten C-H aciden
Meldrumsaure unter Ausbildung einer C-C-Bindung nucleophil angegriffen und lieferte 224 in einer
Ausbeute von 79%. Es wurde darauf geachtet das Phosphonat 224 kihl zu lagern und schnell zu
verwenden, da langere Standzeiten in der folgenden Reaktion zu AusbeuteeinbufRen flhrten. Die von
tert-Butylthiol eingeleitete Umesterung fiihrt schlieflich zum Zerfall von 224 durch Decarboxylierung
und Freisetzung von Aceton zu B-Ketothioester 204 in einer Ausbeute von 79%.

Meldrums acid,

(.P?\j\ DCC, DMAP (.P? e 0 t-BusH IOFI’\)?\/I?\ J";Me
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HN~ siehe THF
Ii.’ Q@ 0 /J _Tabelle 05 “\)J\/U\ 10°C > RT,3h
(Et0);” \)ﬁ\ (Et0);”
NH
194 R=Boc 206 R=Boc 66%

233 R=Cbz 232 R=Cbz 92%
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Schema 66. Synthese des B-Ketothioesters 204 und Versuche zur Synthese der Tetramsauren 194 und 233.

AnschlieBend erfolgte die Amidierung des Thioesters 204 mit dem Ns-Boc-geschiitzten
Ornithinmethylester 205 und Silber(l)trifluoracetat als Aktivierungsreagenz in einer Ausbeute von 66%.
Nun wurde die geplante Dieckmann-Kondensation an 206 durchgefiihrt, jedoch fand unter keiner der
getesteten Reaktionsbedingungen eine Reaktion statt, sodass die gewlinschte Tetramsadure 194 nicht
aufgebaut werden konnte (Tabelle 05). Um auszuschlieBen, dass die Modifikation der Seitenketten-
Schutzgruppe der Grund fiir die ausbleibende Cyclisierung war, wurde der von Boeckman et al.
verwendete Ns-Cbz-geschiitzte Ornithin-methylester 231 fiir die Synthese des Phosphonats 232
genutzt.®® Die Kupplung verlief dabei mit einer deutlich hdheren Ausbeute von 92%, allerdings konnte
auch hier die gewtinschte intramolekulare Cyclisierung zu Tetramsaure 233 im nachsten Schritt nicht
durchgefiihrt werden, sodass die Methode verworfen wurde (Tabelle 05).

Tabelle 05. Getestete Reaktionsbedingungen zur Dieckmann-Kondensation von 206/232 zu 197/233.

Experiment Base Losungsmittel Temperatur Produktbildung
1 NaOMe MeOH RT Nein
2 TBAF THF RT Nein
3 NaH THF RT Nein
4 NaOMe MeOH 65 °C Nein
5 TBAF THF 55°C Nein
6 NaH THF 55°C Nein

Aufgrund der Verfligbarkeit von 206 wurde ein Wechsel der Reaktionsreihenfolge in Betracht gezogen,
dhnlich wie sie von T. Stimpel durchgefiihrt wurde.!*® Hier konnte gezeigt werden, dass das Fmoc-
geschitzte B-Ketoamid 234 im basischen Mileu zunachst Fmoc-entschiitzt und anschlieBend cyclisiert
werden kann (Schema 67). Jedoch wurde das Abspaltungsprodukt, Dibenzofulven, vom freien Amin
nucleophil angegriffen, sodass das nicht verwendbare Nebenprodukt 235 gebildet wurde.
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11 oM TBAF S e N
e —> Me
MeW” THF 235 NH O
4 s © RT, 1h S

Schema 67. Testreaktionen zur Cyclisierung von B-Ketoamid 234 durch Stimpel et al.

Es wurde liberlegt, ob mit der Beseitigung des Dibenzofulven-Abbauprodukts durch den Austausch der
Fmoc-Gruppe mit einer Boc-Gruppe, die Cyclisierung ohne Nebenprodukt realisiert werden kann. Dazu
wurde der B-Ketothioester 204 mit Octatrienal (196) in einer HWE-Reaktion zum Polyen-B-keto-
thioester 236 umgesetzt (Schema 68). Mit diesem und dem geschiitzten Ornithin 205 wurde schlieBlich
das gewilinschte B-Ketoamid 237 in 59% Ausbeute aufgebaut. Jedoch schlug die nach der Boc-
Entschitzung durchgefiihrte Cyclisierung ebenfalls fehl.
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Schema 68. Synthese und Versuch zur Cyclisierung des Polyen-B-ketoamids 237.

Nach den erfolglos durchgefiihrten Cyclisierungsversuchen an 206, 232 und 237 wurde auf weitere
Untersuchungen von sekunddren Amiden als Ausgangsmolekil fir die Tetramsauresynthese
verzichtet, da diese Stoffgruppe generell weniger geeignet ist, eine Cyclisierung zu durchlaufen, als
vergleichbare tertidre Amide.!10%110

Synthese der DMB-geschlitzten Tetramsdure 238

Eine Moglichkeit, die Dieckmann-Kondensation von B-Ketoaminosduren zu vereinfachen, ist es,
tertidre Amide zu verwenden. Dabei fihrt der zusatzliche Substituent aufgrund seines sterischen
Anspruchs zu einer Vororientierung des Methylesters mit der C-H aciden Methylengruppe, was die
Cyclisierung beglinstigt. Dies ldsst sich zum Beispiel in der Totalsynthese von Streptolydigin,
B-Lipomycin und Fuligorubin A beobachten.**713 Eine Gemeinsamkeit dieser Naturstoffe ist die N-
Alkylierung der Tetramsaure und ihre bereitwillige Cyclisierung mit Ausbeuten von tber 60%. Auch
wenn das lkaA-Intermediat 64 ein sekundares Amid enthalt, so sollte sich unter Verwendung einer
geeigneten Schutzgruppe das zu cyclisierende Startmaterial temporar in ein tertiares Amid iberfiihren
lassen. Eine Schutzgruppe, die fiir diesen Zweck in der Literatur haufig Verwendung fand, ist die
2,4-Dimethoxybenzyl-Gruppe (DMB).1*1%8! Sje st unter den Reaktionsbedingungen der lkaA-
Intermediat-Synthese stabil und lasst sich, wie die verwendete Boc-Schutzgruppe, im Sauren
entschiitzen. Somit sollte sie mit der eingangs geplanten Synthesestrategie zur Darstellung der
Tetramsdure 194 kompatibel und damit einfach integrierbar sein. Um dies zu testen, wurde der Boc-
geschitzte Ornithinmethylester 205 mit 2,4-Dimethoxybenzaldehyd und NaCNBHs (iber eine reduktive
Aminierung in einer Ausbeute von 57% zum sekunddren Amin 238 umgesetzt (Schema 69). Amin 238
wurde unter Silber(l)-vermittelter Aktivierung mit dem B-Ketothioester 204 zum entsprechenden
B-Ketoamid 239 gekuppelt. Es konnte in der Kupplungsreaktion eine Ausbeute von 74% erreicht
werden, im Vergleich zu den 66% bei der Synthese von 206. Im Anschluss wurden die Bedingungen fir
die Dieckmann-Kondensation an Phosphonat 239 in einer AnsatzgrofRe von 5 mg getestet. Als Basen
wurden erneut Natriummethanolat, Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) und Natriumhydrid
verwendet. Es konnte mittels LCMS-Analyse gezeigt werden, dass die Cyclisierung zur gewlinschten
Tetramsdure 240 mit allen getesteten Basen bei RT erfolgreich verlief. Im weiteren Verlauf der
Synthese fand Natriumhydrid Verwendung, das Darstellung von 240 in exzellenten 98% Ausbeute
erlaubte.
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Schema 69. Reduktive Aminierung des Ornithinmethylesters 205 und Darstellung des Tetramsdure-
phosphonats 240.

Darstellung von IkaA-Intermediat 64 durch HWE-Reaktion

Nach der Fertigstellung von Tetramsaure 240 konnte nun versucht werden, die beiden fehlenden
Polyenseitenketten einzufiihren. Beginnend mit der Decatetraenonyl-Seitenkette wurde die
Tetramsdure 240 mit NaH versetzt, um das entsprechende Dianion zu bilden, welches mit
E-Octatrienal (196) zur Polyentetramsaure 241 umgesetzt wurde (Schema 70). Basierend auf
chromatographischen und massenspektrometrischen Untersuchungen konnte eine vollstindige
Umsetzung des Startmaterials 240 zu 241 ohne relevante Verunreinigungen detektiert werden. Es
wurde deshalb auf eine weitere Aufreinigung zunachst verzichtet und das Rohprodukt 241 in den
folgenden Testreaktionen eingesetzt.
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HN-Boc
¢ o 0 o o
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240 N 0°C > RT,3h 241 N
DMB O DmB

Jr a, b,
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Bo
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PPN Jmengoocers R [ oy
Me s” “Me Mo N X XX N e
|

THF
236 RT, 5h 242 DMB O
31%
Schema 70. Darstellung der Polyentetramsdure 241. a) NaOMe, MeOH, 30 min; b) TBAF, THF, RT 30 min; c) NaH,
THF, RT 30 min.

Alternativ wurde versucht, die Polyentetramsdaure 241 durch eine Reaktionsumstellung der
Dieckmann-Kondensation und HWE-Reaktion herzustellen. Dazu wurde zunachst der Polyenthioester
236 mit DMB-geschitztem Ornithinmethylester 238 umgesetzt (Schema 70). Das Polyen-B-
ketoamid 242 konnte mit einer Ausbeute von 31% dargestellt werden. Die anschlieRende Cyclisierung
war jedoch unter den fiir Tetramsaure 240 bereits etablierten Bedingungen nicht moglich, sodass auf
eine tiefgreifendere Untersuchung dieser Syntheseroute verzichtet wurde.
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Als Vorbereitung fir die Entschiitzung von Polyentetramsdure 241 wurde das Tetramsaure-
phosphonat 240 als einfacher zugangliches Testsystem verwendet. Es wurden TFA-Konzentrationen
beginnend von 25% TFA in DCM bis zu 100% TFA bei erhéhten Temperaturen getestet (Schema 71).

Tabelle 06. Reaktionsbedingungen und Auswertungen zur Boc- und DMB-Entschiitzung von 240 zu 243 anhand
von LCMS-Analysen.

Experiment Edukt Losungsmittel Temperatur Reaktionsdauer Boc-/DMB-
Entschiitzung
1 240 25% TFA/DCM RT 18 h 100%/0%
2 240 33% TFA/DCM RT 18 h 100%/60%
3 240 TFA RT 18 h 100%/95%
4 240 TFA 50 °C 20 min 100%/33%
5 240 TFA 70°C 30 min 100%/100%

Wahrend die Boc-Gruppe unter allen getesteten Bedingungen entfernt werden konnte, war die DMB-
Gruppe reaktionstrager (Tabelle 06). Erst bei langen Reaktionszeiten von 18 h und bei Verwendung
reiner TFA konnte 240 bei Raumtemperatur vollstandig zu 243 entschiitzt werden (Eintrage 1-3). Um
die Reaktionszeit zu verkiirzen, wurden erhohte Reaktionstemperaturen getestet. Dabei konnte die
Reaktionszeit deutlich reduziert werden, sodass in TFA bei 50 °C innerhalb von 20 min etwa 30%, bei
70 °C innerhalb von 30 min eine vollstdndige DMB-Entschiitzung erfolgte (Eintrdge 5, 6). Da die
Entschiitzung bei den erhéhten Temperaturen keine Zerfallsreaktionen bzw. Nebenprodukte zeigte,
wurde im Weiteren das Phosphonat 240 bei 70 °C entschiitzt und lieferte in 91% Ausbeute Amin 243
(Schema 71). Mit den so gewonnenen Kenntnissen wurde nun versucht, die Polyentetramsaure 241
vollstandig zu entschiitzen, zunachst bei 50°C. Eine Produktbildung konnte in LCMS-Untersuchungen
nachgewiesen werden, jedoch nur in geringen Mengen. Die Untersuchungen legten nahe, dass durch
die Entschiitzung hauptséachlich nicht identifizierte Nebenprodukte mit einem m/z von 352.0 und 390.1
gebildet wurden, wahrend das Startmaterial ein m/z von 521.3 besaR und das Produkt ein m/z von
303.2 besitzen sollte.

HN-Boc NH,
o o o o o o
_P - . _P
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N —_— N
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241 N 50 °C, 20 min 199 NH
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Schema 71. Testreaktionen zur Boc- und DMB-Entschiitzung von 240 und 241.

Mit dem Verdacht, dass diese Nebenreaktionen durch die Polyenkette ausgelost wurden, welche die
erhohte Temperatur und die hohe TFA Konzentration nicht standhielt, wurde versucht, die Reaktion
bei RT und einer 10% TFA/DCM Losung durchzufiihren. Die Abspaltung der DMB-Gruppe unter diesen
milden Bedingungen war nicht moglich, dennoch wurde die Route fortgefiihrt, um Zugang zum freien
Amin der Polyentetramsdure 244 zu erhalten. Mit dieser konnte nun getestet werden, ob eine
Kupplung der E-Dodecapentensdure (200) mit dem Amin unter Peptidkupplungsbedingungen
realisierbar ware. Im Falle eines zufriedenstellenden Ergebnisses ware eine Verzégerung der DMB-
Entschitzung denkbar, sodass 64 mittels einer finalen Entschiitzung des Tetramsaure 245
synthetisierbar ware (Schema 72).
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Schema 72. Boc-Entschiitzung, Amidierung und mogliche DMB-Entschitzung ausgehend von 241.

Unter Ausschluss von Licht wurde dem Amin 244 im Beisein von HBTU, HOBT und DIPEA die
Polyensdure 200 zugegeben. Nach einer Reaktionsdauer von 15min konnte in massen-
spektrometrischen Untersuchungen die Synthese des lkaA-Intermediat-Derivats 245 in geringen
Mengen festgestellt werden. Bereits nach weiteren 2.5 h konnten nur noch Spuren nachgewiesen
werden, was den Schluss nahelegte, dass 245 instabil ist und ziigig zerfillt. Ahnliche Beobachtungen
wurden bereits fiir das IkaA-Intermediat 64 gemacht.*'”! Dies zeigt, dass die Stabilitit durch die
zusatzliche DMB-Schutzgruppe wenig bis gar nicht positiv beeinflusst wird, sondern der rasche Zerfall
auf die beiden Polyenketten zuriickzufiihren ist. Weiterhin konnte das m/z von 551.3 als Nebenprodukt
nachgewiesen werden, welches moglicherweise durch die Ubertragung der
Bis(dimethylamin)methylium-Gruppe auf die Hydroxyfunktion unter Ausbildung eines Uroniumsalzes
246 oder auf das freie Amin unter Ausbildung eines Guanidiumsalzes 247 gebildet werden konnte
(Abbildung 18).
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Abbildung 18. Mogliche Uronium- und Guanidium-Nebenprodukte 246 und 247 aus der Amidierung von 244 und
200 mit HBTU.

Zunachst wurde versucht, die Nebenreaktion durch die Voraktivierung der Sdaure 200 mit den
entsprechenden Kupplungsreagenzien und der anschlieBenden Zugabe des freien Amins 244 zu
unterbinden. Dies gelang jedoch nicht. Im Gegenteil konnte gar keine Produktbildung mehr beobachtet
werden. Wahrend die Bildung der Nebenprodukte 246 und 247 durch den Wechsel auf ein
geeigneteres Kupplungsreagenz wie PyBOP oder COMU wahrscheinlich hatte behoben werden
koénnen, stellt die finale Entschiitzung des instabilen 245 eine auf diesem Weg wahscheinlich nicht
|6sbare Schwierigkeit dar. Es ist davon auszugehen, dass 245 eine DMB-Entschiitzung nicht tolerieren
wirde. Somit ist 245 zwar nicht fir die Synthese von 64 geeignet, dennoch ist es ein mogliches
N-substituiertes Modellsubstrat fiir spatere Studien zu Enzym-Substrat-Interaktionen. Um die mit den
Polyenketten einhergehenden Schwierigkeiten zu umgehen, wurde im Weiteren das vormals als
Testsystem verwendete Phosphonat 243 als Ausgangsstoff fir die IkaA-Intermediat-Synthese
verwendet und die Syntheseroute liber die Polyentetramsaure 241 verworfen.
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Bei Skalierung der Boc- und DMB-Entschiitzung des Phosphonats 243 vom niedrigen
Milligrammmalstab auf niedrige Grammmalistdbe konnte festgestellt werden, dass wahrend die
Effizienz der Reaktion unverdandert blieb, zunehmend Léslichkeitsprobleme bei der Isolierung des
Produktes auftauchten. Zuriickzufihren ist dies auf die Freisetzung der Tetramsdure und des Amins,
sodass es zusatzlich zum Phosphonat nun zwei weitere polare funktionelle Gruppen im Molekil gibt.
Von denim Labor verfligbaren Losungsmittel konnten lediglich Methanol, DMF und DMSO Phosphonat
243 in geringen Mengen I6sen, wobei DMSO die besten Losungseigenschaften besals. Da nun das Amin
der Ornithin-Seitenkette entschitzt vorlag, wurde zunachst untersucht, ob dessen Amidierung mit
E-Dodecapentensdure (200) moglich ist. Im Falle einer erfolgreichen Amidkupplung hatte das lkaA-
Intermediat 64 ausgehend von Phosphonat 243 in zwei Stufen zuganglich sein kénnen. Entscheidend
ware dabei, dass die Polyentetramsaure 248 stabil genug ist und die Reaktionsbedingungen der
anschlieRenden HWE-Reaktion toleriert. Bedingt durch die Loslichkeitsprobleme sowohl des
Phosphonats 243 als auch der Polyensaure 200 wurde fiir die Amidierung DMSO als Lésungsmittel und
wie schon zuvor HBTU als Kupplungsreagenz ausgewahlt (Schema 73). Nach einer Reaktionsdauer von
3 h konnte die Polyentetramsaure 248 massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Es gelang aber
nicht diese in signifikanten Mengen aus dem DMSO zu isolieren. Wassriges Aufarbeiten mit NaCl-
Losung scheiterte an dem Zerfall von 248. Es konnte sowohl in der organischen als auch in der
wassrigen Phase nicht mehr nachgewiesen werden. Stattdessen konnten eine Vielzahl von nicht
zuzuordnenden Nebenprodukten in der wassrigen Phase detektiert werden. Klassische
Chromatographie scheiterte an der Polaritat von 248.
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Schema 73. Darstellung des Polyentetramsaurephosphonats 248.

2

Parallel wurde weiterhin die Maoglichkeit verfolgt die HWE-Reaktion vor dem Installieren der
Dodecapentenonyl-Seitenkette durchzufiihren, um mogliche Nebenreaktionen unter den basischen
Reaktionsbedingungen zu verhindern. Dazu wurde die HWE-Reaktion mit dem Phosphonat 243 und
E-Octatrienal (196) durchgefiihrt (Schema 74). Dabei bildete sich vorzugsweise das Imin 249 und nicht
die gewiinschte Polyentetramsaure 199.
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(EtO); y THF (Et0);” 3 Me” NN s
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Schema 74. Versuche zur Darstellung von Polytetramsaure 199 iber das Imin-Intermediat 249.
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Durch eine Erhéhung der Aquivalente von 196 wurde versucht das Startmaterial vollstindig in das
Intermediat 250 zu Uberfiihren, sodass das Amin nach einer sauren wassrigen Aufarbeitung aus dem
Imin zurlickgewonnen werden kénnte. Eine Testreaktion konnte zeigen, dass die Iminbildung schnell
und nahezu quantitativ verlief, die Olefinierung des Iminintermediats 249 jedoch nur schleppend und
mit schlechtem Umsatz. Eine direkte Olefinierung von 243 ohne vorherige Iminbildung konnte nicht
beobachtet werden. Ebenfalls konnte eine weitere Erhohung der E-Octatrienal (196) Konzentration die
Reaktion nicht in die gewiinschte Richtung lenken. Um zunachst die komplexere Reaktionsfiihrung zu
vereinfachen und den Grund fiir die schlechten Reaktionsergebnisse aufklaren zu kénnen, wurde das
Phosphonat 243 mit Boc,0 und Dipea in das Boc-geschiitzte Phosphonat 194 in einer Ausbeute von
58% umgesetzt (Schema 75). Es wurde sich erhofft, dass die Loslichkeit des Phosphonatbaustein so
auch verbessert werden konnte. Weiterhin sollte ein negativer Einfluss des freien Amins oder des in
situ erzeugten Imins mit seiner langen Polyenkette auf die HWE-Reaktion ausgeschlossen werden.
Aber auch mit dem Boc-geschiitzten Phosphonat 194 konnten die bestehenden Schwierigkeiten nicht
ausreichend gel6st werden. Zwar konnte die Loslichkeit in geringem Male verbessert werden, jedoch
lieferte die HWE-Reaktion keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Es konnten Spuren der gewiinschten
Polyentetramsaure 197 nachgewiesen werden. Diese waren aber fiir eine Isolierung des gewtlinschten
Produktes 197 und das Fortsetzen von praparativen Arbeiten nicht ausreichend.

HoN Boc\NH Boc\NH
1) NaH
6 o0 0 ( Boc,O, DIPEA o o0 0 ( 2)196 6 o (
(Eto)z/P%p\ DMF (EtO)z/P\)%.“\ DMF oder THF Me/W\%s
RT,16 h RT,16 h
NH : NH : NH
243 5 58% 194 197 g

Schema 75. Boc-Schiitzung und HWE-Reaktion ausgehend von Phosphonat 243.

Wahrend 240 noch bereitwillig die HWE-Reaktion durchlief, ist dies fiir das strukturell nah verwandte
194 nicht moglich. Einzig das Vorhandensein der DMB-Schutzgruppe am Tetramsdureamid
unterscheidet die beiden Molekiile. Dies legt den Schluss nahe, dass die Schiitzung der Amidfunktion
notwendig ist flr eine erfolgreiche Olefinierung. Eine mogliche Erklarung ist der Einfluss, den die Amid-
Funktion auf das mesomeriestabilisierte System im doppelt deprotonierten Zustand der
Tetramsaure 194 und somit auch auf die Reaktivitat des zum Phosphonat benachbarten Carbanions
hat (Schema 76). Im Falle der deprotonierten und ungeschiitzten Tetramsdure 251 kdnnen die
negativen Ladungen auch durch die Deprotonierung des Stickstoffs besser delokalisiert werden.**#
Dies fuhrt zum Abfall der Nucleophilie des Phosphonatcarbanions und einem Unterbleiben der
Addition des Aldehyds 196. Dies ist bei dem deprotonierten und DMB-geschiitzten 252 nicht mehr
gegeben, da nun der Stickstoff nicht mehr deprotoniert werden kann und die Beteiligung an der
Mesomeriestabilisierung lediglich mit seinem freien Elektronenpaar erfolgen kann, welches aber zu
einer positiv geladenen Imminiumstruktur fiihren wiirde und daher wenig beginstigt ist. Es ist daher
davon auszugehen, dass eine effiziente Kupplung von E-Octatrienal (196) an das Carbanion nur im
Beisein einer Amid-Schutzgruppe durchzufiihren ist.
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Schema 76. Darstellung zur Mesomeriestabilisierung des deprotonierten 194 im Vergleich zu 240.

Mit den Erfahrungen aus den vorherigen Experimenten wurde eine alternative Schutzgruppe zur
DMB-Gruppe gesucht. Da bereits gezeigt werden konnte, dass die Boc-Gruppe im Beisein der
Polyenkette abgespalten werden kann, wurde eine alternative Route in Betracht gezogen, in der eine
Boc-geschitzte Tetramsaure Verwendung findet.

Synthese von IkaA-Intermediat 64 Gber Tetramsaure 209

Die Synthese einer Boc-geschiitzten Tetramsdure begann mit dem Aufbau der C-3 unsubstituierten
Tetramsaure 208 (Schema 77). Dazu wurde im ersten Schritt 207 an der freien Saure mit EDCI und
DMAP aktiviert und unter C-C-Bindungskniipfung mit Meldrumsaure kondensiert. AnschlieBend erfolgt
beim Erhitzen unter Riickfluss eine 5-exo-trig Cyclisierung des gebildeten Intermediats. Eingeleitet wird
diese durch den nucleophilen Angriff des Ornithin Ny, wobei die Triebkraft der Reaktion die Freisetzung
von Aceton und CO; ist. Ausgehend vom Ornithin 207 konnte so die Tetramsdure 208 in einer Ausbeute
von 60% dargestellt werden. Nun wurde das fiir die spatere Wittig-Reaktion bendtigte Ylid eingefiihrt.
Unter erneutem Erhitzen greift die CH-acide C-3-Position der Tetramsaure 208 das reaktive Keten an,
sodass als Additionsprodukt die gewiinschte Phosphorantetramsaure 209 in einer Ausbeute von 77%
gebildet wurde.
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Schema 77. Darstellung der Phosphorantetramsaure 209 ausgehend von Di-Boc-L-Ornithin (207).

Mit dem Bereitstellen der Phosphorantetramsaure 209 konnte die kiirzere der beiden Polyenketten,
die Decatetraenonyl-Seitenkette, durch eine Wittig-Reaktion eingefiihrt werden (Schema 78). Die
aufgebaute Doppelbindung besitzt die erwiinschte E-Konfiguration, da das verwendete Ylid durch die
benachbarte Carbonylfunktion und die Phenyl-Reste am Phosphor stabilisiert ist. Die Ausbeute an 198
war mit 28% niedrig. Dies ist moglicherweise mit der Sensibilitat der Startmaterialien, insbesondere
196, gegeniiber der hohen Reaktionstemperatur und den stark basischen Reaktionsbedingungen
begriindbar. Die anschieBende Boc-Entschiitzung wurde sowohl mit 10% TFA/DCM Loésung als auch
mit 4 M HCl/Dioxan-Losung bei RT durchgefiihrt. Beide Reaktionen lieferten das gewiinschte Produkt
199 in nahezu quantitativen Ausbeuten. SchlieBlich wurde sich fir die Entschiitzung mit 4 m
HCl/Dioxan-Lésung aufgrund der besseren Handhabbarkeit des Endprodukts entschieden, da hier nach
der Entfernung des Losungsmittels das Produkt als tiefroter Feststoff erhalten wurde, wahrend die
Entschiitzung mit 10% TFA/DCM L6sung einen 6ligen Rickstand lieferte.
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Schema 78. Darstellung von lkaA-Intermediat (64) ausgehend von Phosphorantetramséure 209.

Mit den Erfahrungen aus der Amidierung der DMB-geschiitzten Polyentetramsdure 244 wurde die freie
Tetramsdure 199 nicht mit HBTU sondern mit PyBOP gekuppelt. Durch den Wechsel von einem
Aminium-basierenden zu einem Phosphonium-basierenden Kupplungsreagenz sollte die fiir 244
beschriebene Nebenreaktion unterbunden werden. Fiir die Reaktion wurde die Polyensdure 200 mit
PyBop und DIPEA in DMF suspendiert und kurze Zeit geriihrt. Durch die Uberfiihrung der
Polyensaure 200 in den entsprechenden Aktivester klarte die Suspension auf, sodass nachdem kein
Niederschlag mehr in der Losung zu sehen war, die Polyentetramsaure 199 zugegeben wurde. Nach
einer Reaktionszeit von 1 h konnte in LCMS-Analysen beobachtet werden, dass das gewlinschte lkaA-
Intermediat 64 synthetisiert wurde. Sowohl das UV/VIS-Spektrum mit den entsprechenden
Absorbtionsmaxima deckt sich mit den in der Literatur publizierten Daten, als auch die durch HR-MS
gefundene m/z von 475.2585 stimmen mit dem berechneten m/z von 475.2591 (berein
(Abbildung 19). Weiterhin wurde bei zeitlich gestaffelten Messungen herausgefunden, dass mit
steigender Reaktionszeit keine weitere Produktbildung stattfand, sondern im Gegenteil die
Konzentration des IkaA-Intermediats 64 langsam abnahm, sodass, dhnlich wie das DMB-geschiitzte
IkaA-Intermediat 245, auch 64 in Reaktionsldsung nicht stabil ist. Dies fiihrte zu der Entscheidung, die
Reaktion nach 1 h abzubrechen.
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Abbildung 19. UV/VIS-Chromatogramm von lkaA-Intermediat 64 mit Absorptionsmaxima bei 229 nm, 351 nm,
368 nm, 422 nm.

Anzumerken ist, dass aufgrund des unpolaren Charakters der Polyenseitenketten die Chromatographie
an einer C8-Saule erfolgte und das IkaA-Intermediat 64 bei hohen ACN-Konzentrationen in unscharfen,
breiten Peaks eluierte. Eine Nutzung von C18-Saulen war nicht moglich, da hier die Elution erst beim
Spilen der Sdule mit 95% bzw. 100% ACN erfolgte. Eine Aufreinigung gestaltete sich aufgrund der
geringen Loslichkeit in Wasser und unpolaren organischen Loésungsmitteln und der Instabilitat von 64,

+insbesondere der Sensibilitat gegenlber Hitze und Licht, als schwierig. Versuche 64 durch Extraktion
aufzureinigen schlugen fehl, da sobald die Reaktionslésung mit Wasser, EtOAc oder DCM vermischt
wurde, das Produkt ausfiel. Mit dem Gedanken diese Eigenschaft fir die Aufreinigung zu nutzen, wurde
versucht IkaA-Intermediat 64 (ber eine Fallung und anschlieBendes Dekantieren aufzureinigen, aber
auch dies war nur bedingt moglich. Zwar konnte so das DMF und die wasserlslichen Komponenten
wie die Kupplungsreagenzien entfernt werden, jedoch befand sich das Produkt weiterhin in einem
Gemisch mit den nicht abreagierten Resten der Polyensaure 200. Der so gewonnene und in MeOH
geloste Niederschlag und die mit MeOH verdiinnte Reaktionslésung wurden fiir HPLC Aufreinigungen
verwendet, jedoch schlugen diese sowohl mit C8- als auch C18-Sdaulenmaterial fehl. Denn sobald die
verdiinnten Proben injiziert wurden und auf die Wasserfront in der Vorsaule trafen, fiel Produkt in den
Geriatschaften aus und verursachte so Uberdruckprobleme bzw. das Verstopfen der Vorsiul. Ein
Andern der Reinigungsmethode dahingehend, dass die Reinigungsldufe bei einer ACN-Konzentration
von 50% beginnen um das Ausfallen der Substanz beim Auftreffen auf die Wasserfront zu verhindern,
wurden getestet aber waren nicht zielfihrend. Es gilt in zuklnftigen Arbeiten die Synthese von 64 zu
reproduzieren und eine geeignete Methode fiir dessen Aufreinigung zu finden.
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Zusammenfassung und Ausblick

Cycloheptamycin und seine Derivate

Das selektiv gegen A. propionis wirksame Depsipeptid Cycloheptamycin (13) und dessen lineares
Derivat, Cycloheptamycin Z (17), sollten im Rahmen dieser Arbeit totalsynthetisch dargestellt werden,
auch um eine zweifelsfreie Strukturaufklarung zu ermdglichen. Dabei sollten die totalsynthetisch
dargestellten Referenzsubstanzen mit den biologisch produzierten 13 und 17 mit Hilfe von NMR-
Spektroskopie verglichen werden. Weiterhin sollte die Totalsynthese des Cycloheptamycin (13)
genutzt werden, um Derivate darzustellen, mit dem Ziel, Struktur-Aktivitats-Beziehungen eingehender
erforschen zu konnen. Dazu wurden aufbauend auf meiner vorausgegangenen Masterarbeit
verschiedene Syntheseansitze konzipiert und verfolgt.!

Um 13 und 17 darstellen zu kénnen, mussten zunachst Synthesen fiir B-Hydroxynorvalin (85) und
N-Methyl-D-allo-isoleucinmethylester (119) etabliert werden. Fir 119 gelang dies mit Hilfe der
Fukuyama-Mitsunobu-Alkylierung. Es konnte so ausgehend von D-allo-Isoleucin (120) der bendtigte
N-methylierte Isoleucinmethylester 119 tber vier Stufen mit einer Ausbeute von 66% erhalten werden.
Die Synthese von B-Hydroxynorvalin (85) knlipfte an die Versuche der vorausgegangenen Masterarbeit
an und konnten im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich beendet werden.!! So war es moglich tiber den
Serinorthoester 113 die Hydroxynorvalin-Derivate 137 und 140 darzustellen. Aufgrund der hohen
Stufenzahl dieser Synthesen wurde parallel eine alternative Route erforscht. In dieser konnte mit Hilfe
der Sharpless-Dihydroxylierung als Schliisselschritt 140 mit einer sehr guten Ausbeute von 51% (ber
sechs Stufen dargestellt werden. Weiterhin konnten Synthesen fiir O-Methyl-D-tyrosin- und
5-Methoxytryptophan-Derivate optimiert werden. So wurden in beiden Fallen Startmolekiile
ausgewahlt, die an der Position der zukiinftigen Methoxy-Gruppe eine Hydroxyfunktion trugen. Diese
Hydroxyfunktion wurde schlieRlich mit Mel methyliert. Nachteile, wie das Auftreten von
Nebenreaktionen fir das O-Methyl-D-Tyrosin-Derivat 112 oder die Notwendigkeit einer
Racemattrennung mit einer maximalen Ausbeute von 50% fiir das 5-Methoxytryptophan-Derivat 128
konnten damit umgegangen und die Gesamtausbeuten so deutlich erhéht werden. So war es moglich,
den gewliinschte O-Methyl-D-tyrosinbenzylester (101) mit einer sehr guten Ausbeute von 80% (ber
finf Stufen und das N-Methyl-5-methoxy-L-tryptophanmethylester (146) bzw. dessen Isopropylester
(131) Uber funf Stufen mit Ausbeuten von 31% bzw. 29% zu erhalten.
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Schemata 79. Ubersicht {iber die Anzahl der Synthesestufen und Ausbeuten der etablierten Syntheserouten zu
den Aminosdurebausteinen 119, 140, 101, 146 und 131 fir die Synthese von 13 und 17.
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Mit Hilfe der verfigbaren Aminosdurebausteine war es moglich, eine Synthese fir
Cycloheptamycin (13) zu entwickeln und erfolgreich durchzufiihren. Eine finale Makrolactonisierung
des linearen Heptapeptids 88 stellte dabei den Schlisselschritt dar, welcher sowohl mit der
Yamaguchi-Veresterung als auch mit der Shiina-Makrolactonisierung das gewiinschte Produkt in
ahnlicher Effizienz lieferte. Die Synthese des linearen Heptapeptids 88 erfolgte aus dem
Pentapeptid 81 und dem Dipeptid 90 Uber zwei Stufen mit einer Ausbeute von 28% als
Isomerengemisch. Wahrend das Dipeptid 90 aus 140 und 131 mit einer Ausbeute von 55% Uber zwei
Stufen mittels FlUssigphasensynthese dargestellt werden konnte, wurde das Pentapeptid 81 mittels
Festphasensynthese und einer Gesamtausbeute von 20% als Diastereomerengemisch erhalten.
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Schema 80. Erfolgreich durchgefiihrte Makrolactonisierung von Cycloheptamycin (13) unter Verwendung der
Shiina-Makrolactonisierung und der Yamaguchi-Veresterung im Testmalstab.

Eine Isolierung und Charakterisierung von 13 durch NMR-Spektroskopie war leider aufgrund der zu
kleinen AnsatzgroRen und der geringen Reaktionsumsatze zum Ende der Arbeit hin nicht mehr
moglich. In zukilinftigen Arbeiten gilt es den finalen Makrolactonisierungsschritt umfassender zu
erforschen, um eine effizientere Cyclisierung zu ermoglichen. Um fiir die anstehenden Testreaktionen
ausreichend Material bereitstellen zu kénnen, kdnnte die Synthese verschiedener Zwischenstufen
ebenfalls Gberarbeitet werden. Hier ware die Umstellung der Schutzgruppenstrategie zum Dipeptid 90
von einer Isopropylester-Gruppe auf eine tert-Butyl-Schutzgruppe erwahnenswert, sodass eine saure
Entschiitzung statt einer basischen durchgefiihrt werden kdnnte.

Neben der vollsynthetischen Totalsynthese wurde ebenfalls die chemo-enzymatische Totalsynthese
von Cycloheptamycin (13) erfolgreich durchgefiihrt. Hier konnten mit Hilfe der Cycloheptamycin-
Thioesterase (cyh-TE) und den Heptapeptidthioestern 104 und 105 eine biokatalytische
Makrolactonisierung durchgefiihrt werden (Schema 81). Die Ausbeute konnte anhand der
massenspektrometrischen Analysen auf 12% abgeschatzt werden. Aufgrund des geringen
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Reaktionsumsatzes und der engen Substrattoleranz der TE wurde die biokatalytische Cyclisierung fiir
die Totalsynthese nicht weiterverfolgt. Jedoch koénnte versucht werden, diese Limitierungen in
weiterflihrenden Arbeiten zu erforschen und ggf. zu optimieren.
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0 0y N
enzymatische 0 NJ\?[NH Me
Cyclisierung NH H L

R=SPh 104 MeO Me O
R=SNAC 105 OH 43
Me

Schema 81. Darstellung von Cycloheptamycin (13) mittels enzymatischer Cyclisierung der linearen
Thioestersubstrate 81 und 82 mit Hilfe der cyh-Thioesterase.

Alternative Syntheserouten, wie eine reine Festphasensynthese von 88 oder eine finale
Makrolactamisierung, fiir die Darstellung von 13 wurden konzipiert und untersucht. So war es mit Hilfe
dieser Synthesen moglich das strukturell leicht vereinfachte Cycloheptamycin-Derivat 79 (Austausch
von Hydroxynorvalin zu Threonin und N-Methyl-5-methoxytryptophan zu N-Methyltryptophan)
darzustellen. Ubertragungen dieser Routen auf das Cycloheptamycin (13) wurden jedoch im Verlauf
dieser Arbeit als weniger aussichtsreich eingeschatzt und nicht weiter verfolgt.

Ebenfalls konnte das bisher uncharakterisierte Cycoheptamycin Z (17) totalsynthetisch dargestellt und
die dazu gehorigen NMR-Spektren vollstandig zugeordnet werden. Beim Vergleich der 1H-NMR-
Spektren von synthetisch- und biotechnologisch-produziertem Cycloheptamycin Z (17) zeigte sich, dass
die beiden Substanzen identisch sind. Somit konnte eine eindeutige Strukturaufklarung des isolierten
Naturstoffs erfolgen. Die Darstellung des Cycloheptamycin Z (17) erfolgte (iber zwei Stufen aus dem
Tripeptid 192 und Tetrapeptid 99 mit einer Gesamtausbeute von 19%. Das Tripeptid 192 konnte Uber
vier Stufen aus den Aminosauren 185, 180 und 101 mit einer sehr guten Gesamtausbeute von 71%
dargestellt werden. Aus den Kupplungen der Aminosauren 188 mit 119 bzw. 140 mit 146 konnte das
Dipeptid 103 (ber zwei Stufen mit einer Ausbeute von 91% als Diastereomerengemisch bzw. das
Diketopiperazin 106 UGber drei Stufen mit einer Ausbeute von 69% dargestellt werden. Diese wurden
anschlieRend genutzt, um das Tetrapeptid 99 zu synthetisieren, welches nach einer Isomerentrennung
mit einer Ausbeute von 7% erhalten wurde. Eine zukiinftige Weiterentwicklung der Totalsynthese ware
denkbar und kénnte eine tiefere Untersuchung der Formylierungsreaktion sowie die Umstellung der
Schutzgruppenstrategie in der Synthese des Dipeptids 103 beinhalten. Der Wechsel von der
Methylester- auf die tert-Butylesterschutzgruppe kdnnte die Isomerentrennung nach der Synthese des
Tetrapeptids 99 liberflissig machen und folglich eine héhere Ausbeute liefern.
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Schema 82. Totalsynthese von Cycloheptamycin Z (18).

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass eine aussichtsreiche totalsynthetische und chemo-
enzymatische Darstellung von Cycloheptamycin (13) konzipiert und durchgefiihrt wurde. Weiterhin
erfolgte eine erfolgreiche Totalsynthese und Strukturaufklarung von Cycloheptamycin Z (17).

Ilkarugamcin-Intermediat 64

Um die Biosynthese des lkarugamycins (18) besser verstehen zu kdnnen, ist es notwendig die damit
einhergehenden enzymkatalysierten Prozesse mechanistisch zu untersuchen. Die chemische Synthese
von Enzymsubstraten und ihr anschlieRender Einsatz in Enzymassays ist ein moglicher Weg diese zu
entschliisseln. Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb das Ikarugamycin-Intermediat 64 chemisch
dargestellt werden, um es in der Aufklarung des biokatalytischen Mechanismus von IkaB einsetzen zu
kdénnen.

In der vorausgehenden Masterarbeit von T. Stimpel stellte die Synthese der Tetramsadure-Funktion
eine nicht geléste Schwierigkeit dar.'®! Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde im Rahmen dieser
Arbeit das Ziel verfolgt, zunachst die zentrale Tetramsaureeinheit darzustellen und diese in moglichst
spaten Schritten der Syntheseroute mit den instabilen Polyenseitenketten auszustatten. Als
Polyenbausteine wurden insbesondere (E)-Octatrinal (196) und (E)-Dodecapentensdure (200)
bendotigt. Die Synthese von 196 erfolgte aus E-Crotonaldehyd (210) mit einer Ausbeute von 2% Uber
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zwei Stufen und die von 200 aus Sorbinsdureethylester (216) mit einer Ausbeute von 12% Uber funf
Stufen (Schema 83).

(e}
X /\/\)J\
Me/\AO Me NN OEt
210 216
2% Uber 12% Uber
1 Stufe 5 Stufen
Me” N0 /\/\/\/\/\)(J)\
196 Me NG G e Y N OH
200

Schema 83. Darstellung der Polyenbausteine 196 und 200.

Hinsichtlich der Synthese des Tetramsdurebausteine konnte zunidchst gezeigt werden, dass eine
Cyclisierung der R-Ketoamide 206, 232 und 237 ohne Einflihrung einer N*-Orn-Schutzgruppe nicht
moglich war (vergleiche Schemata 66 und 67, Kapitel ,Synthese der ungeschiitzten Tetramsaure 194“).
Eine erfolgreiche Darstellung des Tetramsadurephosphonats 240 aus dem R-Ketoamid 239 gelang
jedoch unter Verwendung von DMB als N*-Orn-Schutzgruppe mit einer exzellenten Ausbeute von 98%
(Schema 84), wobei das RB-Ketoamid 239 (iber 3 Stufen mit einer Gesamtausbeute von 46% ausgehend
von Diethylphosphonoessigsdure (203) dargestellt werden konnte.

H
N. B
Boc HN-Boc
o o o
o O 46% Gber 6 o0 O P
I || (EtO) o
P. 3 Stufen P. OMe NaH 2
(Et0);” QkOH —  (Et0);” MN = N
g™

HF
203 239 DMB O RT, 30 min DVB
98% 240

Schema 84. Darstellung der Tetramsaure 240 ausgehend von Diethylphosphonoessigsaure (203).

Im weiteren Verlauf wurde die Einfiihrung der Polyenseitenketten untersucht. So war es moglich 241
aus der HWE-Reaktion von Polyen 196 und dem Phosphonat 240 zu bilden (Schema 85). Jedoch zeigte
sich, dass nach Einflihrung des Polyens die zersetzungsfreie Abspaltung der DMB-Schutzgruppe nicht
mehr moglich war. Dies fuhrte zu einer Reaktionsumstellung, in der die DMB- und Boc-Schutzgruppe
von 240 zunachst entfernt wurden und die daraus resultierende Tetramsaure 243 mit 200 amidiert
wurde. Zwar konnte die Bildung von 248 nachgewiesen werden, jedoch war eine zerfallsfreie Isolierung
der Substanz nicht moglich. Alternativ wurde die HWE-Reaktion von 196 mit den Tetramsauren 243
und 194 gepriift. Hier zeigte sich, dass aufgrund der fehlenden DMB-Schutzgruppe die Reaktivitat des
Phosphonats von 243 bzw. 194 nicht mehr ausreichend war und das gewiinschte Produkt 248 bzw.
197 in nur sehr geringen Mengen gebildet wurde.

Mit dem Wissen um die Notwendigkeit einer Schutzgruppe am Tetramsaureamid und der Erkenntnis,
dass die Boc-Gruppe im Beisein der Decatetraenoyl-Seitenkette zerfallsfrei entfernt werden kann,
wurde eine Syntheseroute entwickelt, in der sowohl die Amin-Funktion der Ornithin-Seitenkette als
auch das Tetramsdureamid Boc-geschiitzt waren.
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Schema 85. Fehlgeschlagene Versuche zur Darstellung von lkarugamycin-Intermediat 64 mittels HWE-Reaktion.

Ausgehend vom bereits Di-Boc-geschiitzten Ornithin (207) konnte unter Einsatz von Meldrumsaure
und des Bestmanns-Ylids die Phosphorantetramsaure 209 mit einer Ausbeute von 46% (iber drei
Stufen dargestellt werden. Diese konnte anschlieRend (iber eine Wittig-Reaktion mit E-Octatrienal
(196) olefiniert werden, sodass nach einer sauren Boc-Entschitzung und einer finalen
Amidierungsreaktion mit Dodecapentensdure (200) das gewiinschte lkarugamycin-Intermediat 64
erstmals synthetisch dargestellt werden konnte. Damit war ein wichtiges Ziel dieser Arbeit erreicht.
Lediglich die Isolierung der Verbindung 64 muss in folgenden Arbeiten noch optimiert werden.
AnschlieBend sollte die Reinsubstanz in Enzymassays zur Aufklarung der von lkaB katalysierten
Cyclisierung genutzt werden. Nach einer erfolgreichen Etablierung der Enzymassays kdnnten zudem
weitere Derivate des lkarugamycin-Intermediats 64 dargestellt werden, die sich in der Lange ihrer
Polyenketten sowie in ihrer Modifikation an der Tetramsaureeinheit unterscheiden.

Boc fo)

NH BOC\NH /\/\/\/\/\)J\
Me XXX NH
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Schema 86. Darstellung von lkarugamycin-Intermediat 64 ausgehend von Diboc-L-Ornithin (207).

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass im Rahmen dieser Arbeit die Totalsynthese des
Ikarugamycin-Intermediats 64 erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Sie erfolgte tber eine kurze
und konvergente fiinfstufige Synthese, in der die Tetramsaure 209 in den finalen Schritten mit den
Polyenen 196 und 200 gekuppelt wurde, um das gewiinschte lkarugamycin-Intermediat 64 zu liefern.
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Experimenteller Teil

Allgemeine Informationen

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind alle kommerziell erhiltlich. Die Losungsmittel
wurden vor Gebrauch destilliert oder in analytischer Reinheit erworben. Die restlichen Chemikalien
wurden ohne weitere Aufarbeitung eingesetzt.

Dinnschichtchromatographische Analysen wurden an mit DC Kieselgel 60 F;s4 beschichteten Alufolien
von Merck Millipore (Billerica, MA, USA) durchgefiihrt. Die Analyten wurden durch Bestrahlung mit
ultraviolettem Licht (A=254 nm) oder/und durch Farbung mit Kaliumpermanganat-, Cer-
Molybdatophosphorsdure- oder Ninhydrinlésung und anschlieBendem Erhitzen sichtbar gemacht.

Tabelle 07. Zusammensetzung der Anfarbereagenzien.
Kaliumpermanganat-Losung Cer-Molybdatophosphorsaure-  Ninhydrinlésung

Losung
3.00g KMnO, 12.5g H3[P(M03014)d] 530 mg Ninhydrin
20.0g K,COs 5.00g Ce(S04)2x4H,0 150 mL Ethanol
5mL 5% NaOH 16 mL konz. H,SO4
300 mL H,0 450 mL H,0

Flr die praparative Sdulenchromatographie wurde das Kieselgel Geduran Si 60 (KorngroRe: 40-63 um)
der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die Aufreinigung mittels MPLC erfolgte mit
einem Reveleris X2 Flash Chromatography System der Firma Grace (Columbia, MD, USA), dessen UV-
Detektoren bei einer Wellenlange von 200 nm, 220 nm und 254 nm betrieben wurden. Als Sdulen
wurden entweder eine 12 g oder 40 g Reveleris-C18-Kartusche (PartikelgrofRe: 40 um) verwendet.
Analytische HPLC-Messungen wurden mit einer Eurosphere 11 100-3 C18 A S&ule an einer HPLC-Anlage
der Firma Jasco mit folgenden Modulen durchgefiihrt: UV-1575 Intelligent UV/VIS-Detektor, DG-2080-
53 3-Line Degasser, 2x PU-1580 Intelligent HPLC Pumpen, AS-1550 Intelligent Sampler, HG-1580-32
Dynamischer Mixer und an einer Azura HPLC der Firma Knauer (Berlin, Deutschland) mit folgenden
Modulen: AS 6.1L Sampler, P 6.1L Pumpe und DAD 2.1L Detektor. Praparative HPLC-Trennungen
erfolgten an einer HPLC-Anlage der Firma Jasco mit folgenden Modulen: Uv-1575 Intellligent UV-VIS
Detector, 2x PU-2086 Plus prep. Pump, LC-Net II/ADC, Rheodyne Injektionsventil, MIKA 1000 Dynamic
Mixing Chamber.

Die NMR-Spektren wurden auf folgenden Gerdten bei 300 K aufgenommen: Bruker Avance 1l HD 300,
Avance 11 300, Bruker Avance 11l HD 400, Bruker Ascend 500, Bruker Avance Il HD 500, Bruker Avance
600. 'H-Spektren wurden bei einer Frequenz von 300, 400, 500 oder 600 MHz, 3C-Spektren bei 75,
100, 125 oder 150 MHz gemessen. Die chemische Verschiebung (&) der Signale wurde in ppm
angegeben und ihre Kopplungskonstante in Hertz. Als Referenz wurde das Restsignal der Protonen im
Lésungsmittel genutzt. Die Zuordnung der Signale erfolgte durch *H-, **C-, COSY-, HMBC-, und HSQC-
Experimente. Spinmultiplizitaten sind als Singulett (s), Dublett (d), Dublett von Dubletts (dd), Dublett
von Tripletts (dt), Triplett (t), Triplett von Quartetts (tg), Quartett (q), Quintett (p), und Multiplett (m)
gekennzeichnet.

ESI-MS Messungen wurden an einem Expressiont CMS (Single Quadrupole Mass Analyzer) Gerat der
Firma Advion (Ithaka, NY, USA) mit einem Peak Scientific N118LA Stickstoffgenerator, einer Edwards
RV12 Hochvakuumpumpe und dem oben genannten Azura HPLC-System, oder an einer LCQ-Fleet
lonenfalle der Firma Thermo Scientific (Waltham, MA, USA) in Kombination mit einem UltiMate 3000
HPLC-System durchgefiihrt. HRMS wurden an einem Agilent Massenspektrometer 6538 (Santa Clara,
CA, USA) aufgenommen.
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Expressionen wurden mit Hilfe der Inkubationsschittler Multitron Standard und Ecotron der Firma
Infors HT (Bottmingen, Schweiz) durchgefihrt.

Allgemeine Synthesevorschriften

Festphasenpeptidsynthese

Die allgemeinen Vorschriften zur Festphasensynthese wurden aus der vorausgegangenen
Masterarbeit Gibernommen.®? Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Waschschritte mit einem
Volumen von 5-10 mL/g Harz des entsprechenden Losungsmittels durchgefiihrt. Das verwendete Harz
wurde vor jeder Reaktion flir eine Dauer von mindestens 30 min in Lésungsmittel gequollen. Die
Reaktionen wurden in Spritzen durchgefiihrt, mit Ausnahme der initialen Beladung des Harzes.

Aktivierung, Beladung und Capping des 2-Chlorotrityl-Harzes

Unter Argonatmosphére wurde in einem Glasreaktor mit Hahn und Fritte das 2-Chlorotrityl-Harz (1 eq)
mit trockenem DMF (3x) und trockenem DCM (3x) gewaschen. Anschliefend wurde das Harz mit
trockenem DCM (5-10 mL/g Harz) fir 30 min gequollen, filtriert und mit einer Lésung aus SOCl, (1.5 eq)
in trockenem DCM versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 1 h bei RT geschiittelt, mit trockenem DMF
(2x) und trockenem DCM (3x) gewaschen. Zu dem nun aktivierten Harz wurde eine Lésung aus der zu
beladenden Fmoc-geschiitzten Aminosédure (1.5 eq) und NMM (3.2 eq) in DCM/DMF (1:1, 7.5 mL/g
Harz) zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 24 h geschiittelt. Das Gemisch wurde filtriert, mit
trockenem DMF (3x) und trockenem DCM (3x) gewaschen. Um die noch freien Bindungsstellen des
beladenen Harzes zu inaktivieren, wurde es mit einer Losung aus DCM/MeOH/DIPEA (80:15:5,
5-10 mL/g Harz) versetzt, 15 min geschuttelt, filtriert, mit DMF (3x) und DCM (3x) gewaschen.
Abschlieend wurde der Beladungsgehalt des Harzes photometrisch bestimmt. Dazu wurde das
getrocknete Harz (5-10 mg) mit 20% Piperidin in DMF (1 mL) versetzt, 20 min bei RT geschuttelt und
filtriert. 100 pL des Filtrats wurden mit DMF (10 mL) verdiinnt und die Absorption dieser Lésung bei
301 nm bestimmt, wobei DMF als Referenzlésung diente. Es wurden drei Messungen durchgefiihrt
deren Durchschnittswert zur Berechnung des Beladungsgehaltes nach der folgenden Formel
verwendet wurde.

mmol] 101*A (301 nm)
Beladungsgehalt [ ] =

7.8 * m (Harz)

Fmoc-Entschiitzung

Das Harz, welches eine N-Fmoc-geschiitzte Aminosdure tragt, wurde mit 20% Piperidin in DMF
(5-10 mL/g Harz) versetzt, fur 15 min geschittelt, filtriert und die Entschitzung ein weiteres Mal mit
einer Reaktionsdauer von 10 min wiederholt. AbschlieRend wurde das Harz mit DMF (5x) gewaschen.

Kettenelongation

Bei der Kupplung eines primdren Amins wurde das Harz mit einer Losung aus der zu kuppelnden
Aminosaure (3 eq), HBTU (3 eq), HOBt (3 eq) und DIPEA (6 eq) in DMF (7.5 mL/g Harz) versetzt, 30 min
geschittelt und die Kupplung ein weiteres Mal wiederholt. Im Falle eines sekundaren Amins wurde das
Harz mit einer Losung aus der zu kuppelnden Aminosaure (3 eq), HATU (3 eq), HOAt (3 eq) und DIPEA
(6 eq) in DMF (7.5 mL/g Harz) versetzt, 3 h geschiittelt und die Kupplung ein weiteres Mal wiederholt.
Nach erfolgter Kupplung wurde das Harz mit DMF (5x) gewaschen.

Um die Vollstandigkeit der Reaktion zu liberpriifen, wurde eine Spatelspitze des Harzes entnommen
und eine Testabspaltung durchgefiihrt. Dazu wurde das Harz mit 0.1% TFA in DCM (1 mL) versetzt und
5 min geschiittelt. AnschlieBend wurde das Gemisch filtriert, das Filtrat eingeengt, mit ACN (1 mL)
versetzt und mittels LC-MS untersucht. Bei vollstandiger Umsetzung wurde die Kettenelongation mit
der nachsten Aminosaure fortgesetzt.
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N-Methylierung

Harz, welches eine N-terminal entschltzte Aminosaure tragt, wurde mit NMP (5x) gewaschen, mit
einer Losung aus NBS-Cl (4 eq) und Collidin (10 eq) in NMP (5 mL/g Harz) versetzt, 15 min geschittelt
und erneut mit NMP (5x) gewaschen.

Harz, welches eine N-terminal NBS-geschiitzte Aminosdure trdgt, wurde mit trockenem THF (5x)
gewaschen, mit einer Losung aus PhsP (5 eq) und trockenem MeOH (10 eq) in trockenem THF
(2.5 mL/g Harz) versetzt und 1 min geschittelt. AnschlieBend wurde dem Reaktionsgemisch eine
Lésung aus DIAD (5 eq) in trockenem THF (2.5 mL/g Harz) portionsweise hinzugefiigt, weitere 10 min
geschuittelt und abschlieBend das Harz mit NMP (5x) gewaschen.

Harz, welches eine N-terminal NBS-geschiitzte und N-methylierte Aminosdure tragt, wurde mit einer
Lésung aus Mercaptoethanol (10 eq) und DBU (5 eq) in NMP (5 mL/g Harz) versetzt, 5 min geschuttelt
und die Entschiitzung ein weiteres Mal wiederholt. Das Harz wurde abschlieRend mit DMF (5x)
gewaschen.

Abspaltung des Peptids

Nach abgeschlossener Synthese des Peptids wurde das Peptid vom Harz abgespalten. Dazu wurde es
mit 0.6% TFA in DCM (7.5 mL/g Harz) fur 5 min geschdittelt, filtriert und die Abspaltung vier weitere
Male durchgefiihrt. Das Harz wurde mit DCM (5x) gewaschen und die vereinigten organischen Phasen
wurden unter vermindertem Druck eingeengt. AnschlieBRend wurde der Reaktionslosung auf 4 °C
gekuhlter Et,0 (10 mL) zugegeben. Die Suspension wurde zentrifugiert (15 min, 8000 U/min) und das
rohe Reaktionsprodukt vom Uberstand abgetrennt. Die Aufreinigung erfolgte mittels MPLC oder HPLC.

Menthol-Derivatisierung

R EDC, Me-Me
Fmoc\N)ﬁ‘/OH DMAP Fmoc. )\H/
H THF/DMF
o RT,5h \Q

Zu einer Losung aus Fmoc-Aminosaure (320 umol, 1 eq) in THF/DMF (8 mL, 5:3) wurde (-)-Menthol
(55 mg, 350 umol, 1.1 eq), EDCI (73 mg, 380 umol, 1.2 eq) und DMAP (12 mg, 100 umol, 0.3 eq)
zugegeben und das Reaktionsgemisch bei RT fiir 5 h geriihrt. Anschlieffend wurde die Reaktion mit
EtOAc verdiinnt und mit 10% HCI (1x), NaHCOs-Losung (1x) und ges. NaCl-Lésung (1x) gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber MgSQO, getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das gewlinschte Produkt wurde nach einer Aufreinigung an der MPLC erhalten.

Biologische Arbeiten

Proteinexpression der Cycloheptamycin Thioesterase

Die Expression der cyh-Thioesterase erfolgte mit einem pHis8C-TEV-orf13-TE Plasmid transformierten
E. coli BAP1 Expressionsorganismus, welcher freundlicherweise von Dr. Z. Quian bereitgestellt
wurde.* Es wurde mit einer Spatelspitze dieser Kryokultur 5 mL LB-Medium inokuliert und mit 5 pL
Kanaymcin-Losung (50 mg/mL) versetzt. Die Vorkultur 1 wurde Uber Nacht (37 °C, 200 U/min)
inkubiert. Danach wurde Vorkultur 2 angesetzt, indem 100 mL LB-Medium mit 100 puL Kanamycin-
Losung (50 mg/mL) mit 1 mL Vorkultur 1 versetzt und erneut tber Nacht (37 °C, 200 U/min) inkubiert
wurde. Dann wurde die Hauptkultur, bestehend aus 2 L LB-Medium und 2 mL Kanaycin-Lésung (50
mg/mL) mit 20 mL Vorkultur 2 angeimpft und bis zu einer ODggo von etwa 0.6 inkubiert. AnschlieBend
wurden die Kulturen auf 4 °C temperiert, mit 0.3 mL IPTG-L6sung (1 M) versetzt und tGber Nacht (16 °C,
200 U/min) inkubiert. Die Zellen wurden per Zentrifugation (4 °C, 4000 U/min, 10 min) pelletiert und
bei -78 °C gelagert.
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Zellaufschluss und Proteinreinigung

Die bei -78 °C gelagerten Zellpellets wurden im Lysispuffer (4 mL/g Pellet) resuspendiert und die Zellen
mittels Ultraschall (35%, 5 s Puls/5 s Pause, 90 s) aufgeschlossen. AnschlieRend wurde das Lysat
zentrifugiert (30 min, 14000 U/min, 4 °C) bis sich ein klarer Uberstand ausgebildet hatte. Der Uberstand
des Lysats wurde dekantiert, mit Ni-NTA-Agarose (1 mL/L Kulturlésung) versetzt und fiir eine 1 h bei
0 °C geschiittelt. Die Suspension wurde auf eine Sdule mit Fritte aufgetragen, mit Waschpuffer (8 mL,
80 um Imidazol) gewaschen und mit Elutionspuffer (3x2.5 mL, 250 um Imidazol) eluiert.

Entsalzung und Aufkonzentration

Zunachst wurden PD10-Saulen mit 8 mL des Assay-Puffers gewaschen. Dann wurde begonnen, dass
Eluat auf die Sadule aufzutragen. Dazu wurden jeweils 2.5 mL Eluat aus der Proteinreinigung auf die
Saule gegeben und in das Saulenbett eingesickert. Dies wurde wiederholt, bis alles Eluat auf die Saule
aufgetragen war. AnschlieBend wurde mit 3.5 mL des Assay-Puffers nachgespilt. Fir die
Aufkonzentration wurden Vivaspin-Zentrifugationskonzentratoren genutzt. Die entsalzten
Proteinlésungen wurden in Konzentratoren mit einem MWCO von 10 kDa (GroéRe der Thioesterase
29.4 kDa) gegeben und zentrifugiert (10 min, 4500 U/min, 4 °C). AnschlieRend wurden die Losungen
durchmischt und erneut zentrifugiert. Diese Schritte wurden wiederholt, bis noch 1.5 mL Proteinldsung
verblieben. Die Proteinkonzentration wurde photometrisch bestimmt und das Protein direkt fir die
Assays genutzt.

Puffer-Zusammensetzungen
Tabelle 08. Zusammensetzung des Lysispuffers, Waschpuffers und Elutionspuffers.

Reagenzien Lysis-Puffer Waschpuffer Elutionspuffer
Imidazol 10 mm 80 mm 250 mm
NaH,P0O4*H,0 50 mm - -

NacCl 300 mm - -

Glycerol 10 Vol%

pH 7.5 7.5 7.5

Tabelle 09. Zusammensetzung der Assaykonzentration.

Reagenzien HEPES-Puffer MOPS-Puffer
HEPES 25 um -

MOPS - 25 um

NacCl 50 um 50 mm
Glykol 10 Vol% 10 Vol%

Synthesen zur Darstellung von Cycloheptamycin (13) und Derivaten

Synthese der Aminosaure-Bausteine
Synthese des O-Methyl-D-tyrosins (78)

Synthese von Boc-D-Tyr (111)
OH Bot,0 OH
NaOH

Dioxan/H,0O H

~_OH RT.18h  Boc. _~_ _OH
HN™Y 96% N
132 © 11 ©°

Zu einer LOosung aus D-Tyrosin (132, 10.0 g, 55.3 mmol, 1 eq) in Dioxan/H,O (240 mL, 2:1) wurde
1 M Natronlauge (125 mL) und Boc,0 (13.3 g, 60.9 mmol, 1.1 eq) zugegeben. Das Gemisch wurde bei
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RT flr 17 h gertihrt, mit 10% HCl auf pH 1-2 angesauert und mit EtOAc (4x) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, lGber MgS0, getrocknet und das
Loésungsmittel bei vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 111 wurde als gelbliches Ol (14.9 g,
53.0 mmol, 96%) erhalten.

'H NMR (300 MHz, Methanol-d,) & [ppm]: 7.04 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-7, H-7°), 6.70 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-
8, H-8),4.28 (dd, J = 8.7, 5.1 Hz, 1H, H-4), 3.04 (dd, J = 13.9, 5.1 Hz, 1H, H-5), 2.81 (dd, J = 13.9, 8.7 Hz,
1H, H-5), 1.39 (s, 9H, H-1, H-1°, H-1“).

Die analytischen Daten Stimmen mit den Literaturdaten (iberein.!*8

Synthese von Boc-D-Tyr(OMe)OMe (112)

OH KOH OMe
Mel

E DMF H
Boc., ~ OH RT 4h Boc. .~ OMe
N ; N
H/\ﬂ/ 92% H/\ﬂ/
(0] (0]
111 112

Zu einer Losung aus Boc-bD-Tyrosin (111, 14.9 g, 53.0 mmol, 1 eq) in DMF (100 mL) wurde bei 0 °C KOH
(3.84 g, 69.2 mmol, 1.3 eq) zugegeben. AnschlieRend wurde eine Losung aus Mel (8.33 g, 58.5 mmol,
1.1 eq) in DMF (120 mL) langsam zugetropft. Das Gemisch wurde bei RT fir 1 h geriihrt, erneut mit
KOH (3.84 g, 69.2 mmol, 1.3 eq) und mit Mel (8.33 g, 58.5 mmol, 1.1 eq) in DMF (120 mL) versetzt. Das
Gemisch wurde bei RT weitere 2 h gerihrt und mit EtOAc/H,0 (600 mL, 1:1) verdiinnt. Nun wurde das
Gemisch mit 10% HCl auf pH 1-2 angesduert und die organische Phase getrennt. Die wassrige Phase
wurde mit EtOAc (3x200 mL) re-extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit ges. NaCl-
Losung (3x150mL) gewaschen, tber MgS0O, getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, Pentan/EtOAc 4:1) wurde
das Produkte 112 als gelbliches Ol (15.1 g, 48.8 mmol, 92%) erhalten.

8

9 0.
7 Me
6

5 8'

-

1Me Me O z -
2 B

1,Me>j\o)3LH/4\[(0‘Me11

112©

R¢= 0.66 (Pentan/EtOAc 4:1);

H NMR (300 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 7.11 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-7, H-7°), 6.83 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-
8, H-8°),4.30(dd, /=8.7, 5.8 Hz, 1H, H-4), 3.76 (s, 3H, H-10), 3.68 (s, 3H, H-12), 3.02 (dd, /= 13.8, 5.7 Hz,
1H, H-5), 2.84 (dd, J = 13.8, 8.7 Hz, 1H, H-5), 1.39 (s, 9H, H-1, H-1¢, H-1).

Die analytischen Daten Stimmen mit den Literaturdaten iiberein.[**”



Synthese von Boc-D-Tyr(OMe)OH (87)

OMe OMe

: THF/H,0 :

Boc. OMe Boc - OH
N RT,17 h ~
L Y
112 87

Zu einer Lésung aus D-Tyrosin 112 (15.1 g, 48.8 mmol, 1 eq) in THF (300 mL) wurde LiOH (5.19 g,
217 mmol, 5.5 eq) in H,0 (500 mL) bei 0°C langsam zugetropft und die Reaktionslésung bei RT fiir 17 h
gerihrt. AnschlieBend wurde das Gemisch mit 10% HCl auf pH 7 neutralisiert und das THF unter
vermindertem Druck entfernt. Nun wurde das Reaktionsgemisch mit 10% HCl auf pH 2 angesduert, mit
EtOAc (3x250 mL) extrahiert, Gber MgSO. getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Produkt 87 wurde als gelbliches Ol (14.3 g, 48.4 mmol, 99%) erhalten.

9_O.
7 Me10
4o 6
5 8

2 “__OH
Me” ~073 ”/4\[(
g7 ©
'H NMR (300 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 7.13 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-7, H-7°), 6.83 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-
8, H-8), 4.29 (dd, J = 8.8, 5.0 Hz, 1H, H-4), 3.76 (s, 3H, H-10), 3.08 (dd, J = 13.9, 5.1 Hz, 1H, H-5), 2.84
(dd, J=13.9, 8.8 Hz, 1H, H-5), 1.39 (s, 9H, H-1, H-1°, H-1“).

Die analytischen Daten Stimmen mit den Literaturdaten iiberein.[**”!

Synthese von Boc-D-Tyr(OMe)OBn (133)

OMe OMe
BnBr
K,CO3

- —_—— -
Boc.. _~_ _OH ACN Boc.. _~__OBn
ﬂ/\ﬂ/ RT, 18 h ﬂ/\ﬂ/
o) 92% O
87 133

Zu einer Losung aus 87 (4.92 g, 16.6 mmol, 1.0 eq) in ACN (50 mL) wurde K>COs (3.44 g, 24.9 mmol,
1.5eq) und BnBr (2.96 mL, 24.9 mmol, 1.5 eq) zugegeben und bei RT fir 18 h gerlhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit H,O verdiinnt bis sich der Niederschlag aufléste und mit EtOAc (3x)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Gber MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,
Pentan/EtOAc 9:1) wurde das Produkt 133 als farbloses Ol (5.86 g, 15.2 mmol, 92%) erhalten.

R¢= 0.19 (Pentan/EtOAc 9:1);

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.40 — 7.27 (m, 5H, H-14, H-14", H-15, H-15‘, H-16), 6.95 (d,
J=8.1Hgz, 2H, H-7, H-7°), 6.76 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-8, H-8°), 5.14 (q, J = 12.2 Hz, 2H, H-12), 4.96 (d, J =
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8.4 Hz, 1H, NH), 4.58 (dd, J = 6.6 Hz, 1H, H-4), 3.77 (s, 3H, H-10), 3.03 (d, J = 5.9 Hz, 2H, H-5), 1.42 (s,
9H, H-1, H-1°, H-1“);

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 171.9, 158.8, 155.2, 135.4, 130.5, 128.7, 128.7, 128.6, 127.9,
114.1, 80.0, 67.2, 55.3, 54.7, 37.5, 28.4;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C;H27NNaOs [M+Na]*: 408.1781, gefunden: 408.1774.

Synthese von HCI*H;N-D-Tyr(OMe)OMe (101)

OMe OMe
_/©/ HCI o /©/

: Dioxan ClI ®

Boc-. OBn “__OBn
H/\([)]/ RT,0.5h HaN/\[O(

100%
133 101

133 (3.50 g, 9.08 mmol, 1 eq) wurde in 4 M HCl in Dioxan (50mL) gelést und bei RT fiir 30 min geriihrt.
Anschliefend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 101 wurde
als weiller Feststoff (2.92 g, 9.07 mmol, 100%) erhalten.

IH NMR (300 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.40 — 7.24 (m, 5H, H-11, H-11/, H-12, H-12, H-13), 7.10 —
7.02 (m, 2H, H-4, H-4°), 6.87 — 6.79 (m, 2H, H-5, H-5°), 5.31 — 5.16 (m, 2H, H-9), 4.30 (t, J = 6.7 Hz, 1H,
H-1), 3.77 (s, 3H, H-7), 3.14 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-2);

13C NMR (75 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 170.0, 160.9, 136.2, 131.5, 130.0, 129.8, 129.7, 126.8, 115.5,
69.1, 55.7, 55.3, 36.7;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet flir C17H20NO3 [M+H]*: 286.1438, gefunden: 286.1430.

Synthesen von anti-fs-Hydroxynorvalin (85)
Synthese von Serinorthoester 134

OH OH

Cbz. o H,, Pd/C o
N —2—" H,N
H o MeOH L0
Me RT,24h Me
13 95% 134

Unter Hy-Atmosphére wurde eine Lésung aus 113 (2.46 g, 7.60 mmol, 1 eq) und 10% Pd/C (250 mg) in
MeOH (18 mL) bei RT fiir 24 h geriihrt und tber Celith filtriert. Nach dem Entfernen des Lésungsmittels
wurde das Produkt 134 als weiler Feststoff (1.36 g, 7.20 mmol, 95%) erhalten.
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OH

2
'3 Ou
HZNJ/\K 4
(@] 5

e}
134 7 Meg

IH-NMR (400 MHz, MeOD) & [ppm]: 3.93 (s, 6H, H-3, H-3*, H-3“), 3.74 (dd, 1H, J=3.8, 11.2 Hz, H-2), 3.46
(dd, 1H, J=7.6, 11.2 Hz, H-2), 2.83 (dd, 1H, J=3.8, 7.6 Hz, H-1), 0.82 (s, 3H, H-6);

ESI-MS (+): m/z berechnet fir CgH1sNO4 [M+H]* 190.1, gefunden: 190.1.

Die analytischen Daten Stimmen mit den Literaturdaten iiberein.®¥

Synthese von N,N-Dibenzylserinorthoester (135)

OH OH

BnBr,
o K,CO o
HoN _KeCO3 5 N
50 ACN N
Me RT,16h Me
134 74% 135

Zu einer Suspension aus 134 (100 mg, 529 umol, 1 eq) und K,CO; (176 mg, 1.27 mmol, 2.4 eq) in ACN
(3.2 mL) wurde BnBr (0.14 mL, 1.16 mmol, 2.2 eq) zugeben und bei RT fiir 16 h geriihrt. AnschlieRend
wurde das Reaktionsgemisch Uber Celith filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, Pentan/EtOAc 6:1) wurde das
Produkt 135 als weiler Feststoff (144 mg, 390 umol, 74%) erhalten.

7 OH
3 5
2 /QSKO' 9
7N
| 08&\10
1 3 Me
2' 2 9" "
135

IH-NMR (400 MHz, MeOD) & [ppm]: 7.34 — 7.15 (m, 10H, 2x(H-1, H-2, H-2, H-3, H-3°)), 3.97 — 3.84 (m,
10H, 2xH-5, H-9, H-9¢, H-9“), 3.66 — 3.56 (m, 2H, H-7), 2.91 (dd, 1H, J=5.0, 8.7 Hz, H-6), 0.81 (s, 3H, H-
11);

R¢= 0.29 (Pentan/EtOAc 6:1);

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C2H,;NNaO4 [M+Na]* 392.2, gefunden: 392.3.

Die analytischen Daten Stimmen mit den Literaturdaten {iberein.®*

Synthese von N,N-Dibenzyl-anti-B-Hydroxynorvalinorthoester (136)

1) DMSO, (COCl),, Me
OH Et;N
DCM
Bn,N o) -78°C>0°C,25h
OQB\ 2) EtMgBr
Me Et,O/DCM
135 0°C,15h

34%

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Losung aus Oxalylchlorid (483 pL, 5.63 mmol, 1.6 eq) in
trockenem DCM (30 mL) bei -78 °C DMSO (800 pL, 11.3 mmol, 3.2 eq) zugetropft und bei -78 °C 15 min
gerihrt. AnschlieBend wurde Orthoester 135 (1.30 g, 3.51 mmol, 1 eq) in DCM (25 mL) geldst,

88



auf -78 °C gekiihlt und langsam der Oxalylchlorid/DMSO-L6sung zugetropft. Das Reaktionsgemisch
wurde 1.5 h bei -78 °C gertihrt und mit DIPEA (3.0 mL, 17.6 mmol, 5 eq) versetzt. AnschlieBend wurde
es weitere 45 min bei -78 °C gertihrt und 10 min bei RT. Danach wurde das Gemisch mit DCM verdiinnt
und mit 3% NH4CI-Lsung (1x), mit 10% NaHCOs-Losung (1x) und mit ges. NaCl-Losung (1x) gewaschen.
Die organische Phase wurde mit MgSO. getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Zwischenprodukt wurde unter Argonatmosphére in trockenem Et,0 (105 mL) geldst und
bei 0 °C mit EtMgBr (2.34 mL, 7.02 mmol, 2 eq, 3 M in Et,0) versetzt. Da das Edukt nach 30 min nicht
vollstandig umgesetzt war, wurde erneut EtMgBr (0.6 mL, 1.8 mmol, 0.5 eq, 3 M in Et;0) zugegeben
und weitere 60 min geriihrt. Anschliefend wurde die Reaktion durch die Zugabe von 3% NH4Cl-L6sung
gequencht und mit Et,0 (3x) extrahiert. Die organische Phase wurde mit 10% NaHCOs-Ldsung und ges.
NaCl-Lésung gewaschen, Gber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, Pentan/EtOAc 4:1) wurde das
Produkt 136 als gelblicher Feststoff (472 mg, 1.19 mmol, 34%) erhalten.

R¢= 0.25 (Pentan/EtOAc 6:1);

H NMR (400 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.36 — 7.16 (m, 10H, 2x(H-1, H-2, H-2¢, H-3, H-3%)), 3.99 (s,
6H, H-11, H-11‘, H-11“), 3.94 — 3.81 (m, 4H, 2x(H-5)), 3.75 (td, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H, H-7), 2.69 (d, J =
8.7 Hz, 1H, NCH), 1.96 - 1.84 (m, 1H, H-8), 1.14 - 1.01 (m, 1H, H-8), 0.84 (s, 3H, H-13),0.71 (t,/=7.4 Hz,
3H, H-9);

13C NMR (101 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 140.5, 129.1, 127.7, 126.4, 110.8, 71.62, 71.58, 63.1, 55.3,
30.0, 26.6, 13.0, 8.6.

Die analytischen Daten Stimmen mit den Literaturdaten {iberein.®*

Synthese von N,N-Dibenzyl-anti-B-Hydroxynorvalin 137

Me MeOH/H,0
RT, 18 h
68%

Zu einer Lésung aus 136 (350 mg, 880 umol, 1 eq) in DCM (15 mL) und H,0 (0.25 mL) wurde TFA
(0.35 mL) zugeben und bei RT fir 15 min geriihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mit LiOH-L6sung (5.3 mL, 2.64 mmol, 3 eq, 0.5 M) und
MeOH/H,0 (10 mL, 1:1) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde bei RT fiir 18 h gerthrt, mit 10% HCI
angesduert und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tGber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 137 wurde als
weiBer Feststoff (299 mg, 0.954 mmol, 68%) erhalten.

ESI-MS (+): m/z berechnet fir CigH24NO3 [M+H]* 314.4, gefunden: 314.1.
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Synthese von Cbz-syn-B-Hydroxynorvalinorthoester 138

1) DMSO, (COCl),, Me
Et;N OH
DCM

OH
Cbz\N&O -78°C > 0°C,2.5h Cbz\N
H ogﬁ\ 2) EtMgBr H ogﬁ\
M Me
113

e  Et,O0/DCM
-78 °C, 30 min 138
49%

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Losung aus Oxalylchlorid (425 pL, 4.95 mmol, 1.6 eq) in
trockenem DCM (15 mL) bei -78 °C DMSO (700 pL, 9.90 mmol, 3.2 eq) zugetropft und bei -78 °C 15 min
gerihrt. AnschlieBend wurde Cbz-Ser-Orthoester (113, 1. 00 g, 3.09 mmol, 1 eq) in DCM (10 mL) gel6st,
auf -78 °C gekihlt und langsam der Oxalylchlorid/DMSO-Losung zugetropft. Das Reaktionsgemisch
wurde 1.5 h bei -78 °C gertihrt und mit DIPEA (2.6 mL, 15.3 mmol, 5 eq) versetzt. AnschlieBend wurde
es weitere 45 min bei -78 °C geriihrt und 10 min bei RT. Danach wurde das Gemisch mit DCM (10 mL)
verdiinnt und mit 3% NH4CI-Losung (1x), mit 10% NaHCOs-Losung (1x) und mit ges. NaCl-Lésung (1x)
gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSQO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Zwischenprodukt wurde zunachst in trockenem DCM (16 mL) gel6st
und mit trockenem Et,0 (60 mL) verdiinnt. AnschlieBend wurde der triiben Lésung bei -78 °C EtMgBr
(5 mL, 15 mmol, 4.85 eq, 3 M in Et,0) zugegeben und weitere 15 min bei -78 °C geriihrt. Die Reaktion
wurde auf RT erwarmt, mit ges. NH4Cl-LOsung. (1x) gequencht und mit DCM (3x) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-L6sung gewaschen, Gber MgSQO, getrocknet und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen

Aufreinigung (SiO,, Pentan/EtOAc 3:2) wurde das Produkt 138 als weiRer Feststoff (535 mg, 1.52 mmol,
49%) erhalten.

10
Me
OH
0° 3%
3 5 .
2 . O)g\l\b%%q 12
H O \|13
1 3 0 Me
2 138 12" 14
R¢= 0.27 (Pentan/EtOAc 3:2);

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 7.41 — 7.27 (m, 5H, H-1, H-2, H-2, H-3, H-3°), 5.75 (d, J =
9.1 Hz, 0.5H, NH), 5.34 (d, J = 10.5 Hz, 1H, 0.5H, NH), 5.19 — 5.05 (m, 2H, H-5), 4.40 (d, / = 8.8 Hz, 0.5H,
H-7), 4.31 (d, /= 11.0 Hz, 0.5H, H-7), 4.17 — 3.80 (m, 4H, H-12, H-8), 3.54 (s, 2H, H-12), 3.20 (s, 2H, H-
12*), 1.66 — 1.30 (m, 2H, H-9), 0.95 (m, 3H, H-10), 0.81 (s, 3H, H-14);

ESI-MS (+): m/z berechnet flir C;sH,sNNaOg [M+Na]* 374.2, gefunden: 374.2.

Synthese von Cbz-anti-B-Hydroxynorvalinorthoester (139)

1) DMSO, (COCl),,

Me Et;N Me
OH DCM WOH
-78°Cg0°C,25h

Cbz. o . Cbz. o

N 2) LiBH,4 N

H 4o MeOH/DCM H 4o

Me  .78°C,6h Me
138 67% 139
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Unter Argonatmosphare wurde zu einer Losung aus Oxalylchlorid (204 pL, 2.36 mmol, 1.6 eq) in
trockenem DCM (7.5 mL) bei -78 °C DMSO (334 L, 4.70 mmol, 3.2 eq) zugetropft und bei -78 °C 15 min
gerihrt. AnschlieBend wurde Orthoester 138 (518 mg, 1.47 mmol, 1 eq) in DCM (5 mL) geldst,
auf -78 °C gekiihlt und langsam der Oxalylchlorid/DMSO-L6sung zugetropft. Das Reaktionsgemisch
wurde 1.5 h bei -78 °C gertihrt und mit DIPEA (1.25 mL, 7.35 mmol, 5 eq) versetzt. AnschlieRend wurde
es weitere 45 min bei -78 °C gertihrt und 10 min bei RT. Danach wurde das Gemisch mit DCM verdiinnt
und mit 3% NH4CI-Lsung (1x), mit 10% NaHCOs-Losung (1x) und mit ges. NaCl-Losung (1x) gewaschen.
Die organische Phase wurde mit MgSO,getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Zwischenprodukt wurde in trockenem DCM/MeOH (1:1, 110 mL) gelost und
bei -78 °C mit LiBH4 (320 mg, 14.7 mmol, 10 eq) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 6 h bei -78 °C
gerihrt und dann mit ges. NH4Cl-Losung gequencht. Das Gemisch wurde mit DCM (3x) extrahiert, Gber
MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer
saulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, Pentan/EtOAc 3:2) wurde das Produkt 139 als weiRer
Feststoff (154 mg, 438 umol, 24%) erhalten.

R¢= 0.25 (Pentan/EtOAc 3:2);

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.39 — 7.28 (m, 5H, H-1, H-2, H-2/, H-3, H-3°), 5.81 (d, J = 8.1 Hz,
1H, NH), 5.14 — 5.07 (m, 2H, H-5), 4.30 — 4.17 (m, 1H, H-8), 3.94 — 3.63 (m, 3H, H-7, H-12), 3.55 (s, 2H,
H-12°), 3.19 (s, 2H, H-12"), 1.72 — 1.35 (m, 2H, H-9), 0.98 (dt, J = 11.2, 7.4 Hz, 1H, H-10), 0.82 (s, 3H, H-
14);

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C;sH,sNNaOg [M+Na]* 374.2, gefunden: 374.7.

Synthese von Cbz-anti-B-Hydroxynorvalin (140)

Me Me
OH 1) TFA, H,0 OH
) DCM )
Cbz\N o] RT, 15 min Cbz\N OH
H 50 2) LiOH H o
139 Me MeOH/H,0O 140
RT, 18 h

Eine Losung aus 139 (50 mg, 142 umol, 1 eq) in DCM (1.5 mL) und H,0 (25 puL) wurde mit TFA (35 L)
versetzt und bei RT fiir 15 min gerihrt. AnschlieBRend wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und der Riickstand mit einer Losung aus Na,COs (75 mg, 711 umol, 5 eq) in Dioxan/H,0
(1.5 mL, 1:1) gel6st. Das Reaktionsgemisch wurde bei RT flr 18 h gerihrt, mit 10% HCl angesauert und
mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Eine Produktbildung konnte beobachtet werden,
jedoch konnte das Produkt 140 nicht als Reinsubstanz isoliert werden.

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C13H1sNOs [M+H]* 268.1, gefunden: 268.0.
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Synthese von E-Pent-2-enbenzylester (115)

BnBr

o K,CO3 o
MGMOH DME MeMOBn
141 RT, 23 h 115

97%

Zu einer Lésung aus (E)-Pent-2-ensaure (141, 5.00 g, 49.9 mmol, 1 eq) in DMF (30 mL) wurde K,COs3
(3.47 g, 25.1 mmol, 0.5 eq) zugegeben und das Reaktionsgemisch 5 min gerihrt. Dann wurde BnBr
(6.56 mL, 55.2 mmol, 1.1 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT flir 19 h geriihrt. AnschlieRend wurde
mit H,O verdiinnt bis sich der Niederschlag vollstandig aufléste und mit Et,O (2x100 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden liber MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, Cy/Et,0
19:1 -> Cy/Et,0 9:1) konnte das Produkt 115 als farblose Flussigkeit (9.17 g, 48.2 mmol, 97%) isoliert
werden.

Rf = 0.33 (Cy/Et,0 19:1 -> Cy/Et,0 9:1);

IH NMR (300 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.43 — 7.28 (m, 5H, H-8, H-8', H-9, H-9’, H-10), 7.08 (dt, J = 15.7,
6.3 Hz, 1H, H-3), 5.87 (dt, J = 15.7, 1.7 Hz, 1H, H-4), 5.18 (s, 2H, H-6), 2.43 — 2.10 (m, 2H, H-1), 1.07 (t,
J=7.4Hz, 3H, H-1).

Die analytischen Daten Stimmen mit den Literaturdaten iiberein.[*?"

Synthese von Diolester 116

AD-Mix-o,  Me

o o)
CH3SO,NH
e o
Me\/\)J\OBn H,O/tBUOH  o” " “0Bn
4°C, 18 h :
15 96% 116 OH

Zu einer Losung aus AD-Mix a (29.4 g) und Methansulfonamid (2.00 g, 21.0 mmol, 1.0 eq.) in
H>O/tBuOH (200 mL, 1:1) wurde bei 4 °C Ester 115 (4.00 g, 21.0 mmol, 1.0 eq) zugegeben. Nach der
vollstandigen Umsetzung von Ester 115 (48 h) wurde Na,SO0s (32.6 g) zugegeben, das Reaktionsgemisch
30 min bei RT gerihrt und mit Et,0 (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
ges. NaCl-Lésung gewaschen, tber MgS0O,4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, EtOAc/Pentan 3:2) wurde
das Produkt 116 als klares Ol (4.54 g, 20.3 mmol, 96%) erhalten.

R¢= 0.63 (EtOAc/Pentan 3:2);

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & [ppm]: 7.39 — 7.29 (m, 5H, H-8, H-8", H-9, H-9/, H-10), 5.33 = 5.17 (m, 2H,H-
6),4.16 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-4), 3.84 (td, J = 6.9, 2.1 Hz, 1H, H-3), 1.64 (p, J = 7.3 Hz, 2H, H-2), 0.98 (t, J
=7.4 Hz, 1H, H-1);
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3C NMR (75 MHz, CDCl3) & [ppm]: 173.8, 135.2, 128.8, 128.7, 128.5, 74.1, 73.0, 67.8, 26.8, 10.3;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C1,H16NaO4 [M+Na]*: 247.0941, gefunden: 247.0930.

Synthese von Sulfat 117

Vo 1) SOCl,

j\)?\ DCM Me o
40°C, 2 h j\/u\
HO™ " OBn  2)Rucl; KO, O Y OBn
116 OH ACN/CHCIy/H,0 _5—0 117
40°c,4h O]
81%

Zu einer Losung aus Diol 116 (4.50 g, 20.1 mmol, 1 eq) in DCM (34 mL) wurde SOCI; (2.92 mL,
40.2 mmol, 2 eq) bei 0 °C langsam zugetropft und 5 min bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wurde die
Reaktionslosung bei 40 °C fiir 2 h geriihrt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Der Rickstand wurde in H,O (40 mL), CHCl3 (26 mL) und ACN (26 mL) gel6st und mit KIO4 (13.9 g,
60.3 mmol, 3 eq) und RuCls; (63 mg, 302 umol, 0,015 eq) versetzt. Die Reaktion wurde bei 40 °C fiir 4 h
gerihrt und mit Et,0 (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer
saulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, EtOAc/Pentan 1:8) wurde das Produkt 117 als klares
0Ol (4.69 g, 16.4 mmol, 81%) erhalten.

R¢ = 0.31 (EtOAc/Pentan 1:8);

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 7.46 — 7.31 (m, 5H, H-8, H-8‘, H-9, H-9, H-10), 5.30 (s, 2H,
H-6), 4.99 — 4.77 (m, 2H, H-3, H-4), 2.07 — 1.95 (m, 2H, H-2), 1.10 (t, J = 7.4 Hz, 3H, H-1);

13C NMR (75 MHz, CDCls) 6 [ppm]: 164.9, 134.1, 129.1, 128.9, 128.6, 85.2, 79.6, 68.8, 26.4, 9.1;
HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C12H14NaOsS [M+Nal*: 309,0403, gefunden: 309.0382.

Synthese von Azidester 118

Me HNaN;  (©

j\/ﬁ\ Aceton/H,0 ~OH
_ OBn 50°C,4 h OBn

o’ >
56 2) 20% H,80, N3

o= 17 Et,0/H,0 1180
o} RT, 18 h

95%

Zu einer Losung aus Sulfat 117 (5.71 g, 22.1 mmol, 1 eq) in Aceton (100 mL) und H,0 (10 mL) wurde
NaNs; (1.89 g, 65.0 mmol, 1.3 eq) zugegeben und die Reaktionslosung bei 50 °C fur 5.5 h gerihrt.
AnschliefRend wurde die Reaktionslosung unter vermindertem Druck eingeengt und der Riickstand bei
0 °C mit Ether (150 mL) und 20% H,SO, (9.5 mL) versetzt. Die Lésung wurde bei RT fiir 17 h geriihrt und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde mit ges. NaHCOs-Losung
neutralisiert und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden (iber MgS0O4
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer Aufreinigung mittels
MPLC (A= ACN+0.05% TFA, B= H,0+0.05% TFA; 0-1.4 min 5% A, 1.4-16.4 min 5-95% A, 16.4-19.0 min
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95% A; Saule: Reveleris C18 12 g, Flussrate: 30 mL/min) wurde das Produkt 118 als farbloses Ol (5.17

g, 20.7 mmol, 94%) erhalten.
4
Me 9
3 _WOH ¢ 10
5 0 .
Ng 6 g ?

O 118

IH NMR (300 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.44 — 7.30 (m, 5H, H-8, H-8‘, H-9, H-9", H-10), 5.26 (d, J = 1.6 Hz,
2H, H-6), 4.00 (d, J = 5.6 Hz, 1H, H-1), 3.94 - 3.83 (m, 1H, H-2), 3.31 (s, 1H, OH), 1.69 — 1.39 (m, 2H, H-
3),0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H, H-4);

13C NMR (75 MHz, CDCl3) § [ppm]: 169.1, 134.9, 128.8, 128.8, 128.6, 73.5, 67.8, 66.1, 26.2, 9.9;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C1,H1sN3sNaOs [M+Na]*: 272.1006, gefunden: 272.0986.

Synthese von anti-B-Hydroxynorvalin (85)

Me

H2 Pd/C ~OH
MeOH H,N OH

RT, 18 h Io)
96% 85

Unter H,-Atmosphare wurde eine Losung aus Azid 118 (1.10 g, 4.39 mmol, 1 eq) und 10% Pd/C
(100 mg) in MeOH (33 mL) bei RT fuir 12 h gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit MeOH verdiinnt
bis kein weiller Niederschlag mehr zu beobachten war und anschlieRend filtriert. Nach dem Entfernen
des Losungsmittels unter vermindertem Druck wurde das Produkt 85 als weiller Feststoff (1.07 g,
8.80 mmol, 100%) erhalten.

4
Me

3 \_.OH
2
!5 OH
HoN

(0]
85

'H NMR (300 MHz, Deuterium Oxide) & [ppm]: 3.94 — 3.88 (m, 1H, H-2), 3.70 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-1),
1.48 (qd, J = 7.6, 5.7 Hz, 2H, H-3), 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3H, H-4);

13C NMR (75 MHz, Deuterium Oxide) & [ppm]: 171.7, 71.2, 59.3, 24.3, 9.9.
Die analytischen Daten Stimmen mit den Literaturdaten {iberein. ¢!

Synthese von Cbz-anti-B-Hydroxynorvlin (140)

Me Cbz-S Me
Z-SUucC
WOH o co, OH
ACN/H,0  Cbz OH
OH 2 ~
H2N RT, 18 h N
(0] 75% (0]
85 140

Zu einer Losung aus anti-8-Hydroxynorvalin (85, 1.17 g, 8.80 mmol, 1 eq) in ACN/10% aqg. Na,COs
(45 mL, 1:1) wurde Cbz-OSu (2,30 g, 9.24 mmol, 1.05 eq) zugegeben und bei RT fir 16 h gerihrt.
AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch mit H,O verdiinnt, bis kein Niederschlag mehr zu
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beobachten war. Die klare Lésung wurde mit Et,0 (1x) gewaschen, mit 10% HCl auf pH 1-2 angesauert
und mit Et,0 (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 140 wurde als weilRer Feststoff
(2.26 g, 8.47 mmol, 96%) erhalten.

IH NMR (300 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.40 — 7.25 (m, 5H, H-1, H-2, H-2, H-3, H-3°), 5.10 (s, 2H, H-
5), 4.26 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H-7), 3.77 (dt, J=9.2, 4.7 Hz, 1H, H-8), 1.71 — 1.44 (m, 2H, H-9), 0.99 (t, J =
7.4 Hz, 3H, H-10);

13C NMR (75 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 173.9, 158.7, 138.2, 129.6, 129.1, 129.0, 74.5, 67.9, 60.3,
27.3,10.7;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet flir C13H17NNaOs [M+Na]*: 290.0999, gefunden: 290.1010.

Synthese von N-Methyl-allo-isoleucinmethylester (119)
Synthese von D-allo-Isoleucinmethylester (142)

Me Me
Me Me
SOCl, .
HZN\\' OH MeOH CIHSN\w OMe
RT, 18 h
100%
120 142

Zu einer Losung aus D-allo-Isoleucin (120, 5.42 g, 41.3 mmol, 1 eq) in MeOH (120 mL) wurde SOCI;
(3.6 mL, 62.0 mmol, 1.2 eq) langsam zugetropft und bei RT fir 18 h geriihrt. Nach dem Entfernen des
Losungsmittels unter vermindertem Druck wurde das Produkt 142 als weiler Feststoff (7.49 g,
41.2 mmol, 100%) erhalten.

IH NMR (300 MHz, Deuterium Oxide) & [ppm]: 4.13 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-1), 3.84 (d, J = 2.0 Hz, 3H, H-6),
2.21-2.07 (m, 1H, H-2), 1.54 — 1.40 (m, 1H, H-3), 1.39 — 1.22 (m, 1H, H-3), 1.02 — 0.89 (m, 6H, H-4, H-
5).[121]
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Synthese von oNBS-D-allo-Isoleucinmethylester (121)

Me
Me oNBSCI
o Y _EGN //
C'Hﬁ\" OMe  pcm NY
S t,18h  O,N
142 87%

Zu einer Losung aus 142 (1.48 g, 8.17 mmol, 1 eq) und EtsN (2.8 mL, 20.4 mmol, 2.5 eq) in DCM (80 mL)
wurde o0-NBS-Cl (1.90 g, 8.58 mmol, 1.05 eq) zugegeben und bei RT fir 22 h geriihrt. Anschliefend
wurde die Reaktion mit 1 M HCl angesauert und mit DCM (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden (iber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, Pentan/EtOAc 2:1) wurde das Produkt 121
als klares gelbliches Ol (2,36 g, 7.14 mmol, 87%) erhalten.

R¢= 0.31 (Pentan/EtOAc 2:1);

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 8.08 — 8.01 (m, 1H, H-1), 7.96 — 7.90 (m, 1H, H-4), 7.76 —
7.68 (m, 2H, H-2, H-3), 6.02 (d, J = 10.0 Hz, 1H, NH), 4.19 (dd, J = 10.0, 4.2 Hz, 1H, H-6), 3.44 (s, 3H, H-
12),2.01-1.83 (m, 1H, H-7), 1.56 — 1.42 (m, 1H, H-8), 1.38 — 1.21 (m, 1H, H-8), 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H,
H-9), 0.89 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-10);

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 171.6, 134.4, 133.7, 133.0, 130.5, 125.8, 60.3, 52.4, 38.1,
26.1, 14.6, 11.6;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet flir C13H1sKN20gS [M+K]*: 369.0517, gefunden: 369.0501.

Synthese von N-Methyl-oNBS-D-allo-isoleucinmethylester (99)

DIAD,
MeOH, Ph,P
—_— =

THF
RT, 18 h
91%

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Losung aus 121 (2.04 g, 6.18 mmol, 1 eq), trockenem MeOH
(275 uL, 6.79 mmol, 1.1 eq) und PhsP (1,70 g, 6.48 mmol, 1.05 eq) in trockenem THF (15 mL) DIAD
(1.31 g, 6.48 mmol, 1.05 eq) bei 0 °C zugegeben. Die Reaktion wurde auf RT erwdrmt, bei RT fir 3 h
gerihrt und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer
sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, DCM) wurde das Produkt 122 als klares Ol (1.93 g,
5.60 mmol, 91%) erhalten.




Ri=0.38 (DCM);

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 8.07 — 7.93 (m, 1H, H-1), 7.72 = 7.65 (m, 2H, H-3, H-4), 7.62
—7.60 (m, 1H, H-2), 4.25 (d, J = 10.2 Hz, 1H, H-6), 3.55 (s, 3H, H-12), 3.04 (s, 3H, H-13), 2.09 — 1.92 (m,
1H, H-7), 1.46 — 1.35 (m, 1H, H-8), 1.20 — 1.11 (m, 1H, H-8), 0.96 — 0.85 (m, 6H, H-9, H-10);

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 170.9, 133.6, 132.9, 131.5, 131.2, 124.2, 63.8, 51.9, 34.5,
31.1, 26.0, 15.4, 11.2;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet flir C14H20KN206S [M+K]*: 383.0674, gefunden: 383.0648.

Synthese von N-Methyl-D-allo-isoleucinmethylester (119)

Me
PhSH, Me
K2003 '
ACN HNY OMe
RT,4h |

83% Me O
119

Unter Argonatmosphdare wurde zu einer Lésung aus 122 (3.75 g, 10.8 mmol, 1.0 eq) und K,COs (4.51 g,
32.6 mmol, 3 eq) in DMF (190 mL) PhSH (1.33 mL, 13.1 mmol, 1.2 eq) zugegeben und bei RT fiir 3 h
gerihrt. AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch mit EtOAc verdiinnt, mit ges. NaHCOs-L6sung und
ges. NaCl-Loésung gewaschen. Die organische Phase wurde lber MgSO., getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer saulenchromatographischen
Aufreinigung (SiO,, 3% MeOH/DCM) wurde das Produkt 119 als klares Ol (1.42 mg, 8.92 mmol, 83%)
erhalten.

R¢=0.27 (3% MeOH/DCM);

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 3.73 (s, 3H, H-8), 3.06 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-2), 2.37 (s, 3H,
H-1),1.75-1.67 (m, 1H, H-3), 1.50-1.42 (m, 1H, H-4), 1.26 — 1.17 (m, 1H, H-4), 0.94 — 0.83 (m, 6H, H-
5, H-6);

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 182.5, 66.9, 53.2, 38.5, 36.2, 25.0, 15.9, 11.7.

Die analytischen Daten Stimmen mit den Literaturdaten iiberein.[*?
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Synthese der N-Methyl-L-tryptophanester 131 und 146
Synthese von Boc-5-Hydroxytryptophan (127)

HO HO
Boc,0O
_NH _ NaOH _ _NH
Dioxan/ H,O
RT, 18 h
OH : Boc. OH
H,N 94% ¢ N
o} o}
143 127

Boc,0 (5.20 g, 23.8 mmol, 1.05 eq) wurde zu einer Losung aus 5-Hydroxy-L-tryptophan (143, 5.00 g,
8.80mmol, 1 eq) in 1 M Natronlauge (50 mL) und Dioxan/H,O (120 mL, 2:1) zugegeben. Die
Reaktionslosung wurde bei RT fir 16 h gertihrt und mit 10% HCI auf pH 1-2 angesauert. AnschlieBend
wurde das Gemisch mit EtOAc (3x) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen liber MgSQO,
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 127 wurde als
farbloses Ol (6.82 g, 21.3 mmol, 94%) erhalten.

H NMR (300 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Aromat), 7.02 (s, 1H, Aromat), 6.96
(d,J=2.3 Hz, 1H, Aromat), 6.66 (dd, J=8.7, 2.4 Hz, 1H, Aromat), 4.39 (dd, /= 7.8, 5.1 Hz, 1H, H-4), 3.22
(dd, J=14.7,5.1 Hz, 1H, H-5), 3.04 (dd, J = 14.6, 7.9 Hz, 1H, H-5), 1.39 (s, 9H, H-1, H-1, H-1“).

Die analytischen Daten Stimmen mit den Literaturdaten iiberein.[*?*

Synthese von Boc-5-Methoxytryptophanmethylester (128)

HO MeQ
KOH
Mel
NH
= DMF =
RT,18h
Boc\N OH 60% Boc\N OMe
H (0] H (0]
127 128

KOH (0.84 mg, 14.9 mmol, 1 eq) wurde zu einer Losung aus Boc-5-hydroxy-L-tryptophane (127, 4.78 g,
14.9 mmol, 1 eq) in DMF (100 mL) bei 0 °C zugegeben und geriihrt bis kein Feststoff mehr zu
beobachten war. Es wurde Mel (2.33 g, 16.5 mmol, 1.1 eq) in DMF (30 mL) zugetropft und bei RT fir
30 min geruhrt. AnschlieRend wurde das Gemisch auf 0 °C gekihlt, ein weiteres Mal KOH (0.84 mg,
14.9 mmol, 1 eq) zugegeben und dann Mel (2.33 g, 16.5 mmol, 1.1 eq) in DMF (30 mL) zugetropft. Das
Reaktionsgemisch wurde bei RT flr 2 h gerlihrt und mit 10% HCl auf pH 2 angesduert. Nun wurde das
Gemisch mit H,0 (150 mL) verdiinnt und mit EtOAc (3x100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit ges. NaCl-L6sung gewaschen, (iber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter
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vermindertem Druck entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,,
Pentan/EtOAc 2:1) wurde das Produkt 128 als farbloses Ol (3.60 g, 10.3 mmol, 69%) erhalten.

10

R¢=0.32 (Pentan/EtOAc 2:1);

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 8.22 (s, 1H, Aromat NH), 7.25 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Aromat),
7.03(d, J=2.4Hz, 1H, Aromat), 6.98 (s, 1H, Aromat), 6.88 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H, Aromat), 5.15 (d, J =
8.4 Hz, 1H, NH), 4.74 — 4.62 (m, 1H, H-4), 3.89 (s, 3H, H-10), 3.71 (s, 3H, H-16), 3.27 (d, J = 5.5 Hz, 2H,
H-5), 1.45 (s, 9H, H-1, H-1¢, H-1“);

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 172.9, 155.3, 154.2,131.4, 128.0, 123.6,112.5, 112.0, 109.9,
100.5, 79.9, 55.9, 54.2,52.3, 28.3, 28.2;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C1gH24N2NaOs [M+Na]*: 371.1577, gefunden: 371.1572.

Synthese von 5-Methoxytryptophanmethylester (144)

MeO, MeO,

HCI
NH —— NH
Dioxan x
RT,4h
Boc\N OMe 73% HoN
H (0] (6]
128 144

NS

OMe

128 (5.10 g, 14.6 mmol, 1.0 eq) wurde in 4 M HCl in Dioxan (70 mL) gel6st und bei RT fiir 4 h gerihrt.
AnschlieBend wurde das Gemisch mit 10% Na,COs-Losung ins alkalische Uberfihrt und mit EtOAc
(3x250 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tGber MgSO, getrocknet und das
Loésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 144 wurde als klares Ol (2.66 g,
9.34 mmol, 73%) erhalten.

'H NMR (300 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 7.23 (d, J = 8.8 Hz, 1H, Aromat), 7.04 (s, 1H, Aromat), 7.01
(d, J=2.4Hz, 1H, Aromat), 6.76 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H, Aromat), 3.82 (s, 3H, H-7), 3.77 (t, / = 6.0 Hz,
1H, H-1), 3.66 (s, 3H, H-13), 3.22 - 3.03 (m, 2H, H-2);
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3C NMR (75 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 176.7, 155.3, 133.4, 129.2, 125.5, 113.1, 112.9, 110.4, 101.3,
56.4, 56.0, 52.6, 31.4;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C13H17N,03 [M+H]*: 249.1234, gefunden: 249.1310.

Synthese von N-Benzyl-N-Methyl-5-Methoxytryptophanmethylester (145)

MeO 1)PhCHO MeO
NaCNBH;
2)(CHZ0),

NaCNBH,

MeOH

OMe RT,48h Bn. OMe
HoN 85% N

Me
144 145

PhCHO (45 pL, 0.444 mmol, 1.05 eq) wurde zu einer Losung aus 144 (105 mg, 0.423 mmol, 1 eq) in
MeOH (4.3 mL) zugegeben und bei RT fiir eine 1 h geriihrt. AnschlieBend wurde NaBHsCN (63 mg,
1.00 mmol, 2.4 eq) zugegeben und die Reaktionsldsung bei RT fiir 22 h gerlhrt. Nun wurde
Paraformaldehyd (38.1 mg, 1.27 mmol, 3 eq) zugegeben. Nachdem das Paraformaldehyd sich
vollstandig gelost hat, wurde erneut NaBHs;CN (63 mg, 1.00 mmol, 2.4 eq) zugeben und das
Reaktionsgemisch flr weitere 22 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und der Riickstand wurde in EtOAc aufgenommen und Gber Celith filtriert. Das Filtrat wurde
mit H20 (1x) und ges. NaCl-Lésung (1x) gewaschen und die vereinigten wassrigen Phasen mit EtOAc
(1x) reextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden liber MgSO. getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer saulenchromatographischen
Aufreinigung (SiO,, Pentan/EtOAc 3:1) wurde das Produkt 145 als farbloses Ol (127 mg, 0.361 mmol,
85%) erhalten.

R¢= 0.33 (Pentan/EtOAc 3:1);

IH NMR (300 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.30 — 7.15 (m, 6H, Indol, H-17, H-17*, H-18, H-18", H-19),
6.96 (s, 1H, Indol), 6.86 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Indol), 6.72 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H, Indol), 3.82 (d, /= 13.4 Hz,
1H, H-15), 3.74 (s, 3H, H-7) 3.68 (dd, J = 9.6, 5.7 Hz, 1H, H-1), 3.61 (s, 3H, H-13), 3.57 (d, J = 13.3 Hz, 1H,
H-15), 3.29 - 3.20 (m, 1H, H-2), 3.03 (dd, J = 14.1, 5.6 Hz, 1H, H-2), 2.37 (s, 3H, H-14);

13C NMR (75 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 174.1, 154.9, 140.2, 133.2, 130.1, 129.2, 129.0, 128.2, 124.9,
112.9,112.6, 111.7,101.1, 67.3, 60.1, 56.3, 51.4, 38.6, 26.8;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C;1H24N,NaO4 [M+Na]*: 375.1679, gefunden: 375.1677.
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Synthese von N-Methyl-5-Methoxytryptophanmethylester (146)

MeQO MeO
Hy
Pd/C "
= MeOH =
RT, 18 h
Bn\N OMe 100% HN OMe
I I
Me O Me O
145 146

Unter Ho-Atmosphére wurde eine Losung aus 145 (449 mg, 1.27 mmol, 1.0 eq) und 10% Pd/C (50 mg)
in MeOH (18 mL) bei RT fur 12 h geriihrt und Uber Celith filtriert. Nach dem Entfernen des
Loésungsmittels wurde das Produkt 146 als klares Ol (333 mg, 1.27 mmol, 100%) erhalten.

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 8.52 (s, 1H, Aromat NH), 7.29 (s, 1H, Aromat), 7.22 (s, 1H,
Aromat), 6.96 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Aromat), 6.87 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H, Aromat), 4.16 (t, J = 5.6 Hz, 1H,
H-1), 3.86 (s, 3H, H-7), 3.77 (s, 3H, H-13), 3.52 (dd, J = 4.0, 2.0 Hz, 2H, H-2), 2.69 (s, 3H, H-14);

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 168.6, 154.5, 131.5,127.1,125.3,112.7,112.5, 105.7, 100.1,
61.4,55.9,53.5, 32.6, 25.9;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C14H1sN,NaO3 [M+Na]*: 263.1390, gefunden: 263.1408.

Synthese von 5-Methoxytryptophanisopropylester (129)

MeO, MeOQ,
< NH H>S0, < NH
iPrOH
80°C, 18 h ,
Boc. oM , oiP
oc H e 82% HoN iPr
0 0
128 129

Zu einer Losung aus 128 (200 mg, 574 umol, 1 eq) in iPrOH (23 mL) wurde H,S04 (0.75 mL) zugegeben
und das Gemisch unter Riickfluss erhitzt fiir 18 h. AnschlieBend wurde die Losung mit ges. NaHCO:s-
Losung ins alkalische Gberfiihrt und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber MgS0, getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Produkt 129 wurde als klares Ol (130 mg, 470 pmol, 82%) erhalten.
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'H NMR (300 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.22 (d, J = 8.8 Hz, 1H, Aromat), 7.04 (d, J = 3.0 Hz, 2H,
Aromat), 6.76 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H, Aromat), 4.96 — 4.88 (m, 1H, H-13), 3.82 (s, 3H, H-7), 3.70 (t, J =
6.4 Hz, 1H, H-1), 3.20—-2.95 (m, 2H, H-2), 1.14 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H-14), 1.08 (d, J/ = 6.3 Hz, 3H, H-14).

Synthese von N-Benzyl-N-Methyl-5-Methoxytryptophanisopropylester (130)

MeO 1)PhCHO MeO
NaCNBH;
2)(CH0),

NaCNBH,

MeOH

oipr  RT.48h gy oiPr
HoN 62% N

)
(@) Me O
129 130

NH

PhCHO (634 pL, 6.27 mmol, 1.05 eq) wurde zu einer Lésung aus 129 (1.60 g, 5.97 mmol, 1 eq) in MeOH
(45 mL) zugegeben und bei RT fiir eine 1 h geriihrt. AnschlieRend wurde NaBH3CN (0.413 g, 5.97 mmol,
1.1 eq) zugegeben und die Reaktionslésung bei RT fir 22 h gerihrt. Nun wurde Paraformaldehyd
(0.538 g, 5.97 mmol, 1 eq) zugegeben. Nachdem das Paraformaldehyd sich vollstandig gel6st hat,
wurde erneut NaBH3CN (0.413 g, 5.97 mol, 1.1 eq) zugeben und das Reaktionsgemisch fiir weitere 22 h
gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand wurde in
EtOAc aufgenommen und Gber Celith filtriert. Das Filtrat wurde mit H,0 (1x) und ges. NaCl-Lésung (1x)
gewaschen und die vereinigten wassrigen Phasen mit EtOAc (1x) reextrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Giber MgS0O, getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, Pentan/EtOAc 4:1) wurde das
Produkt 130 als farbloses Ol (1.41 g, 3.71 mmol, 62%) erhalten.

R¢= 0.39 (Pentan/EtOAc 4:1);

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 7.94 (s, 1H, Indol NH), 7.44 — 7.20 (m, 5H, H-18, H-18', H-
19, H-19¢, H-20), 7.02 (d, J = 2.5 Hz, 1H, Indol), 7.00 (d, J = 2.7 Hz, 1H, Indol), 6.88 (d, J = 2.4 Hz, 1H,
Indol), 6.85 (d, /= 2.4 Hz, 1H, Indol), 5.05 (h, J = 6.3 Hz, 1H, H-13), 3.93 (d, /= 13.6 Hz, 1H, H-1), 3.85 (s,
3H, H-7), 3.69 (d, J = 10.0 Hz, 2H, H-16), 3.33 (dd, J = 14.4, 9.0 Hz, 1H, H-2), 3.16 — 3.00 (m, 1H, H-2),
2.43 (s, 3H, H-15), 1.28 (d, /= 6.3 Hz, 3H, H-14), 1.14 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-14");
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13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 154.0, 140.9, 131.3, 129.0, 128.9, 128.6, 128.3, 128.0,
127.7,127.0, 1235, 112.2, 111.7, 100.6, 65.4, 60.4, 56.0, 38.2, 25.8, 22.3, 21.8, 14.2;

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C;3H29N203 [M+H]* 381.2, gefunden: 381.1.

Synthese von N-Methyl-5-Methoxytryptophanisopropylester (131)

MeQO MeO
Ha
Pd/C
~ —_— ~_NH
MeOH
. RT, 18 h ]
Bn\N QiPr 100% HN OiPr
| |
Me O Me O
130 131

Unter H,-Atmosphére wurde eine Losung aus 130 (1.41 g, 3.68 mmol, 1.0 eq) und 10% Pd/C (120 mg)
in MeOH (75 mL) bei RT fir 22 h geriihrt und Gber Celith filtriert. Nach dem Entfernen des
Lésungsmittels wurde das Produkt 131 als klares Ol (1.09 g, 3.76 mmol, 100%) erhalten.

'H NMR (400 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.38 — 7.17 (m, 2H, Aromat), 7.02 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Aromat),
6.75 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H, Aromat), 4.93 — 4.80 (m, 1H, H-13), 3.82 (s, 3H, H-7), 3.45 (dd, J = 7.7,
6.2 Hz, 1H, H-1), 3.12 —2.98 (m, 2H, H-2), 2.33 (s, 3H, H-15), 1.10 (d, / = 6.2 Hz, 3H, H-14),0.95 (d, J =
6.3 Hz, 3H, H-14°);

3CNMR (101 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 173.9, 153.7,131.9, 127.9,127.7,126.9, 126.6, 123.8,111.5,
111.3,109.2, 100.0, 68.2, 63.9, 54.9, 33.0, 28.6, 20.6, 20.3;

ESI-MS (+): m/z berechnet flir C16H23N,03 [M+H]* 291.2, gefunden: 291.0.
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Synthesen zur Makrolactonisierung
Synthese von Fmoc-Trp beladenes Harz 82

O 1) SOCI, O
DCM 0

H
RT,1h
oD s oo [ () Q

2) Fmoc-L-Trp,

Cl NMM ~ ¢
DMF/DCM HN
RT, 24 h

3) DCM/MeOH/
DIPEA
RT, 15 min

59%
Entsprechend der allgemeinen Vorgehensweise zur Beladung des 2-Chlorotrityl-Harzes wurde
2-Chlorotrityl-Harz (9.30 g, 7.82 mmol, 1 eq, 0.840 mmol/g Harz) mit SOCl, (0.85 mL, 11.7 mmol, 1.5 eq)
aktiviert und mit Fmoc-L-Trp (5.00 g, 11.7 mmol, 1.5 eq) und NMM (2.75 mL, 25.0 mmol, 3.2 eq)
beladen. Mit Hilfe photometrischer Messungen konnte eine Beladungsdichte von 0.494 mmol/g Harz
(59%) flir 82 ermittelt werden.

Synthese von Heptapeptidsdure 123

b
Fmoc/N\:)J\O O () . S N\)J\ j:H/ \)J\OH
S 2| —
‘ OMe

82 147 1% H

Entsprechend der allgemeinen Vorgehensweise zur Festphasenpeptidsynthese wurde das Peptid 147
ausgehend von Harz 82 (3.00 g, 1.48 mmol, 1 eq) dargestellt. Die Abspaltung des Peptids erfolgte
abweichend zur allgemeinen Vorgehensweise mit 20% TFA/DCM. Das Rohpeptid wurde mittels HPLC
(A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-1 min 5% A, 1-3 min 5-20% A, 3-33 min 20-50% A, 33-35 min
50-95% A, 35-38 min 95% A, 38-40 min 95-5%, Saule: Eurosphere Il, 250x16 mm, Flussrate: 12 mL/min)
aufgereinigt und lyophilisiert. Das Produkt 147 wurde als weiRer Feststoff (17 mg, 18.4 umol, 1%)
erhalten.

ESI-MS (+): m/z berechnet flir C4sHe7NsO12 [M+H]* 923.5, gefunden: 923.2.

Synthese von Cycloheptamycin-Derivat 79

0
|
MeO
o kNH MeO \H
o M
0 Oy e 0 O e
N H 1) EtsN, TCBC H
NASGNH  Me 2) DMAP 0 NJKT[NH MeH
H H
Me__NH THF Me__NH N
I vo gH OH Von | I " =K/O 5\:@
oM o CNH 8% oM TN,

¢ § T
e
M .o M
¢ Qe orle Me  Que “OH
147 79
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Unter Argonatmosphare wurde zu einer Losung aus Heptapetid 147 (10 mg, 10.8 umol, 1 eq) in
trockenem THF (2 mL) EtsN (8 pL, 54.2 umol, 5 eq) und TCBC (9 pL, 54.2 umol, 5 eq) zugegeben und bei
RT flr 2 h gertihrt. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung mit trockenem THF (2 mL) verdiinnt. Die
verdlinnte Peptid-Losung wurde mit Hilfe einer Spritzenpumpe (Zugabegeschwindigkeit: 13.3 puL/min)
bei RT liber eine Dauer von 5 h zu einer Losung aus DMAP (8 mg, 65.0 umol, 6 eq) in trockenem THF
(6 mL) zugegeben. Es wurde eine Endkonzentration von 102 mmol/mL fiir das Peptid erreicht und das
Gemisch wurde weitere 19 h geriihrt. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt, das Rohprodukt mit der HPLC (A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-1 min 5% A, 1-
3 min 5-20% A, 3-33 min 20-50% A, 33-35 min 50-95% A, 35-40 min 95% A, 40-41 min 95-5%, 41-43 min
5%, Saule: Eurosphere 1l, 250x16 mm, Flussrate: 12 mL/min) aufgereinigt und lyophilisiert. Das
Peptid 79 wurde als weilRer Feststoff (0.8 mg, 0.886 umol, 8%) erhalten.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm]: 10.96 (s, 1H), 8.30 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 8.22 (d, J = 8.7 Hz, 1H),
8.16 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 8.10 — 8.06 (m, 1H), 7.85 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.32 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 7.19 — 7.08 (m, 2H), 7.07 = 7.02 (m, 2H), 6.99 — 6.93 (m, 1H), 6.76 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.11
(dt, J = 6.8, 2.1 Hz, 1H), 4.79 (dd, J = 7.6, 4.8 Hz, 1H), 4.71 (dd, J = 10.5, 7.3 Hz, 1H), 4.51 — 4.45 (m, 1H),
4.42 (dd, J = 8.8, 6.1 Hz, 1H), 4.31 (dd, J = 9.2, 6.0 Hz, 1H), 4.20 (t, J = 4.1 Hz, 1H), 4.16 — 4.09 (m, 1H),
3.89-3.78 (m, 1H), 3.70 (s, 3H), 3.05—2.92 (m, 2H), 2.90 (s, 3H), 2.76 (s, 3H), 2.71 — 2.62 (m, 2H), 2.00
(td, J = 14.4, 13.9, 7.5 Hz, 2H), 1.83 (m, 1H), 1.32 = 1.21 (m, 4H), 1.18 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.02 (d, J = 6.8
Hz, 3H), 0.89 —0.77 (m, 9H), 0.70 — 0.67 (m, 3H);

ESI-MS (+): m/z berechnet flir CasHesNsO11 [M+H]* 905.5, gefunden: 905.4.

Synthese von Fmoc-Trp(5-MeO) beladenes Harz 89
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Entsprechend der allgemeinen Vorgehensweise zur Beladung des 2-Chlorotrityl-Harzes wurde
2-Chlorotrityl-Harz (8.42 g, 7.07 mmol, 1 eq, 0.840 mmol/g Harz) mit SOCl, (0.77 mL, 10.6 mmol, 1.5 eq)
aktiviert und mit Fmoc-L-Trp(5-OMe) ( 3.52 g, 7.70 mmol, 1.1 eq) und NMM (2.5 mL, 22.6 mmol, 3.2
eq) beladen. Mit Hilfe photometrischer Messungen konnte eine Beladungsdichte von 0.470 mmol/g
Harz (56%) fur 89 ermittelt werden.

Synthese von Heptapeptidsdure 149

M OH M OH
o O Lo h O Me Me O © Me o
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OMe NH
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106



Entsprechend der allgemeinen Vorgehensweise zur Festphasenpeptidsynthese wurde versucht das
Peptid 149 ausgehend von Harz 89 (6.08 g, 2.86 mmol, 1 eq, 0.470 mmol/g Harz) darzustellen. Jedoch
konnte nach dem ersten und zweiten Kettenelogationsschritt festgestellt werden, dass es zu einer
starken Nebenproduktbildung kommt, weshalb die Synthese nach dem zweiten Elongationsschritt
abgebrochen wurde.

Synthese von Fmoc-D-allo-Isoleucin beladenes Harz 91

O 1) SOCI, O
DCM e
RT, 1h N
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RT, 24 h

3) DCM/MeOH/ 91
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Entsprechend der allgemeinen Vorgehensweise zur Beladung des 2-Chlorotrityl-Harzes wurde
2-Chlorotrityl-Harz (10.0 g, 8.40 mmol, 1 eq, 0.840 mmol/g Harz) mit SOCI, (0.89 mL, 12.6 mmol, 1.5 eq)
aktiviert und mit Fmoc-b-allo-lle ( 4.45 g, 12.6 mmol, 1.5 eq) und NMM (3.0 mL, 26.9 mmol, 3.2 eq)
beladen. Mit Hilfe photometrischer Messungen konnte eine Beladungsdichte von 0.664 mmol/g Harz
(79%) fiir 91 ermittelt werden.

Synthese von Pentapeptid 81

Me OH
O (@] (0] Me Me O
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81 25% M
Me OMee
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Entsprechend der allgemeinen Vorgehensweise zur Festphasenpeptidsynthese wurde das Peptid 81
ausgehend von Harz 91 (4.54 g, 2.54 mmol, 1 eq) dargestellt. Das Rohpeptid wurde mittels MPLC
(A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-1.1 min 5% A, 1.1-14.2 min 5%-95% A, 14.2-15.9 min 95% A,
S&ule: Reveleris C18 12 g, Flussrate: 30 mL/min) aufgereinigt und lyophilisiert. Das Produkt 81 wurde
als weiller Feststoff (390 mg, 627 umol, 25%) erhalten.

T

H-NMR (500 MHz, MeOD) & [ppm]: 0.79 (m, 3H), 0.88-1.02 (m, 12H), 1.14-1.24 (m, 1H), 1.33 (t, 3H,
J=7.3 Hz), 1.52-1.64 (m, 1H), 1.95-2.05 (m, 2H), 2.65-2.89 (m, 2H), 3.06 (d, 3H, NCHs, J=13.6 Hz),
3.12-3.22 (m, 1H), 3.75 (d, 3H, OCHs, J=1.3 Hz), 4.00-4.27 (m,2H), 4.28-4.36 (m, 1H), 4.59-4.67 (m, 1H),
4.81-4.84 (m), 6.76-6.85 (m, 2H, Aromat), 7.06-7.17 (m, 2H, Aromat), 8.08-8.18 (m, 1H, NCHO);

13C-NMR (100 MHz, MeOD) & [ppm]: 11.4,11.5, 15.6, 15.6, 17.2,17.2, 18.3, 18.6, 19.7, 19.8, 19.9, 20.2,
27.6(d,J=2.0Hz),31.7,31.9,32.1,32.2,34.7,37.7,46.9, 47.0, 55.6, 55.9, 56.2, 58.9, 59.2, 60.3, 61.1,
61.9,62.1,67.7,68.2,114.9,130.1, 130.4, 131.3, 131.4, 160.0, 160.0, 163.9, 164.1,172.2,172.7,172.7,
172.7,173.4,173.6,173.6,173.7,175.1, 175.1;

HRMS: m/z berechnet flr C3oHisNs09=622.3452 [M+H]*, gefunden: 622.3447.
107



Synthese von Dipeptid 163

Me. Me  p_pheOMe, DIPEA Me Me
PR OH HBTU, HOBT PR “
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0 RT,21h
162

Zu einer Losung aus Formyl-L-Valin (162, 100 mg, 0.689 mmol, 1.2 eq) in DMF (4 mL) wurde bei 0 °C
DIPEA (0.24 pL, 1.44 mmol, 2.5 eq), HOBT (93 mg, 0.698 mmol, 1.2 eq), D-Phenylalaninmethylester
Hydrochlorid (124 mg, 0.574 mmol, 1 eq) und HBTU (261 mg, 0.689 mmol, 1.2 eq) zugegeben und bei
RT fur 21 h geriihrt. AnschlieRend wurde das Gemisch mit EtOAc verdiinnt, mit H,O (2x) gewaschen
und die wassrige Phase mit EtOAc (2x) reextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
40% Zitronensdure (3x) und mit ges. NaCl (1x) gewaschen, (iber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Eine Untersuchung des Rohprodukts von 163 durch
LCMS zeigte eine geringe, aber vernachlassigbare, Isomerisierung.

ESI-MS (+): m/z berechnet flir C16H23N30s [M+H]* 307.2, gefunden: 307.0.

Synthese von Fmoc-Threonin-(-)-mentholester (158)

OH Me_

1( Q

Entsprechend der allgemeinen Methode zur Derivatisierung von Fmoc-Aminosauren mit (-)-Menthol
wurde das Produkt 158 (4 mg, 8.34 umol, 3%) dargestellt. Es konnte keine Isomerisierung beobachtet
werden.

22

OH Me 21 Me

IH-NMR (300 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.77 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Aromat), 7.62 (d, J = 6.8 Hz, 2H, Aromat),
7.41 (t, 2H, Aromat), 7.32 (t, 2H, Aromat), 5.58 (d, J = 9.5 Hz, 1H, NH), 4.78 (td, J = 10.6, 10.2, 4.0 Hz,
1H, H-14),4.43 (d, J = 6.9 Hz, 2H, H-8), 4.37 — 4.19 (m, 3H, H-10, H-11, H-7), 2.06 — 0.98 (m, 12H, H-14,
H-15, H-16, H-18, H-19, H-20, H-21, H-12), 0.97 — 0.82 (m, 6H, H-22, H-22), 0.75 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-
17).
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Synthese von Fmoc-D-Tyr(OMe)-(-)-mentholester (159)

MeO
\©\ Me ___Me
Fmoc. _~ (0) :
(0]
159 Me

Entsprechend der allgemeinen Methode zur Derivatisierung von Fmoc-Aminosaduren mit (-)-Menthol
wurde das Produkt 159 (24 mg, 43.1 umol, 14%) dargestellt. Es konnte keine Isomerisierung
beobachtet werden.

'H-NMR (300 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.77 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Aromat), 7.57 (t, 2H, Aromat), 7.42 (d, J =
7.3 Hz, 2H, Aromat), 7.32 (t, 2H, Aromat), 7.07 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Aromat), 6.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H,
Aromat), 5.22 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NH), 4.76 — 4.56 (m, 2H, H-8), 4.48 — 4.27 (m, 2H, H-10, H-18), 4.20 (t,
J=7.0Hz, 1H, H-7), 3.78 (s, 3H, H-16), 3.20 — 2.91 (m, 2H, H-11), 2.07 —0.92 (m, 9H, H-18, H-19, H-20,
H-22, H-23, H-24, H25), 0.91 — 0.79 (m, 6H, H-26, H-26°), 0.74 (d, / = 6.9 Hz, 3H, H-21);

B3C-NMR (75 MHz, CDCl3) 6 [ppm]: 171.5, 158.8, 155.7, 144.0, 143.9, 141.4, 130.52, 127.8,127.2, 125.3,
125.2,120.1, 114.1, 76.0, 67.1, 55.3, 55.3, 47.3, 46.9, 40.8, 37.6, 34.2, 31.5, 26.0, 23.1, 22.1, 21.0, 16.1.

Synthese von Fmoc-D-Ala-(-)-mentholester (160)

Me__ Me
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O
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Entsprechend der allgemeinen Methode zur Derivatisierung von Fmoc-Aminosduren mit
(-)-Menthol wurde das Produkt 160 (36 mg, 80.0 umol, 25%) dargestellt. Es konnte keine
Isomerisierung beobachtet werden.

2

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) & [ppm]: 7.77 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Aromat), 7.61 (d, J = 7.3 Hz, 2H, Aromat),

7.41 (t,)=7.2 Hz, 2H, Aromat), 7.32 (dt, ) = 7.4, 1.1 Hz, 2H Aromat), 5.44 (d, J = 7.4 Hz, 1H, NH), 4.73

(td, J = 10.9, 4.4 Hz, 1H, H-13), 4.52 — 4.28 (m, 3H,H-7, H-8), 4.23 (t, J = 7.0 Hz, 1H, H-10), 2.13 — 1.32
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(m, 9H, H-14, H-15, H-17, H-18, H-19, H-20) 1.15 — 0.93 (m, 3H, H-11), 0.91 (t, J = 6.1 Hz, 6H, H-21, H-
21, 0.76 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-16);

3C-NMR (75 MHz, CDCls): & [ppm] = 172.8, 155.7, 143.9, 141.4, 127.8, 127.2, 125.2, 120.1, 75.9, 67.1,
50.1, 47.3,47.1,40.8, 34.3,31.5, 26.2, 23.2, 22.1, 20.9, 19.0, 16.1.

Synthese von Fmoc-D-allo-Isoleucin-(-)-mentholester (161)

Entsprechend der allgemeinen Methode zur Derivatisierung von Fmoc-Aminosaduren mit (-)-Menthol
wurde das Produkt 161 (21 mg, 42.7 umol, 13%) dargestellt. Es konnte keine Isomerisierung
beobachtet werden.

24'

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) 8 [ppm]: 7.77 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Aromat), 7.61 (d, J = 7.0 Hz, 2H, Aromat),
7.41 (t,J=7.4 Hz, 2H, Aromat), 7.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Aromat), 5.27 (d, J = 9.4 Hz, 1H, NH), 4.73 (td, J
=10.8, 4.2 Hz, 1H, H-16), 4.46 (dd, J = 9.4, 3.4 Hz, 1H, H-7), 4.40 (d, J = 7.1 Hz, 2H, H-8), 4.24 (t, J =
7.0 Hz, 1H, H-10), 2.09 —0.99 (m, 12H, H-11, H-12, H-17, H-18, H-20, H-21, H-22, H-23), 0.96 — 0.78 (m,
12H, H-13, H-14, H-24, H-24), 0.75 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-19);

B3C-NMR (75 MHz, CDCl3) 6 [ppm]: 172.2, 156.5, 144.1, 143.9, 141.4, 127.8,127.2, 125.3, 120.1, 120.1,
75.9,67.2,57.5,47.4,47.0,40.9, 37.9, 34.3, 31.6, 26.6, 26.2, 23.1, 22.1, 21.0, 15.9, 14.3, 12.0.

Synthese von Dipeptid 164
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Zu einer Lsung aus Cbz-L-Thr (165, 1.62 g, 6.36 mmol, 1.2 eq) in DMF/DCM/THF (60 mL, 1:1:1) wurde
Collidin (1.75 mL, 13.2 mmol, 2.05 eq), HOAT (867 mg, 6.36 mmol, 1.2 eq) und HATU (2.42 g,
6.36 mmol, 1.2 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT fiir 5 min gerihrt. AnschlieRend wurde der

Reaktionslosung N-Methyl-L-Tryptophanisopropylester (166, 1.38 g, 5.3 mmol, 1 eq) in DMF (20 mL)
zugegeben und das Reaktionsgemisch bei RT fiir 12 h geriihrt. Die Losung wurde mit EtOAc verdiinnt
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und mit 0.1 m HCl (1x), ges. NaHCOs-Losung (1x) und ges. NaCl-Losung (1x) gewaschen. Die organische
Phase wurde iber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
einer saulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, EtOAc/Pentan 2:1) wurde das Produkt 164 als
klares Ol (2.09 g, 4.22 mmol, 78%) erhalten.

R¢=0.53 (EtOAc/Pentan 2:1);

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.39 — 7.25 (m, 7H, Aromat), 7.22 — 7.07 (m, 2H, Aromat),
6.93 (d, J = 24.9 Hz, 1H, Aromat), 5.45 (d, J = 9.9 Hz, 1H, NH), 5.42 — 5.30 (m, 1H, Trp-Hy), 5.15 — 4.97
(m, 3H, PhCH,, CH(CHs),), 4.49 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Thr-Ha), 4.11 — 4.04 (m, 1H, Thr-Hg), 3.60 — 3.43 (m,
1H, Trp-Hg), 3.27 — 3.07 (m, 1H, Trp-Hg), 2.90 (s, 3H, NCH3), 1.29 — 1.21 (m, 6H, CH(CHs),), 1.16 (d, J =
6.4 Hz, 3H, Thr-H,);

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 174.2,172.5,170.2, 169.4, 156.4, 156.3, 136.5, 136.3, 136.1,
136.1, 128.6, 128.6, 128.5, 128.3, 128.1, 128.1, 127.7, 127.1, 126.6, 123.2, 122.7, 122.3, 122.2, 120.3,
119.5,118.4, 111.5, 111.2, 110.7, 110.5, 69.4, 69.3, 67.4, 67.0, 66.7, 60.8, 60.4, 57.9, 54.3, 51.2, 32.8,
29.6,24.9,24.1,21.8,21.8,21.7, 18.6, 17.6, 14.2;

Aufgrund der cis/trans-Stellung der Amidbindung wurde in den NMR-Spektren doppelte Signalsatze
beobachtet. Im H-Spektrum wurde das Isomer mit hoherer Intensitat, im 3C-Spektrum wurden alle
detektierten Signale dokumentiert.

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C;7H34N306 [M+H]* 496.2, gefunden: 496.0.

Synthese von Dipeptid 167

< NH < NH
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164 ° 167

Unter H-Atmosphere wurde eine Losung aus Dipeptid 164 (300 mg, 605 umol, 1.0 eq) und 10% Pd/C
(30 mg) in MeOH (8 mL) bei RT fiir 6 h geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde filtriert. Nach dem
Entfernen des Lésungsmittels unter vermindertem Druck wurde das Produkt 167 als klares Ol (201 mg,

556 pumol, 92%) erhalten.

ESI-MS (+): m/z berechnet fir Ci9H2sN303 [M+H]* 362.2, gefunden: 362.1.

Synthese von Dipeptid 168
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Zu einer Lésung aus Cbz-anti-HNV (140, 50 mg, 187 pumol, 1.0 eq) in DMF/DCM/THF (1.9 mL, 1:1:1)
wurde Collidin (62 puL mL, 468 pumol, 2.5 eq), HOAT (26 mg, 196 pumol, 1.05 eq) und HATU (75 mg,
196 mmol, 1.05 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT fir 5 min gerihrt. AnschlieRend wurde der
Reaktionslosung MeTrp(5-OMe)OiPr (131, 52 mg, 187 umol, 1 eq) in DMF (0.6 mL) zugegeben und das
Reaktionsgemisch bei RT fiir 16 h geriihrt. Die Losung wurde mit EtOAc und H,O verdiinnt und mit
10% Zitronensdure (1x) und ges. NaCl-Lésung (1x) gewaschen. Die organische Phase wurde Ulber
MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer
saulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, EtOAc/Pentan 1:1) wurde das Produkt 168 als klares
Ol (57 mg, 106 umol, 59%) erhalten.

R¢=0.29 (EtOAc/Pentan 1:1);

1H NMR (600 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.35 — 7.27 (m, 5H, Aromat), 7.23 — 7.18 (m, 2H, Aromat),
7.06 (dd, J=18.7, 16.3 Hz, 1H, Aromat), 6.75 (t, J = 9.6 Hz, 1H, Aromat), 5.11 — 4.94 (m, 4H,0CH(CHjs),,
PhCH,, Trp-Ha), 4.58 (d, J = 7.8 Hz, 1H, HNV-H,), 3.82 (s, 3H, OCHs), 3.66 (t, J = 7.1 Hz, 1H, HNV-Hg), 3.39
(dd, J=15.1, 5.6 Hz, 1H, Trp-Hg), 3.22 —3.16 (m, 1H, Trp-Hg), 3.05 (s, 3H, NCH3), 1.61 (m, 1H, HNV-H,),
1.41-1.34 (m, 1H, HNV-H,), 1.22 — 1.18 (m, 6H, CH(CH3),), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H, HNV-Hs);

13C NMR (151 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 174.5,174.1, 172.0, 171.5, 158.2, 158.0, 155.5, 155.2,
138.3,133.3, 129.6, 129.1, 129.0, 125.8, 125.4, 113.4, 113.3, 113.1, 112.7, 111.1, 110.4, 101.2, 75.1,
74.2,70.6,70.2,67.9, 67.8,61.8,61.0, 56.4, 55.1, 34.9, 30.0, 27.0, 26.6, 26.5, 25.6, 22.1, 22.0, 22.0,
10.2, 10.2;

Aufgrund der cis/trans-Stellung der Amidbindung wurde in den NMR-Spektren doppelte Signalsitze
beobachtet. Im H-Spektrum wurde das Isomer mit hoherer Intensitat, im 3C-Spektrum wurden alle
detektierten Signale dokumentiert.

HR-MS (ESI+): m/z berechnet flir CoH3sN3O7 [M+H]*: 540.2704, gefunden: 540.2756.

Synthese von Dipeptid 90

MeO MeO,

NH NH
= =

_N,, (0] Me HsN,, o Me
Cbz N b MeOH  © N T h
Me O Me RT,12h Me Me

OH 94% OH

Me 168 Me 90

Unter Hy-Atmosphere wurde eine Losung aus Dipeptid 168 (98 mg, 182 umol, 1.0 eq), 4 M HCI
(0.455 pL, 1.82 mmol, 10 eq) und 10% Pd/C 5 mg) in MeOH (8 mL) bei RT fiur 3 h gerlhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde (ber Celith filtriert. Nach dem Entfernen des L&sungsmittels unter
vermindertem Druck wurde das Produkt 90 als weiRer Feststoff (59 mg, 171 umol, 94%) erhalten.

'H NMR (600 MHz, Methanol-d,) & [ppm]: 7.21 (dd, J = 8.8, 0.6 Hz, 1H, Aromat), 7.14 (d, J = 2.4 Hz, 1H,
Aromat), 7.03 (s, 1H, Aromat), 6.74 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H, Aromat), 4.25 (td, /= 4.6, 1.2 Hz, 1H, Trp-
Ha), 3.82 (s, 3H, OCHs), 3.72 (dd, /= 5.5, 1.1 Hz, 1H, HNV-H,), 3.57 (dd, J = 15.1, 4.6 Hz, 1H, Trp-Hg), 3.38
(dd, J=15.1, 4.6 Hz, 1H, Trp-Hg), 2.96 (s, 3H, NCHs), 2.74 — 2.70 (m, 1H, HNV-Hg), 0.62 — 0.51 (m, 5H,
HNV-H,, HNV-Hs);
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3C NMR (151 MHz, Methanol-ds) § [ppm]: 169.7, 167.4, 155.5, 133.2, 129.6, 126.2, 113.2 (d, J = 21.4
Hz), 109.6, 101.6, 75.2, 64.2, 60.7, 56.3, 33.7, 28.9, 25.2, 10.5;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C2;H3,N30s [M+H]*: 406.2337, gefunden: 406.2355.

Synthese von Heptapeptidester 169
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Zu einer Losung aus Pentapeptid 81 (30 mg, 48.3 umol, 1 eq) in DMF (300 pL) wurde DIPEA (16.5 pL,
96.5 umol, 2 eq), HOAT (15 mg, 53.1 umol, 1.1 eq) und HATU (21 mg, 53.1 umol, 1.1 eq) zugegeben
und das Reaktionsgemisch fiir 5 min bei RT gerlhrt. AnschlieRend wurde eine Losung aus Dipeptid 167
(24 mg, 62.7 umol, 1.3 eq) in DMF (300 pL) in finf Portionen aufgeteilt, welche in jeweils 5 min
Intervallen der Reaktionslosung zugegeben wurden. Nach vollendeter Zugabe wurde das Gemisch bei
RT fir 24 h gerlhrt, das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, an der prap. HPLC
(A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-1 min 5% A, 1-35 min 5-60% A, 35-37 min 60% A, 37-39 min
95% A, Sdule: Eurosphere 1l, 250x16 mm, Flussrate: 12 mL/min) aufgereinigt und lyophilisiert. Das
Produkt 169 wurde als weiRer Feststoff (6 mg, 6.22 umol, 13%) erhalten. Weiterhin konnte ein Isomer
des Produkts (3 mg, 3.63 umol, 6%) und Edukt (18 mg, 29.0 umol, 60%) isoliert werden. Unter
Berticksichtigung des wiedergewonnenen Startmaterials betrug die Ausbeute 32%.

IH NMR (500 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 8.15 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.68 — 7.54 (m, 1H), 7.39 — 7.30 (m,
1H), 7.18 — 6.98 (m, 5H), 6.79 (dt, J = 8.7, 3.1 Hz, 2H), 5.40 — 5.33 (m, 1H), 5.03 (p, J = 6.3 Hz, 1H),
4.82 —4.74 (m, 1H), 4.71 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 4.64 — 4.56 (m, 1H), 4.31 (dd, J = 7.0, 3.2 Hz, 1H), 4.15 —
4.02 (m, 2H), 3.99 — 3.92 (m, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.45 (dd, J = 15.1, 5.3 Hz, 1H), 3.25 — 3.07 (m, 3H), 2.90
(s, 3H), 2.85 — 2.73 (m, 1H), 2.57 (s, 3H), 2.16 — 2.06 (m, 1H), 2.01 — 1.92 (m, 1H), 1.44 — 1.18 (m, 11H),
1.09 (t, J = 6.7 Hz, 3H), 1.01 — 0.87 (m, 12H), 0.74 (d, J = 7.0 Hz, 3H);

ESI-MS (+): m/z berechnet flir C4gH73NgO12 [M+H]* 965.5, gefunden: 965.0.
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Synthese von Heptapeptidester 170
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Zu einer Losung aus Pentapeptid 81 (50 mg, 80.4 umol, 1 eq) in DMF/DCM (500 pL, 1:1) wurde Collidin
(32 uL, 240 umol, 3 eq), HOAT (22 mg, 160 pumol, 2 eq) und HATU (34 mg, 88.4 umol, 1.1 eq) zugegeben
und das Reaktionsgemisch fiir 5 min bei RT geriihrt. Anschliefend wurde eine Losung aus Dipeptid 90
(71 mg, 160 pmol, 2 eq) in DMF (250 L) in finf Portionen eingeteilt, wovon in 5 min Intervallen eine
Portion der Reaktionslosung zugegeben wurde. Nach vollendeter Zugabe wurde das Gemisch bei RT
flir 24 h gertihrt, mit ges. NaCl-Lésung und EtOAc verdinnt und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurde Uber MgSO., getrocknet, das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt an der prap. HPLC (A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05%
TFA, 0-2 min 5% A, 1-15 min 5-45% A, 15-20 min 45% A, 20-28 min 45-95% A, 28-31 min 5% A, Saule:
Eurosphere Il, 250x16 mm, Flussrate: 12 mL/min) aufgereinigt und lyophilisiert. Das Produkt 170
wurde als Isomerengemisch in Form eines weiRen Feststoffs (24 mg, 23.8 umol, 30%) erhalten.

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir Cs;H77NsO13 [M+H]*: 1009.5605, gefunden: 1009.5723.

Synthese von Heptapeptidsdure 171
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Zu einer Losung aus Heptapeptid 169 (18 mg, 18.6 umol, 1 eq) in THF (3.6 mL) wurde eine 0.1 m LiOH-
Losung (0.58 mL, 58 umol, 3 eq) bei 0°C zugetropft und bei RT fiir 23 h gerihrt. Das Reaktionsgemisch
wurde mit EtOAc verdinnt und mit 1 M HCl gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit EtOAc (2x)
reextrahiert und die vereinigten organischen Phasen Uber MgSO, getrocknet. Nachdem das
Lésungsmittel unter vermindertem Durck entfernt wurde, wurde das Produkt 171 als klares Ol (16 mg,
17.3 umol, 93%) erhalten.

ESI-MS (+): m/z berechnet flir C4sHe7NsO12 [M+H]* 923.5, gefunden: 922.9.

Synthese von Heptapeptidsiure 88
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Zu einer Losung aus Heptapeptid 170 (15 mg, 14.8 umol, 1 eq) in THF (3 mL) wurde 0.1 m LiOH-L6sung
(0.44 mL, 44.0 umol, 3 eq) bei 0°C zugetropft und bei RT fiir 23 h gerlihrt. Das Reaktionsgemisch wurde
mit 10% HCl auf pH 1 eingestellt und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber MgS0s getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Produkt 88 wurde als Isomerengemisch in Form eines klaren Ols (14 mg, 14.5 pmol, 98%) erhalten.

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C4sH71NsO13 [M+H]*: 967.5135, gefunden: 967.5133.

Synthese von Cycloheptamycin (13)
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Unter Argonatmosphdre wurde zu einer Losung aus Heptapetid 88 (8 mg, 8.27 umol, 1 eq) in
trockenem THF (5 mL) EtsN (5.7 uL, 41.4 umol, 5 eq) und TCBC (6.5 pL, 41.4 umol, 5 eq) zugegeben und
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bei RT fiur 2h gerGhrt. Die Peptid-Lésung wurde mit Hilfe einer Spritzenpumpe
(Zugabegeschwindigkeit: 8.3 pL/min) bei RT Gber eine Dauer von 10 h zu einer Lésung aus DMAP (6 mg,
49.6 umol, 6 eq) in trockenem THF (2 mL) zugegeben. Es wurde eine Endkonzentration von
103 mmol/mL fiir das Peptid erreicht und das Gemisch wurde weitere 24 h geriihrt. AnschlieRend
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels LC-HRMS
untersucht. Die Bildung des Produkts 13 konnte massenspektrometrisch nachgewiesen werden.

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir CasHeoNsO13 [M+H]*: 949.5030, gefunden: 949.5039.
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Unter Argonatmosphere wurde zu einer Losung aus MNBA (3.2 mg, 9.41 umol, 1.3 eq) und DMAP
(3.0 mg, 21.7 pumol, 21.7 umol, 3 eq) in trockenem DCM (2 mL) mit Hilfe einer Spritzenpumpe
(Zugabegeschwindigkeit: 8.3 uL/min) Uber einen Zeitraum von 10 h bei RT eine LOésung aus
Heptapeptid 88 (7 mg, 7.24 umol, 1 eq) in trockenem DCM (5 mL) zugetropft. Nach vollstéandiger
Zugabe wurde die Reaktionslosung bei RT weitere 24 h geriihrt. Anschlieffend wurde das Lésungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels LC-HRMS untersucht. Die Bildung des
Produkts 13 konnte massenspektrometrisch nachgewiesen werden.

HR-MS (ESI+): m/z berechnet flir C4sHsoNgO13 [M+H]*: 949.5030, gefunden: 949.5030.

Synthesen zur Makrolactamisierung
Synthese von Dipeptid 173
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Zu einer Losung aus Cbz-L-Thr(OBn) (174, 279 mg, 812 umol, 1 eq), HATU (324 mg, 853 umol, 1.05 eq),
HOAT (116 mg, 853 mmol, 1.05 eq) und DIPEA (270 uL, 1.62 mmol, 2 eq) in DMF (10 mL) wurde
Me-L-TrpOEt (175, 200 mg, 812 umol, 1 eq) zugegeben und bei RT fiir 18 h geriihrt. AnschlieRend wurde
das Gemisch mit EtOAc und H,0 verdiinnt und mit 40% Zitronensaure (1x), ges. NaHCOs-Lésung (1x)
und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde lUber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer saulenchromatographischen
Aufreinigung (SiO,, Pentan/EtOAc 2:1) wurde das Produkt 173 als klares Ol (374 mg, 654 umol, 81%)
erhalten.

ESI-MS (+): m/z berechnet fir Cs3sH3;N3sNaOs [M+Na]* 594.3, gefunden: 594.3.
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Synthese von Dipeptidsdure 176
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Zu einer Losung aus Dipeptid 173 (374 mg, 654 umol, 1 eq) in THF (5 mL) wurde 0.1 m LiOH-L6sung
(20 mL, 1.96 mmol, 3 eq) bei 0 °C zugegeben und bei RT fir 24 h geriihrt. Anschliefend wurde die
Losung mit 10% HCl auf pH 1 gebracht und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden tber MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Produkt 176 wurde als klares Ol (344 mg, 0.635 pmol, 97%) erhalten.

ESI-MS (+): m/z berechnet fir C3;H34N30¢ [M+H]* 544.2, gefunden: 544.1.

Synthese von Pentapeptidmetylester 177

_e Me (0] O Me I\I/IeH (0]

O DIC, R i

N N\)J\ __DMAP _ O AN \)J\ N/\H/N " “OMe
H
DCM/MeOH o Me
RT,5h
Me
OMe OMe

Zu einer Losung aus Pentapeptid 81 (50 mg, 80.4 umol, 1 eq) und DMAP (10 mg, 80.4 umol, 1 eq) in
DCM/MeOH (11 mL, 10:1) wurde DIC (18.5 pL, 120 umol, 1.5 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT
fiir 5 h geriihrt. AnschlieBend wurde das DCM unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand mit
H,0 versetzt und lyophilisiert. Das Rohprodukt 177 wurde ohne weitere Aufreinigung verwendet.

ESI-MS (+): m/z berechnet fir C31HsoNsOg [M+H]* 636.4, gefunden: 636.1.

Synthese von Heptapeptidester 172
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Zu einer Losung aus Rohprodukt 177 (52.9 umol, 1 eq), Dipeptid 176 (29 mg, 52.9 umol, 1 eq) und
DMAP (6 mg, 52.9 umol, 1 eq) in DCM (10 mL) wurde DIC (16 pL, 159 umol, 3 eq) zugegeben und das
Reaktionsgemisch bei RT fiir 9 h gerihrt. Nach einer Aufreinigung an der prap. HPLC (A=ACN+0.05%
TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-1 min 5% A, 1-35 min 5-95% A, 35-37 min 95% A, 37-38 min 95-5% A, 38-
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40 min 5% A, Saule: Eurosphere I, 250x16 mm, Flussrate: 12 mL/min) wurde das Produkt 172 als
weiller Feststoff (39 mg, 38.5 umol, 73%) erhalten.

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir Ce;HgiNgO14 [M+H]* 1161.6, gefunden: 1161.2.

Synthese von Heptapeptidester 154

(0]
o “ o} H (0] I\?/Ie I'\\llllel:| (0] Hp, o “ (0] H O _e Me (0]
% - NT= N/\n/ g OMe _Pg/g» % - N2 /\n/ OMe
: HH H MeOH = HHG

Me Me RT,2h Me” “Me Me
172 Me 178 Me

OMe OMe
Unter H,-Atmosphere wurde eine Losung aus Peptidester 172 (10 mg, 8.61 umol, 1 eq) und Pd/C (4 mg)
in MeOH (2 mL) bei RT fir 6 h geriihrt. Eine Produktbildung konnte nicht beobachtet werden.
Stattdessen wurde der Zerfall von 178 in das Diketopiperazin 179 und das Pentapeptid 177 beobachtet.

OBn O
M
Me/H)J\N, e, NH
““YVEQ
0

179

Abbildung 20. Nebenprodukt 179 aus der fehlgeschlagenen Synthese der Verbindung 178.

Synthese von Dipeptid 181

Me HATU, HOAT,
___DIPEA
PN
0~ N DMF/DCM/THF 07 > N
H RT, 19 h .
159 6%

Zu einer Losung aus N-Formyl-L-Valin (159, 502 mg, 3.45 mmol, 1 eq), HOAT (563 mg, 4.14 mmol,
1.2 eq), HATU (1.57 g, 4.14 mmol, 1.2 eq) und DIPEA (2.93 mL, 17.25 mmol, 5 eq) in DMF/THF/DCM
(28 mL, 2:1:1) wurde L-Threoninmethylester (180, 554 mg, 4.14 mmol, 1.2 eq) zugegeben und bei RT
fir 19 h gerihrt. AnschlieRend wurde das Gemisch mit EtOAc (80 mL) verdiinnt und mit H,O (2x40 mL)
gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden mit EtOAc (3x100 mL) reextrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit 10% Zitronensdure (1x40 mL) und ges. NaCl-Losung
(1x40 mL) gewaschen, lber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO2, EtOAc) wurde das Produkt 181
als braunes Ol (52 mg, 0.200 mmol, 6%) erhalten.

IH NMR (300 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 8.13 (s, 1H, CHO), 5.49 (s, 1H, NH), 4.51 — 4.38 (m, 1H, Val-
Ha), 4.30 (m, 1H, Thr-Ha), 3.73 (s, 3H, OCHs), 2.93 — 2.75 (m, 1H, Thr-Hg), 2.24 — 2.04 (m, 1H, Val-Hg),
1.18 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Thr-H,), 1.05 — 0.88 (m, 6H, Val-H,).
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Synthese von Dipeptid 183

OMe

HATU, HOAT, Me OHH o

_ DIPEA BOC\N N o8

_ oBn  DMF/DCM/THF
0 sN/\[( RT, 19 h H o

101 © 63% 183

MeO

Zu einer Lésung aus Boc-L-Threonin (182, 295 mg, 1.26 mmol, 1.2 eq), HOAT (174 mg, 1.27 mmol,
1.2 eq), HATU (481 mg, 1.27 mmol, 1.2 eq) und DIPEA (0.9 mL, 5.29 mmol, 5 eq) in DMF/THF/DCM
(12 mL, 2:1:1) wurde Tyrosin-Derivat 101 (299 mg, 1.27 mmol, 1 eq) bei 0 °C zugegeben und bei RT fir
18 h geriihrt. Anschliefend wurde das Gemisch mit EtOAc (35 mL) verdiinnt und mit H,O (2x35 mL)
gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden mit EtOAc (3x50 mlL) reextrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit 10% Zitronensdure (1x35 mL) und ges. NaCl-Losung
(1x35 mL) gewaschen, tUber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, Pentan/EtOAc 1:1) wurde das
Produkt 183 als weiler Feststoff (381 mg, 0.661 mmol, 63%) erhalten.

R¢= 0.37 (Pentan/EtOAc 1:1);

'H NMR (300 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.39 — 7.24 (m, 5H, Aromat), 7.03 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Aromat),
6.77 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Aromat), 5.12 (d, J = 3.1 Hz, 1H, PhCH,), 4.69 (dd, J = 7.5, 6.2 Hz, 1H, Thr-Hy),
4.09 —3.97 (m, 2H, Thr-Hg, Tyr-Hy), 3.74 (s, 3H, OCHs), 3.02 (qd, J = 13.9, 6.9 Hz, 2H, Tyr-Hg).

Synthese von Tripeptid 98

OMe
1) HCl /©/
Dioxan Me MeH o -
RT, 30 min B
Boc. PN N, OBn
j:[( \)J\OBH 2) HATU, HOAT, 07 HIW m/\[(
0

159, DIPEA o .,
DMF/DCM/THF Me™ "OH
RT,19h 98
5%

Eine Losung aus Dipeptid 183 (115 mg, 236 umol, 1 eq) in 4 M HCl/Dioxan-Lésung wurde bei RT fir
30 min geriihrt und anschlieRend das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
entstandene Niederschlag wurde zu einer Losung aus N-Formyl-L-valin (159, 45 mg, 313 umol, 1.3 eq),
HATU (119 mg, 313 umol, 1.3 eq), HOAT (43 mg, 313 mmol, 1.3 eq) und DIPEA (221 uL, 1.3 mmol,
5.5 eq) in DMF/THF/DCM (4 mL, 2:1:1) bei 0 °C zugegeben und bei RT fiir 17 h geruhrt. AnschlieRend
wurde das Gemisch mit EtOAc (20 mL) verdinnt und mit H>O (2x15 mL) gewaschen. Die vereinigten
wassrigen Phasen wurden mit EtOAc (3x25 mL) reextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit 10% Zitronensdure (1x50 mL) und ges. NaCl-Lésung (1x50 mL) gewaschen, liber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer
sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, EtOAc) wurde das Produkt 98 als farbloses Ol (6 mg,
11.7 umol, 5%) erhalten.

MeO

Re= 0.20 (EtOAC);
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'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 8.12 (d, J = 1.0 Hz, 1H, CHO), 7.37 — 7.24 (m, 5H, Aromat),
7.08 —7.01 (m, 2H, Aromat), 6.80 — 6.75 (m, 2H, Aromat), 5.11 (d, J = 3.8 Hz, 2H, PhCH,), 4.71 — 4.61
(m, 1H, Val-Hy), 4.33 —4.27 (m, 2H, Thr-Hg, Tyr-Hy), 4.21 — 4.14 (m, 1H, Thr-Hg), 3.74 (s, 3H, CHs), 3.10
—2.94 (m, 2H, Tyr-Hg), 2.22 — 2.05 (m, 1H, Val-Hg), 1.09 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Thr-H,), 1.02 — 0.89 (m, 6H,
Val-H,);

Synthese von Dipeptid 184

Me._ _Me M M
EDCI, HOAT, € eH o
Boc. OH * DIPEA Boc. N,
N DMF/DCM/THF N OMe
0
185

RT,19h “
93% 184Me” ‘OH

Zu einer Losung aus Boc-L-Valin (185, 1.92 g, 8.84 mmol, 1 eq), L-Threoninmethylester Hydrochlorid
(180, 1.50 g, 8.84 mmol, 1 eq), HOAT (1.20 g, 8.84 mmol, 1 eq) und DIPEA (5.6 mL, 30.9 mmol, 3.5 eq)
in DMF (70 mL) wurde EDCI (1.70 g, 8.84 mmol, 1 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT fir 19 h
geriihrt. Anschliefend wurde das Gemisch mit EtOAc verdiinnt, mit H,O (1x), 1 m HCI (1x) und ges.
NaCl-Losung (1x) gewaschen. Die organische Phase wurde Uber MgSO. getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen
Aufreinigung (SiO,, EtOAc/Pentan 1:1) wurde das Produkt 184 als klares Ol (2.72 g, 8.19 mmol, 93%)
erhalten.

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 6.88 (d, J = 9.0 Hz, 1H, NH), 5.18 (d, J = 8.8 Hz, 1H, NH),
4.62 (dd, J=9.0, 2.6 Hz, 1H, Thr-Ha), 4.36 (qd, J = 6.4, 2.6 Hz, 1H, Thr-Hg), 3.94 (dd, J = 8.6, 6.8 Hz, 1H,
Val-Hq), 2.18 — 1.98 (m, 1H, Val-Hg), 1.43 (s, 9H, Boc), 1.20 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Thr-H,), 0.97 (dd, J = 8.3,
6.7 Hz, 6H, Val-H,);

ESI-MS (+): m/z berechnet fir CisH2sN2NaOg [M+Na]* 355.2, gefunden: 355.2.

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.[*?¥

Synthese von Dipeptidsdure 186

LiOH
Boc . ————— Boc.
Iﬂ/ OMe THF/H,O Lf OH
RT, 16 h
184 TMe 90% 186 Me

Zu einer Losung aus Dipeptid 184 (2.65 g, 7.98 mmol, 1 eq) in THF (235 mL) und H,0 (40 mL) wurde
LiOH (573 mg, 23.9 mmol, 3 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT fiir 16 h geriihrt. AnschlieRend
wurde die Reaktion mit 10% HCl auf pH 7 neutralisiert und das THF unter vermindertem Druck entfernt.
Der wassrige Rickstand wurde mit EtOAc (3x) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber
MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Durck entfernt. Das Produkt 186 wurde
als klares Ol (2.29 g, 7.18 mmol, 90%) erhalten.

H NMR (300 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 4.53 (d, J = 3.0 Hz, 1H, Thr-H,), 4.41 (qd, J = 6.5, 3.0 Hz, 1H,
Thr-Hg), 4.04 (d, J = 6.9 Hz, 1H, Val-H,), 2.26 — 2.08 (m, 1H, Val-Hg), 1.55 (s, 9H, Boc), 1.28 (d, /= 6.4 Hz,
3H, Thr-H,), 1.06 (dd, J = 11.3, 6.8 Hz, 6H, Val-H,);

3C NMR (75 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 174.9, 173.4, 158.0, 80.6, 68.6, 61.8, 59.0, 31.8, 28.7, 20.4,
19.8, 18.5.
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Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.[*?"!

Synthese von Tripeptidbenzylester 187

/©/OM9

Me Me o HATU, HOAT, Me 'V'eH o -
H :
Boc. N, — 101.DIPEA Boc. IH/N/" - OBn
N I OH  DMF/DCM/THF N I ﬁ/\([)f
186 Me”~ “OH Rgsljh Me” “OH
187

Zu einer Losung aus Dipeptid 186 (100 mg, 314 umol, 1.0 eq), HATU (120 mg, 314 umol, 1 eq), HOAT
(43 mg, 314 umol, 1.0 eq) und DIPEA (160 pL, 942 umol, 3.0 eq) in DMF/THF/DCM (2.5 mL, 2:1:1) wurde
Tyrosin-Derivat 101 (100 mg, 314 umol, 1.0 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT flr 18 h gerihrt.
AnschlieBend wurde das Gemisch mit EtOAc verdiinnt, mit H,O (1x), 1 M HCI (1x) und ges. NaCl-Losung
(1x) gewaschen. Die organische Phase wurde Gber MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach einer saulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,,
EtOAc/Pentan 1:1) wurde das Produkt 187 als weiler Feststoff (2.90 g, 4.95 mmol, 86%) erhalten.

R¢= 0.32 (EtOAc/Pentan 1:1);

'H NMR (600 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.36 — 7.22 (m, 5H, Aromat), 7.06 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Aromat),
6.78 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Aromat), 5.13 — 5.07 (m, 2H, PhCH,), 4.66 — 4.64 (m, 1H, Tyr-Ha), 4.31 (d, J = 3.8
Hz, 1H, Thr-Ha), 4.14 — 4.06 (m, 1H, Thr-Hs), 3.89 (d, J = 6.5 Hz, 1H, Val- Hy), 3.75 (s, 3H, PCHs), 3.08 (dd,
J=13.8,6.1 Hz, 1H, Tyr-Hg), 2.98 (dd, J = 14.0, 8.1 Hz, 1H, Tyr-Hp), 2.11 — 2.03 (m, 1H, Val-Hg), 1.45 (s,
9H, Boc), 1.05 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Thr-H,), 0.94 — 0.89 (m, 6H, Val-H,);

13C NMR (151 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 174.7, 172.6,172.2,160.2, 158.4, 137.0, 131.4, 129.5, 129.4,
129.3, 128.3, 128.0, 115.0, 80.9, 68.3, 68.0, 62.1, 59.7, 55.8, 55.6, 37.5, 31.5, 28.7, 20.0, 19.8, 18.4;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C31H44N30s [M+H]*: 586.3123, gefunden: 586.3199.

Synthese von N-Formyltripeptidbenzylester 187

OMe OMe

Me___Me o _/©/ HCOOPHh, Me ___Me o _/©/

Boc.. IWH/ “__OBn _ DIPEA 2~ IH/H, “__OBn

LY e W LY
Me~ “OH 86‘% Me”™ “OH
187 89

Eine L6sung aus Tripeptid 187 (197 mg, 337 umol, 1 eq) in 4 M HCl/Dioxan-Losung (4 mL) wurde bei RT

flr 30 min gerlhrt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. AnschlieRend wurde

der Niederschlag mit DMF (3.4 mL), DIPEA (63uL, 0.371 umol, 1.1 eq) und HCOOPh (47 pL, 354 umol,

1.05 eq) versetzt und bei 45 °C flir 15 h geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit EtOAc verdiinnt und

mit 0.1 M HCl sowie ges. NaCl-Lésung (3x) gewaschen. Die organische Phase wurde lber MgS0O,

getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 89 wurde als

weiBer Feststoff (148 mg, 288 umol, 86%) erhalten. Eine NMR-Analyse war aufgrund der schlechten
Loslichkeit nicht moglich.

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C;;H3sN3sNaO7 [M+Na]* 536.2, gefunden: 536.4.
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Synthese von Dipeptidmethylester 189

HATU, HOAT Me Me O
DIPEA RN
e —————> Cbz. N,
DMF ”/\[r
RT, 18 h 0 ,
92% 189

Zu einer Losung aus Cbz-D-Alanin (188, 1.01 g, 4.52 mmol, 1.2 eq), HOAT (0.615 g, 4.52 mmol, 1.2 eq),
DIPEA (1.28 mL, 7.54 mmol, 2.0 eq) und 119 (0.600 g, 3.77 mmol, 1.0 eq) in DMF (23 mL) wurde HATU
(1.72 g, 4.52 mmol, 1.2 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT fiir 18 h geriihrt. Anschlielend wurde
es mit H,0 verdiinnt und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
H,0, 1 M HCI (1x) und ges. NaCl-Losung (1x) gewaschen, iber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO-,
Pentan/EtOAc 3:1) wurde das Produkt 189 als weiRer Feststoff (1.27 g, 3.47 mmol, 92%) erhalten.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.39 — 7.28 (m, 5H), 5.69 (s, 1H), 5.09 (s, 2H), 4.97 (d, J =
10.2 Hz, 1H), 4.69 (s, 1H), 3.69 (s, 3H), 3.03 (s, 2H, NMe), 2.90 (s, 1H, NMe), 2.07 — 1.97 (m, 1H), 1.55 -
1.40 (m, 1H), 1.33 (d, /=5.4 Hz, 3H), 1.19-1.09 (m, 1H), 0.93 (t, /= 7.3 Hz, 3H), 0.82 (d, /= 6.7 Hz, 3H);

13C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 173.5, 171.5, 155.6, 136.4, 128.5, 128.1, 128.0, 66.8, 60.4,
52.0,47.2,33.6,31.4, 26.3,18.7,15.1, 11.2;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet flir CigH29N,0s [M+H]*: 365.2071, gefunden: 365.2088.

Synthese von Dipeptidsdure 103

Me Me (0] LiOH Me l\(le O
Cbz. _~ N, —— > Cbz. -~ N,
N TOMe  THF/H,0 N oH
H H
o ., RT, 8 h o M,
Me 99% Me
189 Me 103 Me

Zu einer Losung aus Dipeptid 189 (1.25 g, 3.44 mmol, 1 eq) n H,O/THF (140 mL, 5:2) wurde bei 0 °C
LiOH (99 mg, 4.12 mmol, 1.2 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT fiir 20 h geriihrt. AnschlieRend
wurde die Reaktion mit 1 M HCI auf pH 1-2 angesauert und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die organische
Phase wurde Giber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Produkt 103 wurde als racemisches Gemisch in Form eines klaren Ols (1.19 g, 3.40 mmol) erhalten.

IH NMR (600 MHz, Methanol-da) & [ppm]: 7.37 = 7.25 (m, 5H, Aromat), 5.07 (s, 2H, PhCH,), 4.90 (d, J =
10.3 Hz, 1H, lle-Ha), 4.65 (g, J = 7.0 Hz, 1H, Ala-Ha), 3.08 (s, 3H, NCH), 2.07 — 1.99 (m, 1H, lle-Hg), 1.61
—1.55 (m, 1H, lle-Hy), 1.29 (d, J = 7.0 Hz, 3H, Ala-Hg), 1.22 — 1.16 (m, 1H, lle-H,), 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H,
lle-Hs), 0.85 (d, J = 6.8 Hz, 3H, lle-Hy);

13C NMR (151 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 176.2, 173.8, 158.2, 138.4, 129.5, 129.1, 128.9, 67.7, 62.0,
34.8,32.2,27.6,17.4,15.6, 11.6;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C1gH27N,0s [M+H]*: 351.1914, gefunden: 351.1922.
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Synthese von Tetrapeptidisopropylester 102

MeO
Me
NH
S} ~ e
SIN o o o HATU.HOAT Me Z‘e 9 W‘,"e O Me
+ 3N, e DIPEA Z ",
©) N N
LT e WU
OH RT, 18 h
Me 90 20%

Zu einer Losung aus Dipeptid 103 (26 mg, 74.7 umol, 1 eq), HOAT (11 mg, 78.4 umol, 1.05 eq) und
DIPEA (32 uL, 187 umol, 2.5 eq) in DMF (0.5 mL) wurde EDCI (15 mg, 78.4 umol, 1.05 eq) zugegeben
und das Reaktionsgemisch bei RT fiir 15 min geriihrt. Die Reaktionslésung wurde mit einer Losung aus
Dipeptid 90 (33 mg, 74.7 umol, 1 eq) in DMF (0.5 mL) versetzt und bei RT fiir 18 h geriihrt. AnschlieRend
wurde das Gemisch mit ges. NaCl-Losung verdiinnt und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Gber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Nach einer Aufreinigung durch MPLC (A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-1.4 min 5%
A, 1.4-25 min 5%-95% A, 25-27.5 min 95% A, Siule: Reveleris C18 12 g, Flussrate: 30 mL/min) wurde
das Produkt 102 als weilRer Feststoff (11 mg, 14.9 umol, 20%) erhalten.

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C3sHssNsNaOo [M+Na]* 760.4, gefunden: 760.7.

Synthese von Tetrapeptidsaure 99

Me
OH
a I\I/Ie O Me LiOH
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/
N
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Zu einer LOsung aus Tetrapeptid 102 (16 mg, 21.7 umol, 1 eq) in H,O/THF (6 mL, 5:1) wurde 0.1 m LiOH-
Lésung (650 pL, 65.0 umol, 3 eq) zugegeben und bei RT flir 12 h geriihrt. AnschliefRend wurde die
Reaktionslosung mit 1 m HCl auf pH 1 angesduert und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Gber MgS0O, getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Produkt 99 wurde als weiler Feststoff (11 mg, 15.8 umol, 73%) erhalten.

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C3gHsoNsOg [M+H]* 696.4, gefunden: 696.7.
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Synthese von Heptapeptidester 97
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Me

Zu einer Losung aus Tetrapeptid 99 (5 mg, 7.19 umol, 1 eq), Tripeptid 187 (8.4 mg, 14.4 umol, 2 eq),
DMAP (0.5 mg, 4.31 umol, 0.6 eq) und DMAP Hydrochlorid (0.7 mg, 4.31 umol, 0.6 eq) in DCM (0.5 mL)
wurde DIC (1.2 uL, 7.55 mmol, 1.05 eq) zugegeben und das Reaktionsgemisch bei RT fiir 15 h gerihrt.
Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand durch prap. HPLC
(A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-1 min 5% A, 1-35 min 5-60% A, 35-37 min 60%, 37-39 min
95% A, Saule: Eurosphere Il, 250x16 mm, Flussrate: 12 mL/min) aufgereinigt, jedoch konnte das
Produkt nicht als Reinsubstanz isoliert werden. Heptapeptidester 97 wurde als verunreinigter weiler
Feststoff (1.5 mg) erhalten.

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir Cs;HooNsNaO16 [M+H]* 1285.6, gefunden: 1285.9.

Synthesen zur chemo-enzymatische Totalsynsthese
Synthese von Heptapeptidthioester 190

O N\)J\ j:’( \%\\”/f j:’( \)LOH -
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OMe RT, 18 h
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H

Zu einer Losung aus Heptapeptid 147 (30 mg, 32.5 umol, 1eq), DIPEA (6.5 uL, 39.0 umol, 1.2 eq) und
PhSH (7.8 puL, 76.8 umol, 2.4 eq) in DMF (750 uL) wurde PyBOP (20 mg, 39.0 umol, 1.2 eq) zugegeben
und das Reaktionsgemisch bei RT flr 18 h gerihrt. AnschlieRend wurde die Reaktion mit MeOH
verdiinnt und durch prap. HPLC (A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-1 min 5% A, 1-35 min 5-95%
A, 35-37 min 95% A, 37-38 min 95-5% A, 38-40 min 5% A, Saule: Eurosphere Il, 250x16 mm, Flussrate:
12 mL/min) gereinigt und lyophilisiert. Das Produkt 190 wurde als weiRer Feststoff (19 mg, 18.7 umol,
58%) erhalten.

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir Cs,H7:NsO11S [M+H]* 1015.5, gefunden: 1014.9.
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Synthese von Heptapeptidthioester 191

M OH M OH
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Zu einer Losung aus Heptapeptid 147 (30 mg, 32.5 umol, 1eq), DIPEA (6.5 uL, 39.0 umol, 1.2 eq) und
PhSH (8.2 pL, 76.8 umol, 2.4 eq) in DMF (750 uL) wurde PyBOP (20 mg, 39.0 umol, 1.2 eq) zugegeben
und das Reaktionsgemisch bei RT fir 18 h gerihrt. AnschlieRend wurde die Reaktion mit MeOH
verdiinnt und durch prap. HPLC (A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-1 min 5% A, 1-35 min 5-95%
A, 35-37 min 95% A, 37-38 min 95-5% A, 38-40 min 5% A, Saule: Eurosphere Il, 250x16 mm, Flussrate:
12 mL/min) gereinigt und lyophilisiert. Das Produkt 191 wurde als weiRer Feststoff (7 mg, 6.83 umol,
21%) erhalten.

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir Cs;H7:NgO11S [M+H]* 1024.5, gefunden: 1024.0.

Synthese von Heptapeptidthioester 104

Me _OH
H e N
O%/N\)J\N B N N N
: ARl H/\g/ PhSH
Me” “Me PyBOP, DIPEA
Me DMF
OMe RT, 18 h

Zu einer Lésung aus Heptapeptid 88 (20 mg, 20.7 umol, 1 eq), DIPEA (4.22 uL, 24.8 umol, 1.2 eq) und
PhSH (5 pL, 49.3 umol, 2.4 eq) in DMF (400uL) wurde PyBOP (13 mg, 24.8 umol, 1.2 eq) zugegeben und
das Reaktionsgemisch bei RT fiur 14 h geriihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand durch prap. HPLC (A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05%
TFA, 0-1 min 5% A, 1-14 min 5-55% A, 20-25 min 55-95% A, 25-31 min 95% A, Saule: Eurosphere II,
250x16 mm, Flussrate: 12 mL/min) aufgereinigt. Das Produkt 104 konnte nicht als Reinstoff isoliert
werden und wurde ohne weitere Reinigungsschritte weiterverwendet.

HRMS: m/z berechnet flir Cs4H75Ns01,5=1059.5220 [M+H]*, gefunden: 1059.5284.

Synthese vonHeptapeptidthioester 105
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SNAC
PyBOP, DIPEA

Zu einer Losung aus Heptapeptid 88 (20 mg, 20.7 umol, 1 eq), DIPEA (4.22 pL, 24.8 umol, 1.2 eq) und
SNAC (14 mg, 26.5 umol, 1.3 eq) in DMF (400uL) wurde PyBOP (13 mg, 24.8 umol, 1.2 eq) zugegeben
und das Reaktionsgemisch bei RT fir 14 h gerihrt. Anschliefend wurde die Reaktionslésung mit H,O
verdiinnt und mit EtOAc (1x) extrahiert. Die wassrige Phase wurde mit EtOAc (1x) reextrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden (ber MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde durch prdp. HPLC (A=ACN+0.05% TFA,
B=H,0+0.05% TFA, 0-1 min 5% A, 1-14 min 5-55% A, 20-25 min 55-95% A, 25-31 min 95% A, Saule:
Eurosphere I, 250x16 mm, Flussrate: 12 mL/min) aufgereinigt. Das Produkt 105 konnte nicht als
Reinstoff isoliert werden und wurde ohne weitere Reinigungsschritte weiterverwendet.

HRMS: m/z berechnet fiir Cs;H7sN90135=1068.5434, gefunden: 1068.5446 [M+H]".

Synthese von Cycloheptamycin-Derivat (79)

O
MeO l
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Me._ LOH Me . _LOH L
e € 4 O Me Me O € Me o 0 NJ\ENH Me,
- I . H
N Ll__N N_Z L__N Th . N
W \:)J\N 2 N/\n/ N2 \:)J\SPh ioesterase _ Me,__NH e N0
: HH H HH : 25 mM HEPES, \
Q™ o] o) o)
e Me Me ,
Me
0

50mMNaCl  gZ>N-Me OOZK/_”

19

= RT, 18h H
OMe NH Me j»NM
e
Me  Que” “on
79

Eine Losung aus Thioester 190 (0.16 mg, 0.158 umol, 1 eq) in HEPES-Puffer (100 uL, 25 mm HEPES,
50 mm NaCl, 10% Gylkol) wurde zu einer aufkonzentrierten cyh-TE-Losung (0.9 mL, 2.16 mg/mL)
gegeben und bei 28 °C flir 18 h geriihrt. AnschlieBend wurde die Assay-Losung mittels LCMS-Analysen
nach Produkt 79 untersucht. Es konnte kein Umsatz des Thioesters und keine Produktbildung
beobachtet werden.
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MeO

OH
Me o o N NH MeH
N\)J\ g N\)J\SNAC Thloeigerase Me HMe““ o N
H o 25 mM HEPES, \
50mMNaCl g2 N-Me Oo=k/ o
OMe

RT, 18h H
NH Me e N,

Eine Losung aus Thioester 191 (0.14 mg, 0.137 umol, 1 eq) in HEPES-Puffer (100 uL, 25 mm HEPES,
50 mm NaCl, 10% Gylkol) wurde zu einer aufkonzentrierten chy-TE in HEPES-Puffer (0.9 mlL,
2.16 mg/mL) ingegeben und bei 28 °C fiir 18 h gertihrt. AnschlieRend wurde die Assay-Losung mittels
LCMS-Analysen nach Produkt 79 untersucht. Es konnte kein Umsatz des Thioesters und keine
Produktbildung beobachtet werden.

Synthese von Cycloheptamycin (13)

Me
M OH
€ O Me Me O o)
H H H I H l 1 1% NH Me
N ~_-N NG N\)J\ mote
Y NG /\n/ SPh_Thioesterase
= HH H =
OME/\Me o) o Me 25 mM MOPS,
— 50 mM NacCl

OMe NH RT, 16h OMe
104 MeO W r

Eine Losung aus Thioester 104 (Rohsubstanz 36 mg) in MOPS-Puffer (400 pL, 25 mm MOPS,
50 mm NaCl, 10% Gylkol) wurde zu aufkonzentrierter cyh-TE in MOPS-Puffer (1 mol%) zugegeben und
bei 24 °Cfiir 16 h gerihrt. AnschlieRend wurde die Assay-Losung mit MeOH verdiinnt und durch LCMS
analysiert. Es konnte die Bildung von Produkt 13 detektiert werden.

HRMS: m/z berechnet flr CssHggNsO12=949.5030 [M+H]*, gefunden: 949.4984.

N\)J\SNAC 1 mol% \%\ NH Me
Thioesterase

— T2 Me
25 mM MOPS,
50 mM NaCl

RT, 16h /\)\ﬂ/ r OMe

Eine Losung aus Thioester 105 (Rohsubstanz 27 mg) in MOPS-Puffer (400 pL, 25 mm MOPS,
50 mm NaCl, 10% Gylkol) wurde zu aufkonzentrierter cyh-TE in MOPS-Puffer (1 mol%) zugegeben und
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bei 24 °C fir 16 h gerihrt. AnschlieRend wurde die Assay-Losung mit MeOH verdiinnt und durch LCMS
analysiert. Es konnte die Bildung von Produkt 13 detektiert werden.

HRMS: m/z berechnet fiir C4gHsoNsO12=949.5030 [M+H]*, gefunden: 949.4984.

Synthesen zur Darstellung von Cycloheptamycin Z (17)
Synthese von Dipeptidmethylester 107

MeO MeO
Me
\OH <N HATU, HOAT o ~ N
o on o Collidin H
- + e — ,
z N HN DMF cbz NV N OMe
0 Me O RT, 18 h Me
70% OH
140 146 107
Me

Zu einer Losung aus Cbz-Hydroxynorvalin (140, 492 mg, 1.84 mmol, 1.1 eq), HOAT (250 mg, 1.84 mmaol,
1.1 eq), Collidin (550 pL, 4.54 umol, 2.5 eq) und Tryptophan 146 (439 mg, 1.67 mmol, 1 eq) in
DMF/DCM/THF (16 mL, 2:1:1) wurde HATU (700 mg, 1.84 mmol, 1.1 eq) zugegeben und das
Reaktionsgemisch bei RT fir 20 h geriihrt. AnschlieBend wurde das Gemisch mit EtOAc verdinnt und
mit H,O (1x), 1 M HCl und ges. NaCl-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden
liber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer
saulenchromatographischen Aufreinigung (SiO2, 3% MeOH/DCM) wurde das Produkt 107 als klares Ol
(595 mg, 1.16 mmol, 70%), welches bei langerer Lagerung auskristallisierte, erhalten.

R¢= 0.32 (3% MeOH/DCM);

In dem folgenden Spektrum wurde das Hauptisomer der cis/trans-Isomerie bedingt durch die
Amidbindung angegeben.

'H NMR (600 MHz, Methanol-d,) 6 [ppm]: 7.36 — 7.26 (m, 5H), 7.24 — 7.18 (m, 2H), 7.05 (d, J = 2.4 Hz,
1H), 7.02 (s, 1H), 6.75 (ddd, J = 12.4, 8.8, 2.4 Hz, 1H), 5.15 (dd, J = 9.8, 5.5 Hz, 1H), 5.10 — 5.01 (m, 2H),
4.56 (d,J=7.9 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.65 (dd, J = 8.3, 2.6 Hz, 1H), 3.40 (dd, J = 15.1, 5.5 Hz,
1H), 3.21 (dd, J=15.1, 9.9 Hz, 1H), 3.03 (s, 3H), 1.61 (m, 1H), 1.37 (m, 1H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.90
—0.85 (m, 1H);

13C NMR (151 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 174.3,174.1,172.9, 172.5, 158.2, 158.0, 155.4, 155.1, 138.2,
133.3,133.2, 129.5, 129.0, 128.9, 128.8, 128.8, 128.4, 125.6, 125.2, 113.3, 113.2, 113.0, 112.7, 110.9,
110.2,101.1, 100.9, 74.9, 74.1, 67.8, 61.3, 60.3, 56.4, 55.0, 52.9, 52.6, 34.4, 29.9, 26.9, 26.5, 26.5, 25.5,
10.1, 10.1;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet flir C7H34N307 [M+H]*: 512.2391, gefunden: 512.2429.
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Synthese von Diketopiperazin 106

MeO,
5 _NH :
H Pd/C, H_ HO
e NN OMe —— 2>
o O RT iz
e :
O'_M1o7 98%

Me

Unter Hy-Atmosphéare wurde eine Losung aus Dipeptid 107 (1.10 g, 2.15 mmol, 1 eq) und Pd/C (100
mg) in MeOH (20 mL) bei RT fiir 12 h geriihrt und Gber Celith filtriert. Nachdem das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt wurde, wurde das Produkt 106 als weiRer Feststoff (725 mg, 2.10 mmol,
98%) erhalten.

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm]: 10.74 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 8.7
Hz, 1H), 7.10 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.68 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 4.81 (d, J = 4.8 Hz,
1H), 4.11 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.63 (t, J = 3.7 Hz, 1H), 3.41 (dd, J = 14.9, 5.3 Hz, 1H), 3.24 (dd,
J=14.9, 4.7 Hz, 1H), 2.91 — 2.85 (m, 1H), 2.74 (s, 3H), 0.71 — 0.63 (m, 1H), 0.62 — 0.57 (m, OH), 0.54 (d,
J=6.2 Hz, 3H);

13C NMR (151 MHz, DMSO-de) & [ppm]: 166.8, 164.4, 153.1, 131.2, 128.1, 125.0, 111.8, 111.1, 108.9,
100.6, 73.6,62.2,59.2, 55.2, 32.6, 28.1, 24.1, 10.3;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C1gH24N304 [M+H]*: 346.1761, gefunden: 346.1834.

Synthese von Cycloheptamycin Z (17)

Me _,OH

e Me Me O
O N N
NSNS N OH DIC, DMAP
I OHH H/\"/ "
Me Me O o Me DCM
81 i RT, 36 h
OMe
Me._,OH
Ho Q H
OVN\)J\Na
2 HAJ
Me/\Me
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Zu einer Lésung aus Pentapeptid 81 (20 mg, 32.2 umol, 1 eq), Diketopiperazin 106 (55 mg, 161 umol,
5 eq) und DMAP (4 mg, 32.2 umol, 1 eq) in trockenem DCM (0.5 mL) wurde DIC (5.2 uL, 33.8 umol,
1.05 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT fiir 15 h gertihrt. AnschlieBend wurde der Reaktionsumsatz
mit der analytischen HPLC (iberprift. Es konnte noch Pentapeptid 81 detektiert werden, weshalb
erneut DIC (10.4 uL, 67.6 umol, 2.1 eq) zugegeben wurde. Das Gemisch wurde erneut 3 h geriihrt, mit
ges. NaCl-Losung versetzt und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand
wurde versucht durch prap. HPLC (A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-2 min 5% A, 2-25 min 5-
65% A, 25-28 min 95% A, 28-31 min 5% A, Saule: Eurosphere 1, 250x16 mm, Flussrate: 12 mL/min)
aufzureinigen. Jedoch schlug die Isolierung von 17 aufgrund einer zu niedrigen Produktmenge fehl.

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C4gHgsNsO1, [M+H]* 949.5, gefunden: 950.3.
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Zu einer Losung aus Pentapeptid 81 (5 mg, 8.05 umol, 1.2 eq), DMAP (10 pL, 0.671 umol, 0.1 eq,
8 mg/mLin DCM) und Et3N (3 pL, 21.5 umol, 3.2 eq) in trockenem DCM (100 pL) wurde MNBA (2.7 mg,
8.05 umol, 1.2 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT fiir 5 min gerihrt. AnschlieRend wurde
Diketopiperazin 106 (2.3 mg, 6.70 umol, 1 eq) in DMF (50 pL) zugegeben und das Gemisch weitere 20
h geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand versucht
durch préap. HPLC (A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-2 min 5% A, 2-25 min 5-65% A, 25-28 min
95% A, 28-31 min 5% A, Saule: Eurosphere Il, 250x16 mm, Flussrate: 12 mL/min) zu reinigen. Jedoch
schlug die Isolierung von 17 aufgrund einer zu niedrigen Produktmenge fehl.

ESI-MS (+): m/z berechnet flir CasHegsNsO12 [M+H]* 949.5, gefunden: 950.4.
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RT,20 h
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Zu einer Losung aus Pentapeptid 81 (5 mg, 8.04 umol, 1 eq), DMAP (2 mg, 16.1 umol, 2 eq) und EtsN
(1.7 pL, 12.1 pumol, 1.5 eq) in trockenem DCM (100 pL) wurde TCBC (2.7 mg, 8.05 umol, 1.2 eq)
zugegeben und das Gemisch bei RT flir 5 min gerthrt. Anschliefend wurde Diketopiperazin 106 (8.5
mg, 24.1 umol, 3 eq) in DMF (50 pL) zugegeben und das Gemisch weitere 20 h geriihrt. Eine LCMS-
Analyse liel keine Bildung von 17 beobachten.
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Zu einer Losung aus Pentapeptid 81 (5 mg, 8.04 umol, 1 eq), DMAP (1 mg, 2.01 umol, 0.25 eq) und Et3N
(2.2 uL, 16.1 umol, 2 eq) in trockenem THF (100 uL) wurde BnOCI (1 uL, 8.04 umol, 1 eq) zugegeben
und das Gemisch bei RT fiir 5 min geriihrt. AnschlieRend wurde Diketopiperazin 106 (8.5 mg, 24.1

pmol, 3 eq) in DMF (50 pL) zugegeben und das Gemisch weitere 20 h geriihrt. Eine LCMS-Analyse lief3
keine Bildung von 17 beobachten.
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Zu einer Lésung aus Pentapeptid 81 (5 mg, 8.04 umol, 1 eq) und DBU (2.4 pL, 16.1 umol, 2 eq) in
trockenem DMF (150 uL) wurde HATU (3 mg, 8.04 umol, 1 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT fur
5 min gerihrt. AnschlieBend wurde Diketopiperazin 106 (8.5 mg, 24.1 umol, 3 eq) in DMF (50 ulL)

zugegeben und das Gemisch weitere 20 h gerihrt. Eine LCMS-Analyse lie} keine Bildung von 17
beobachten.

Me . LOH MeO
e € 4 O Me Me O _Me,
OVN\)J\N L__N N AN NG oH : Me COMU,
/'\ HAS H/\g/ b i NH l\gTN?FD
Me~ “Me Me HN A
81 b RT, 20 h
o}
OMe 106
MeOQ,
Me. LOH M
o"e 0O Me Me O ="
o H H H Kl'j : Me
X y N A N/\n/ < O/YLN
i HHg Ho o HN N
Me/A\Me Me
17
M o}
OMee

Zu einer Losung aus Pentapeptid 81 (5 mg, 8.04 umol, 1 eq) und MTBD (2.3 uL, 16.1 umol, 2 eq) in
trockenem DMF (150 pL) wurde COMU (3.5 mg, 8.04 umol, 1 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT
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fir 5 min gerihrt. Anschliefend wurde Diketopiperazin 106 (8.5 mg, 24.1 umol, 3 eq) in DMF (50 L)
zugegeben und das Gemisch weitere 20 h gerihrt. Eine LCMS-Analyse liel} keine Bildung von 17
beobachten.

Synthese von Tripeptidsaure 192
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Unter H,-Atmospare wurde eine Losung aus Tripeptid 187 (200 mg, 341 umol, 1.0 eq) und Pd/C (20 mg)
in MeOH (3 mL) bei RT fiir 12 h geriihrt und Gber Celith filtriert. Nachdem das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt wurde, wurde das Produkt 192 als weiRer Feststoff (168 mg, 339 umol,
99%) erhalten.

IH NMR (300 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.14 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.64 — 4.56
(m, 1H), 4.34 - 4.26 (m, 1H), 4.14 — 4.07 (m, 1H), 3.89 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.16 (dd, J = 14.0,
5.1 Hz, 1H), 2.97 (dd, J = 14.0, 8.3 Hz, 1H), 2.05 (dt, J = 20.1, 6.6 Hz, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.05 (d, J = 6.4 Hz,
3H), 0.92 (d, J = 2.4 Hz, 3H), 0.90 (d, J = 2.4 Hz, 3H);

13C NMR (75 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 174.7, 174.4, 172.2, 160.1, 158.4, 131.4, 130.0, 114.9, 80.9,
68.3, 62.1, 59.8, 55.6, 55.5, 37.3, 31.5, 28.7, 19.9, 19.8, 18.4;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet flir C24H3eN3Og [M+H]*: 496.2653, gefunden: 496.2643.

Synthese von Tetrapeptidester 110
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Zu einer Losung aus Dipeptid 103 (200 mg, 571 umol, 1.0 eq), Diketopiperazin 106 (236 mg, 685 umol,
1.2 eq) und DMAP (18 mg, 147 umol, 0.25 eq) in trockenem DCM/DMF (3.8 mL, 1:1) wurde DIC (91 pL,
588 umol, 1.03 eq) zugegeben und das Gemisch bei RT fir 19 h gerihrt. AnschlieRend wurde die
Reaktion mit H,O versetzt und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer prap.
HPLC (A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-2 min 5% A, 2-13 min 5-45% A, 13-25 min 45% A, 25-
30 min 45-95% A, 30-33 min 95% A, 33-36 min 5% A, Saule: Eurosphere Il, 250x16 mm, Flussrate: 12
mL/min) wurde das Produkt 110 als weier Feststoff (33 mg, 48.7 umol, 7%) erhalten.

Die folgenden Daten beziehen sich auf das Hauptisomer der durch die N-methylierte Amidbindung
bedingten cis/trans-lIsomerie

IH NMR (600 MHz, Methanol-da) & [ppm]: 7.37 — 7.25 (m, 5H), 7.20 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 2.4
Hz, 1H), 7.05 (s, 1H), 6.74 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 5.13 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 5.04 (d, J = 12.7 Hz, 1H),
4.60 (dd, J = 12.0, 8.6 Hz, 1H), 4.48 — 4.43 (m, 1H), 4.21 — 4.14 (m, OH), 3.83 (s, 3H), 3.81—3.79 (m, 1H),
3.53 (dd, J = 15.4, 4.0 Hz, 1H), 3.35 (dd, J = 15.4, 4.5 Hz, 1H), 3.10 (s, 3H), 3.00 (d, J = 1.4 Hz, 3H), 2.11
—2.00 (m, 1H), 1.48 — 1.40 (m, 1H), 1.39 — 1.22 (m, 1H), 1.28 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 1.14 — 1.06 (m, 1H),
0.91 (t, J= 7.1 Hz, 3H), 0.82 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.37 (t, J = 5.8 Hz, 3H);
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B3CNMR (151 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 176.3,176.3,171.0, 170.9, 169.5, 169.3, 165.1, 165.0, 158.2,
158.2, 155.4, 138.5, 138.4, 133.1, 129.4, 129.4, 129.4, 128.9, 128.8, 128.5, 128.5, 126.5, 126.4, 113.1,
113.0, 112.9, 108.9, 101.7, 78.7, 77.5, 67.8, 67.4, 65.0, 63.7, 63.6, 63.1, 58.3, 58.2, 56.3, 56.2, 48.1,
35.6, 34.6, 33.3, 33.3, 33.0, 29.6, 28.1, 27.8, 27.5, 26.9, 22.5, 22.0, 21.3, 18.1, 17.2, 15.3, 15.2, 11.4,
11.3,10.7,10.3;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir C3gHasNsOg [M+H]*: 678.3560, gefunden: 678.3676.

Synthese von Tetrapeptidester 99
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Unter Hy-Atmosphére wurde eine Losung aus Tetrapeptid 110 (25 mg, 36.9 umol, 1 eq), Pd/C (8 mg) in
MeOH (2.5 mL) und 4 m HCl in Dioxan (95 uL, 369 umol, 10 eq) bei RT fir 6 h gerihrt. AnschlieRend
wurde das Gemisch Gber Celith filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Produkt 99 wurde als weilles Hydrochloridsalz (22 mg, 55.2 umol, 100%) erhalten.

In dem folgenden Spektrum wurde das Hauptisomer der cis/trans-lsomerie bedingt durch die
N-methylierten Amidbindung angegeben.

IH NMR (600 MHz, Methanol-da) & [ppm]: 7.22 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.14 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.08 (s, 1H),
6.75 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 4.69 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.42 (q, J = 6.8 Hz, 1H), 4.25 (t, J = 4.2 Hz, 1H),
4.21 (td,J = 6.5, 3.4 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.80 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 3.72 — 3.64 (m, 1H), 3.55 (dd, J = 15.1,
3.8 Hz, 1H), 3.38 (dd, J = 15.2, 4.5 Hz, 1H), 3.06 (s, 3H), 2.99 (s, 3H), 2.19 — 2.00 (m, 1H), 1.48 (d, /= 6.8
Hz, 3H), 1.59 — 1.35 (m, 2H), 1.20 — 1.08 (m, 1H), 1.05 — 0.82 (m, 2H), 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.86 (d, J
= 6.7 Hz, 3H), 0.50 — 0.43 (m, 1H), 0.41 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 0.33 — 0.27 (m, 1H);

13C NMR (151 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 172.7, 172.1, 170.5, 169.9, 166.2, 165.2, 155.4, 133.1, 129.3,
128.8, 126.8, 126.7, 113.4, 113.2, 113.1, 113.0, 108.9, 108.9, 101.8, 101.6, 77.5, 77.4, 65.2, 64.3, 63.9,
62.9, 58.1, 57.8, 56.4, 56.3, 35.1, 34.2, 33.4, 33.3, 32.3, 29.3, 28.9, 28.3, 27.3, 26.7, 24.3, 22.5, 17.1,
16.3,15.3,15.1, 11.3, 10.2, 9.7;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet flir C2sH4aNsOg [M+H]*: 544.3130, gefunden: 544.3560.

Synthese von Heptapeptidester 193

/©/OMG
MeO
MeMe 5 Me Me 0 M PyBOP

H H : c% e Ty : Me DIPEA
Boc-. N ‘__OH =« N AHL
N N -
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Zu einer Losung aus Tetrapeptid 99 (42 mg, 72.4 umol, 1 eq), Tripeptid 192 (40 mg, 79.6 umol, 1.1 eq)
und PyBOP (41 mg, 79.9 umol, 1.1 eq) in DMF (1 mL) wurde DIPEA (31 pL, 182 umol, 2.5 eq) zugegeben
und das Reaktionsgemisch bei RT fiir 16 h geriihrt. AnschliefRend wurde der Reaktionslésung ges. NaCl-
Losung zugegeben und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Ulber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer prap. HPLC
(A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-2 min 5% A, 2-14 min 5-45% A, 14-20 min 45% A, 20-25 min
45-95% A, 25-28 min 95%, 28-31 min 5% A, Saule: Eurosphere I, 250x16 mm, Flussrate: 12 mL/min)
wurde das Produkt 193 als weiller Feststoff (41 mg, 40.1 umol, 55%) erhalten.

IH NMR (600 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.10 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.03 (s, 1H),
6.92 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.64 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 5.14 (q, J = 6.9 Hz, 1H), 5.00
(t, J=4.1 Hz, 1H), 4.97 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 4.81 (dt, J = 11.7, 2.3 Hz, 1H), 4.54 (dt, J = 6.4, 3.7 Hz, 1H),
4.35 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 4.13 (dt, J = 4.9, 2.4 Hz, 1H), 3.98 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 3.70 (s, 3H), 3.64 (s, 3H),
3.61 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 3.36 — 3.32 (m, 1H), 3.17 (s, 3H), 3.13 — 3.08 (m, 1H), 3.06 (s, 3H), 2.94 (qd, J =
13.8, 4.2 Hz, 2H), 2.16 — 2.08 (m, 1H), 2.08 — 1.99 (m, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.35 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.33 (d,
J=6.9 Hz, 3H), 1.15 — 1.06 (m, 2H), 1.00 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.89 (t, J = 7.4 Hz,
3H), 0.85 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.30 (t, J = 7.3 Hz, 3H), -0.14 — -0.23 (m, 1H), -0.67 — -0.75 (m, 1H);

B3CNMR (151 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 176.4, 175.0,174.3,173.0,171.9,171.6,171.3, 168.6, 164.4,
159.8, 158.1, 155.4, 133.0, 132.7, 132.0, 129.7, 129.5, 129.3, 126.5, 126.4, 114.6, 113.6, 113.3, 113.1,
112.9, 112.7, 108.8, 101.2, 80.8, 80.7, 79.1, 70.1, 68.8, 65.5, 63.6, 63.3, 62.1, 58.8, 58.4, 58.0, 56.3,
56.1, 55.6, 55.6, 54.0, 53.9, 47.6, 44.8, 39.2, 36.3, 34.6, 33.3, 33.2, 31.6, 31.5, 29.7, 28.7, 27.9, 27.7,
26.6, 20.5, 20.0, 19.7, 18.5, 18.4, 18.1, 15.5, 15.3, 11.5, 11.5, 11.0, 10.5;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet flr Cs;H77NsO13 [M+H]*: 1021.5605, gefunden: 1021.5903.

Synthese von Cycloheptamycin Z (17)

1) HCI
Dioxan
RT,0.5h

2) DIPEA

PhOCHO

RT,48 h
DMF

Me
OMe 17

Peptid 193 (23 mg, 22.5 umol, 1 eq) wurde in 4 M HCl in Dioxan (1.5 mL) bei RT fiir 30 min gerihrt und
danach wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in DMF
(1.5 mL) aufgenommen. Die Lésung wurde zuerst mit DIPEA (7.8 pL, 45.0 umol, 2 eq) und dann mit
Ameisensaurephenylester (5.1 uL, 45.0 umol, 2 eq) versetzt. Die Reaktion wurde 24 h geriihrt, mit
EtOAc versetzt und mit ges. NaCl-Losung (3x) gewaschen. Die organische Phase wurde iber MgS04
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer prdp. HPLC
(A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-2 min 5% A, 2-15 min 5-45% A, 15-20 min 45% A, 20-23 min
45-95% A, 23-26 min 5% A, Saule: Eurosphere Il, 250x16 mm, Flussrate: 12 mL/min) wurde das
Produkt 17 als weiBer Feststoff (8 mg, 8.43 umol, 37%) erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm]: 10.74 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 9.09 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 8.67 (d, J = 9.0
Hz, 1H), 8.24 (dd, J = 9.1, 1.9 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 8.9 Hz,
1H), 7.12 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.58
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(d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.57 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz, 1H), 5.04 (p, J = 6.9 Hz, 1H), 4.92 (dt, J = 8.8, 4.2 Hz, 1H),
4.71 (dt,J=11.7, 2.4 Hz, 1H), 4.67 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 4.48 —4.42 (m, 1H), 4.38 (dd, /=9.1, 6.0 Hz,
1H), 4.31 (d, /= 10.6 Hz, 1H), 4.13 (dd, / = 5.0, 2.9 Hz, 1H), 3.60 (s, 3H), 3.55 (s, 3H), 3.38 (dd, /= 2.6 Hz,
1H), 3.38 —3.33 (m, 1H), 3.23 (dd, J = 14.9, 4.8 Hz, 1H), 3.05 (s, 3H), 2.90 (s, 3H), 2.86 (dd, /= 13.5, 4.1
Hz, 1H), 2.73 (dd, J = 13.5, 4.3 Hz, 1H), 2.10 - 2.01 (m, 1H), 1.92 - 1.86 (m, 1H), 1.21 (d, / = 5.5 Hz, 3H),
1.20 (d, /= 4.8 Hz, 3H), 1.12 - 1.01 (m, 2H), 0.90 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.86 (d, / = 6.8 Hz, 3H), 0.80 (t, J =
7.2 Hz, 3H), 0.74 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.19 (t, J = 7.3 Hz, 3H), -0.33 (dq, /= 11.8, 7.4 Hz, 1H), -0.85 (qd, J =
8.3, 6.4 Hz, 1H);

13C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & [ppm]: 173.6, 170.4, 170.4, 170.1, 170.0, 169.8, 168.8, 161.0, 160.8,
160.8, 157.8, 157.5, 157.4, 152.8, 130.8, 127.8, 127.6, 125.2, 123.0, 113.0, 111.8, 111.3, 111.2, 106.9,
99.5, 76.8, 75.8, 67.6, 62.9, 60.6, 56.9, 56.4, 56.0, 56.0, 55.9, 55.0, 54.6, 54.4, 54.3, 51.5, 42.7, 37.8,
34.2,32.0, 31.7, 30.1, 30.0, 28.7, 28.2, 25.8, 24.3, 21.8, 20.3, 19.2, 19.0, 17.6, 17.5, 17.5, 17.4, 16.4,
14.6,14.1,13.7, 11.1, 10.8,9.9, 9.5;

HR-MS (ESI+): m/z berechnet fiir CasHeoNsO12 [M+H]*: 949.5029, gefunden: 949.5193.
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Synthesen zu Ikarugamycin Biosyntheseintermediaten

Synthese der Polyenbausteine
Synthese von Octatrienal (196) und Dodecapentenal (211)

Piperidin
MeMo CH3;COOH Me/\/\MO v Me ) e NN T
210 50°C,3h 196 2% 211 0.4%

Zu trans-Crotonaldehyd (210, 50 mL, 606 mmol, 1 eq) wurde Piperidin (0.5 mL) und AcOH (0.5 mL)
zugegeben und das Reaktionsgemisch bei 50 °C fiir 3 h geriihrt. Anschliefend wurde der Reaktion Et,0O
(200 mL) zugegeben und die Suspension filtriert. Das Filtrat wurde mit H,0 (4x120 mL) gewaschen und
die organische Phase Uber MgSO. getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt, das o6lige Zwischenprodukt mit kaltem MeOH (50 mL) versetzt, 20 min bei -20 °C ruhen
gelassen und die Suspension filtriert. Der rote Niederschlag wurde mit MeOH gewaschen, getrocknet
und als Produkt 211 (468 mg, 2.69 mmol, 0.4%) bei -20 °C gelagert. das Filtrat wurde unter
vermindertem Druck eingeengt. Der Rickstand wurde nach einer Vakuumdestillation (58-65 °C,
1 mbar) sdulenchromatographisch (SiO2, Cyc/EtOAc 4:1) gereinigt. Das Produkt 196 wurde als leicht
gelber Feststoff (1.28 g, 0.0114 mmol, 2 %) erhalten und konnte bei -20 °C fir drei Wochen gelagert
werden.

Analytische Daten zu 196:

7 5 3 1
Y
8M9/W\/\o
6 4 2
196

Ri=0.42 (Cyc/EtOAc 4:1);

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 9.56 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-1), 7.11 (dd, J = 15.2, 11.1 Hz, 1H,
H-3), 6.64 (dd, J = 14.9, 10.5 Hz, 1H, H-5), 6.33 (dd, J = 15.0, 11.1 Hz, 1H, H-2), 6.26 — 5.98 (m, 3H, H-4,
H-6, H-7), 1.86 (d, / = 6.6 Hz, 3H, H-8).

14 NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 9.57 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.15 (dd, J = 15.1, 11.3, 1H), 6.72 (dd, J =
14.7,11.1, 1H), 6.52 (dd, J = 14.2, 10.9 Hz, 1H), 6.48 (dd, J = 11.1, 3.4 Hz, 1H), 6.36 (dd, J = 10.0, 4.9 Hz,
2H), 6.25—6.12 (m, 3H), 5.92 — 5.82 (m, 1H), 1.83 (d, J = 6.9 Hz, 3H).

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.[*2®

Synthese von Methyl-4-(diethoxyphosphono)but-2-enoat (226)

(0] P(OEt); o O
o P\/\)J\
Br\/\)J\OMe 130 C;3.5 h (Et0)y” A OMe
226 96% 214

Zu Ester 226 (220 mg, 1.23 mmol, 1 eq) wurde P(OEt)s (230 uL, 1.56 mmol, 1.25 eq) zugegeben und
das Gemisch fiir 3.5 h bei 130 °C geriihrt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO-,
Pentan/EtOAc 6:1 zu DCM/MeOH 20:1) wurde das Produkt 214 als klare Flussigkeit (280 mg, 1.19
mmol, 91%) erhalten.

(6] O
2 1l 4 7
P M
Me/\O \/\)g\o e
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'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 6.87 (dq, J = 15.4, 7.7 Hz, 1H, H-4), 5.96 (ddt, J = 15.6, 5.0,
1.4 Hz, 1H, H-5), 4.16 — 4.06 (m, 4H, H-2, H-2%), 3.73 (s, 3H, H-7), 2.74 (ddd, J = 23.0, 7.9, 1.5 Hz, 2H, H-
3),1.32 (t,J = 7.1 Hz, 6H, H-1, H-1°);

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir CoH150sP [M+H]* 237.1, gefunden: 236.9.

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten tberein.!*?”!

Synthese von Dodeca-2, 4, 6, 8, 10-pentaensduremethylester (212)

0o 0 NaH, 196 o)
1} ’
P /\/\/\/\/\)J\
(Et0)y” \/\)J\OMe THE Me N e YL N OMe
214 0=>RT,35h 212

20%

Unter Argonatmosphéare wurde zu einer Losung aus Phosphonat 214 (364 mg, 1.53 mmol, 1.1 eq) in
trockenem THF (8 mL) bei 0 °C NaH (61 mg, 1.53 mmol, 1.1 eq) zugegeben und fir 2 min gertihrt. Dann
wurde der Reaktion eine Losung aus E-Octatrienal (196, 170 mg, 1.39 mmol, 1 eq) in trockenem THF
(2 mL) zugegeben und die Reaktion 3.5 h bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach einer saulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,
Pentan/EtOAc 100:1) wurde das Produkt 212 als gelber Feststoff (55 mg, 0.269 umol, 20%) erhalten.
o]
M NN Me
1 9 7 5 3
212

R¢= 0.66 (Pentan/EtOAc 10:1);

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.32 (dd, J = 15.3, 11.4 Hz, 1H, H-4), 6.59 (dd, J = 14.7,
11.1 Hz, 1H, H-6), 6.42 (dd, J = 14.8, 10.9 Hz, 1H, H-8), 6.35 — 6.09 (m, 5H, H-5, H-7, H-9, H-10, H-11),
5.86 (d, J = 15.3 Hz, 1H, H-3), 5.84 — 5.77 (m, 1H, H-12), 3.74 (s, 3H, H-1), 1.80 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-13);

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C13H170, [M+H]* 205.1, gefunden: 204.9.

Synthese von Octa-2, 4, 6-triensdureethylester (221)

1) [IrCl(coe),]s, SiH,Et,

DCM
/\/\)?\ . /\/\/\)?\
Me™ N-"N"N0pt 2)215, KOSIMe; Me™ S NN
216 THF 221

0°C > RT.1h

58%

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Losung aus Ethylsorbat (216, 4.26 mL, 28.6 mmol, 1 eq) und
[IrCl(coe)2]z (26 mg, 28.6 umol, 0.1 mol%) in trockenem DCM (10 mL) SiH,Et, (7.36 mL, 57.2 mmol,
2 eq) gegeben und 16 h bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel bei vermindertem
Druck entfernt und dem Rickstand Et,0 (10 mL) zugegeben und das L&sungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Es wurde ein weiteres Mal Et,O zugegeben und das Losungsmittel
erneut entfernt. Das Zwischenprodukt wurde mit trockenem THF (10 mL) verdiinnt und zu einer Lésung
aus Triethylphosphonoacetat (215, 6.25 mL, 31.5 mmol, 1.1 eq) und KOSiMes (14,3 mL, 28.6 mmol,
1 eq, 2 M in THF) bei 0 °C zugetropft und 1 h bei RT gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit ges.
NH4Cl-Lsg. versetzt und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges.
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NaCl-Lsg. gewaschen, lGber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Nach einer sidulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, 3% Et,0/Cyc) konnte das
Produkt 221 als leicht gelblicher Feststoff (2.76 g, 16.6 mmol, 58%) erhalten werden.

221

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.28 (dd, J = 15.3, 11.4 Hz, 1H, H-5), 6.52 (dd, J = 15.0,
10.5 Hz, 1H, H-7), 6.27 — 6.09 (m, 2H, H-6, H-8), 5.93 (dq, J = 13.8, 6.8 Hz, 1H, H-9), 5.83 (d, J = 15.3 Hz,
1H, H-4), 4.19 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H-2), 1.82 (d, J = 6.1 Hz, 3H, H-10), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H-1).

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten tiberein.[**”!

Synthese fiir Deca-2, 4, 6, 8-tetraensaureethylester (230)

1) [IrCl(coe),],, SiH,Et,

DCM
i - /\/\/\/\)OJ\
Me™ NSNS0t 2) 215, KOSIMe;  Me NSNS o
221 THF 230
0°C->RT,1h

60%

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Losung aus Polyenester 221 (1.00 g, 6.02 mmol, 1 eq) und
[IrCl(coe)z]z (5 mg, 6.02 umol, 0.1 mol%) in trockenem DCM (2 mL) SiH,Et; (1.0 mL, 12.0 mmol, 2 eq)
gegeben und 16 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel bei vermindertem Druck
entfernt und dem Riickstand Et,0 (2 mL) zugegeben und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Es wurde ein weiteres Mal Et,O zugegeben und das Losungsmittel erneut entfernt. Das
Zwischenprodukt wurde mit trockenem THF (6 mL) verdinnt und zu einer LOsung aus
Triethylphosphonoacetat (215, 1.3 mL, 6.62 mmol, 1.1 eq) und KOSiMe; (3.0 mL, 6.02 mmol, 1 eq,2 ™M
in THF) bei 0 °C zugetropft und 1 h bei RT geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit ges. NH4Cl-Lsg.
versetzt und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Lsg.
gewaschen, (ber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, 5% Et,0/Cyc) konnte das Produkt 230 als leicht
gelblicher Feststoff (0.695 g, 3.61 mmol, 60%) erhalten werden.

230
R¢=0.19 (5% Et,0/Cyc);

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.32 (dd, J = 15.2, 11.3 Hz, 1H, H-5), 6.58 (dd, J = 14.8,
11.0 Hz, 1H, H-7), 6.38 (dd, J = 14.9, 10.8 Hz, 1H, H-9), 6.30 (dd, J = 14.8, 11.3 Hz, 1H, H-6), 6.24 — 6.11
(m, 2H, H-8, H-10), 5.91 — 5.83 (m, 2H, H-4, H-11), 4.21 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H-2), 1.83 (d, / = 6.9 Hz, 3H,
H-12),1.31 (t, /= 7.2 Hz, 3H, H-1).

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten tiberein.[**”)

Synthese von Dodeca-2, 4, 6, 8, 10-pentaensdureethylester (212)
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1) [IrCl(coe),],, SiH,Et,

DCM
Mo NN N0Rr 2) 215, KOSiMe; MeT ST NSNS NN N o
230 THF 212
0°C->RT,1h

Unter Argonatmosphéare wurde zu einer Losung aus Polyenester 230 (200 mg, 1.04 mmol, 1 eq) und
[IrCl(coe)2]z (1 mg, 1.04 pmol, 0.1 mol%) in trockenem DCM (0,4 mL) SiHzEt; (270 uL, 2,08 mmol, 2 eq)
zugegeben und 16 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel bei vermindertem Druck
entfernt und dem Riickstand Et,0 (1 mL) zugegeben und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Es wurde ein weiteres Mal Et;O zugegeben und das Lésungsmittel erneut entfernt. Das
Zwischenprodukt wurde mit trockenem THF (1 mL) verdiinnt und zu einer LOsung aus
Triethylphosphonoacetat (215, 225 pL, 1.14 mmol, 1.1 eq) und KOSiMes (502 uL, 1.04 mmol, 1 eq, 2 M
in THF) bei 0 °C zugetropft und 1 h bei RT geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit ges. NH4Cl-Lsg.
versetzt und mit EtOAc (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Lsg.
gewaschen, liber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, 5% Et,0/Cyc) wurde ein leicht gelblicher
Feststoff erhalten, welcher das Produkt 212 aber auch Silanolverunreinigungen enthielt. Das
Produktgemisch wurde in der folgenden Verseifung ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.
13 1 9 7 5 Q 2
212

R¢= 0.26 (5% Et,0/Cyc);

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.20 (dd, J = 15.3, 11.5 Hz, 1H, H-5), 6.48 (dd, J = 14.8,
10.8 Hz, 1H, H-7), 6.35 —5.94 (m, 6H, H-6, H-8, H-9, H-10, H-11, H-12), 5.80 — 5.65 (m, 2H, H-4, H-13),
4.09 (q,/=7.1Hz, 2H, H-2),1.69 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-14), 1.19 (t, /= 7.1 Hz, 2H, H-1).

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten Gberein.[%®

Synthese von Dodeca-2, 4, 6, 8, 10-pentaensaure (200)

/\/\/\/\/\)1 - M
Me XXX OMe MeOH Me XXX OH
212 rfx, 30 min 200

24%

Polyenester 212 (71 mg, 384 umol, 1 eq) wurde in einer Losung von 5% KOH in MeOH (3 mL) gelost
und 30 min unter Rickfluss erhitzt. AnschlieRend wurde das Gemisch auf 0°C abgekihlt und filtriert.
Der Niederschlag wurde mit Aceton und 1 M HCl gewaschen und getrocknet. Das Produkt 200 wurde
als gelber Feststoff (16 mg, 84.1 umol, 24%) erhalten und bei -20 °C gelagert.

M Ken M
Me NN OEt MeOH Me NN OH

213 rfx, 30 min 200
34%
Die Halfte des Rohprodukts aus der Synthese des Polyenesters 213 wurde in 5% KOH in MeOH (28 mL)
geldst und 3 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch filtriert. Das Filtrat
wurde mit 10% HCl angesduert und erneut filtriert. Der gesammelte Niederschlag wurde mit auf -20 °C
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geklhltem MeOH gewaschen. Das Produkt 200 wurde als gelber Feststoff (34 mg, 0.179 mmol, 34%)
erhalten.

1 9 7 5 3 O
200
IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm]: 12.15 (s, 1H, COOH), 7.22 (dd, J = 15.2, 11.5 Hz, 1H, H-3), 6.74
(dd, J=14.5,11.2 Hz, 1H, H—5), 6.54 -6.32 (m, 4H, H-4, H-6, H-7, H-9), 6.25 (dd, J=15.0,10.8 Hz, 1H,
H-8), 6.19-6.12 (m, 1H, H-10), 5.90 - 5.79 (m, 2H, CH-1, H-11), 1.77 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-12).

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten tberein.!*?8!

Synthese von Polyenthioester 217

o PYBOP, DIPEA o

/\/\/\/\/\)J\ —SNAC__ /\/\/\/\/\)J\ H Me
Me OH s

DMSODMF  Me e
200 RT.5h 217 0

Zu einer Losung aus Pentensaure 200 (10 mg, 52.6 umol, 1 eq), PyBOP (30 mg, 57.8 umol, 1.1 eq) und
DIPEA (18 pL, 105 pumol, 2 eq) in DMF (0.7 mL) und DMSO (0.2 mL) wurde SNAC (16 pL, 158 umol, 3 eq)
hinzugegeben und 5 h bei RT geriihrt. AnschlieRend wurde der Reaktionslésung DCM zugegeben und
mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit DCM (2x) reextrahiert, die organischen
Phasen vereinigt, und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. AbschlieBend wurde eine
Saulenchromatographie (SiO,, Pentan/EtaAc 1:1) durchgefiihrt, jedoch konnte das Produkt 217 nicht
als Reinsubstanz isoliert werden.

R¢= 0.20 (Pentan/EtaAc 1:1);

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C16H,1NNaO,S [M+Na]* 314.2, gefunden: 314.1.

Synthese von Polyenthioester 218

o PyBOP, DIPEA 0

PhsSH

Me OH DMF Me S
200 RT, 18 h 218

Zu einer Suspension aus Pentensdure 200 (10 mg, 52.6 umol, 1 eq) und PyBOP (33 mg, 63.1 umol,
1.2 eq) in DMF (0.9 mL) wurde DIPEA (11 puL, 63.1 umol, 1.2 eq) zugegeben und geriihrt bis sich alle
Feststoffe gelost haben. Anschliefend wurde der Reaktionsldsung Thiophenol (0.1 mL, 980 pmol,
20 eq) zugegeben und das Gemisch Uber Nacht geriihrt, wobei in verschiedenen Zeitabstdanden HPLC
Proben entnommen wurden. Eine Bildung von 218 konnte nicht beobachtet werden.

Synthese von Phosphonat 222
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1) DCC, DMAP
0 DCM O 0 O

0

I 0°C > RT,12h I H

P 0°C~>RT,12h P N_ M
EO) \)LOH E0), \)J\)LS/\/ e e

2) SNAC
203 ACN 222 0

rix, 4 h
28%

Zu einer Lésung aus Saure 203 (1.00 g, 5.10 mmol, 1 eq) und DMAP (0.623 g, 5.10 mmol, 1 eq) in DCM
(6 mL) wurde bei 0 °C DCC (1.05 g, 5.10 mmol, 1 eq) zugegeben und die Reaktion bei RT 12 h gerihrt.
AnschlieBend wurde das Gemisch mit DCM (10 mL) versetzt und filtriert. Das Filtrat wurde mit 1 m HCI
und mit ges. NaCl-Lsg gewaschen. Die organische Phase wurde lber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in ACN (20 mL) geldst, mit
SNAC (596 pL, 5.61 mmol, 1.1 eq) versetzt und 4 h unter Rickfluss erhitzt. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und sdulenchromatographisch (2.5% MeOH/DCM zu
5% MeOH/DCM) gereinigt. Das Produkt 222 wurde als klares Ol (0.479 g, 1.41 mmol, 28%) erhalten.

2 I 7 H 10
P N. 8 _Me
R O ¢
1"Me > 222 (0]

Re=0.21 (2.5% MeOH/DCM);
In dem folgenden Spektrum wurde das Keto-Hauptisomer der Kento-Enol-Tautomerie angegeben.

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 6.86 (s, H, NH), 4.13 (p, J = 7.3 Hz, 4H, H-2, H-2*), 3.89 (s,
2H, H-5), 3.45 (g, J = 5.8 Hz, 2H, H-8), 3.22 (d, J = 22.6 Hz, 2H, H-3), 3.08 (t, / = 6.1 Hz, 2H, H-7), 2.74 (d,
J=22.4 Hz, 0.6H), 2.00 (s, 3H, H-10), 1.33 (t, J = 7.0 Hz, 6H, H-1, H-1°);

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C12H,3NNaOgPS [M+Na]* 362.1, gefunden: 362.3.

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten tiberein.[**”)

Synthese von Polyen-B-ketothioester 219

1) [IrCl(coe),],, SiH,Et,
o) DCM o) o)

PP RT.16h GGG /\/H Me
Me OEt  5)222 KOSMe; Me S g
221 THF 219 O

0°C—>RT,1h

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Losung aus Polyenester 221 (100 mg, 0.602 mmol, 1 eq) und
[IrCl(coe)2]z (0.5 mg, 0.602 umol, 0.1 mol%) in trockenem DCM (0.2 mL) SiH;Et; (155 pL, 1.20 mmol,
2 eq) zugegeben und 16 h bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel bei vermindertem
Druck entfernt, dem Riickstand Et,O (1 mL) zugegeben und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck erneut entfernt. Es wurde ein weiteres Mal Et,0 zugegeben und das Losungsmittel wieder
entfernt. Das Zwischenprodukt wurde mit trockenem THF (660 pL) verdiinnt und zu einer Losung aus
Phosphonatthioester 222 (204 mg, 0.602 mmol, 1 eq) und KOSiMe; (900 uL, 1.80 mmol, 3 eq, 2 M in
THF) bei 0 °C zugetropft und 1 h bei RT geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit ges. NH4Cl-Lsg.
versetzt und mit DCM (3x) extrahiert. Dabei wurde ein gelber in MeOH I6slicher Niederschlag gebildet,
welcher mit in die organischen Phasen aufgenommen wurde. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und Uber MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach einer saulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,,
3% MeOH/DCM) gelang es nicht das Produkt 219 als Reinstoff zu isolieren.
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ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C16H,1NNaOsS [M+Na]* 330.1, gefunden: 330.1.

Synthese von Phosphonat 223

99 o o o /@
P. I
(E0)” 0 - g0 F s
—me ACN 2
(0] (6) Me rlx, 4 h 223
224

Zu einer Losung aus Phosphonat 224 (350 mg, 1.09 mmol, 1 eq) in ACN (7 mL) wurde PhSH (221 pL,
2.18 mmol, 2 eq) zugegeben und unter Ruckfluss fir 4 h gerihrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel entfernt und der Rickstand fir 3d bei -20°C gelagert. Nach einer
saulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, 3% MeOH/DCM) konnte das Produkt 199
nachgewiesen werden, jedoch war es mit weiteren strukturell dhnlichen Substanzen verunreinigt,
sodass keine abschlieRende Ausbeute bestimmt werden konnte. Das Rohprodukt 223 (279 mg,
0.845 mmol, 78%) wurde ohne weitere Aufreinigung in den folge Reaktionen eingesetzt.

Ri= 0.31 (3% MeOH/DCM);

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C14H19NNaOsPS [M+Na]* 353.1, gefunden: 353.0.

Synthese von Polyen-B-ketothioester 220

1) [IrCl(coe),],, SiH,Et,
o) DCM

(0] o}
s~ ~SIO
Me N OEt Me NN S

2) 223, KOSiMe,
221 THF 220
0°C->RT,1h

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Losung aus Polyenester 221 (100 mg, 0.602 mmol, 1 eq) und
[IrCl(coe)2]z (0.5 mg, 0.602 umol, 0.1 mol%) in trockenem DCM (0.2 mL) SiH,Et; (155 pL, 1.20 mmol,
2 eq) zugegeben und 16 h bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel bei vermindertem
Druck entfernt, dem Rickstand Et,O (1 mlL) zugegeben und das Ldsungsmittel erneut unter
vermindertem Druck entfernt. Es wurde ein weiteres Mal Et,O zugegeben und das Losungsmittel
wieder entfernt. Das Zwischenprodukt wurde mit trockenem THF (350 pL) verdinnt und zu einer
Lésung aus Phosphonatthioester 223 (204 mg, 0.602 mmol, 1 eq) und KOSiMes (900 uL, 1.80 mmol,
3 eq, 2 M in THF) in THF (350 pL) bei 0 °C zugetropft und 1 h bei RT geriihrt. Das Reaktionsgemisch
wurde mit ges. NH4Cl-Lsg. versetzt, mit DCM (3x) extrahiert, Uber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Bildung des Produkts 220 konnte nicht
beobachtet werden.

Synthesen zur Darstellung von Intermediat 64 mittels HWE-Reaktion
Synthese von Phosphonat 224

o) o) Meldrumsaure, 9 (@] (@]
n DCC, DMAP
P , _P
(EtO)y” \)J\OH—’ (EtO)5 o)
2 DCM
203 RT, 18 h 224 07 07 ‘M'Z'e

79%
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Zu einer Losung aus Phosphonosaure 203 (2.88 g, 14.7 mmol, 1 eq) in DCM (15 mL) wurde bei 0 °C
Meldrumsaure (2.12 g, 14.7 mmol, 1 eq), DMAP (1.79 g, 14.7 mmol, 1 eq) und DCC (3.33 g, 16.2 mmol,
1.1 eq) zugegeben. Die Reaktion wurde anschliefend 18 h bei RT gerihrt und mit DCM (35 mL)
verdiinnt, mit 1 M Salzsdure (2x50 mL) und ges. NaCl-Lsg (50 mL) gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel bei vermindertem Druck entfernt. Das
Produkt 224 wurde als leicht gelbliches Ol (3.75 g, 11.7 mmol, 79%) erhalten und wurde anschlieBend
ohne weitere Aufarbeitung in der folgenden Reaktion verwendet.

(0] (0] (0]
P
1Me/\O (I) 3 4
1 Me—/ )vMe 8
0 Me
224 8

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 4.23 —4.12 (m, 4H, H-2, H-2°), 3.94 (d, J = 23.9 Hz, 2H, H-3),
1.76 (s, 6H, H-8, H-8°), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 6H, H-1, H-1%);

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C1oH200sP [M+H]* 323.1, gefunden: 322.8.

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten tberein.!*?!

Synthese von Phosphonat 204

o o t-BuSH O O O Me
I E— I Me
P ACN P
(EtO); o rfx, 4h  (EtO)” MS*Me
224 O)VM’Z'G 79% 204

Eine Losung aus Phosphonat 224 (3.75 g, 11.6 mmol, 1 eq) in ACN (70 mL) wurde mit tert-Butylthiol
(2.62 mL, 24.1 mmol, 2 eq) versetzt und fiir 4 h bei 80 °C unter Riickfluss erhitzt. Anschliefend wurde
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen
Aufreinigung (SiO2, DCM/MeOH 97:3) wurde das Produkt 204 als leicht gelbliches Ol (2.83 g, 9.11
mmol, 79%) erhalten.

8 8

O O O Me s O OH O Me s

2 i 7Me 2 T 7| -Me
-— _P.

Me /\o "DMSXMG 1Me/\0 I\)\/E\S*Me )

1 O 3 5 3 O 3 5 8
Me—" r Me—"

L 204 2 204

Re= 0.31 (DCM/MeOH 97:3);

H NMR (500 MHz, Chloroform-d) (Keto/Enol 3:1) § [ppm]: 12.96 (s, 0.25H, OHX), 5.47 (d, J = 3.2 Hz,
0.25H, HE-5), 4.29 — 4.01 (m, 4H, H-2, H-2'), 3.80 (s, 1.5H, H -5), 3.25 (d, J = 22.6 Hz, 1.5H, H*-3), 2.72
(d,J=22.3 Hz, 0.5H, HE-3), 1.51 (s, 2H, HE-8, HE-8’, HE-8”") 1.47 (s, 7H, HX-8, HX-8’, H-8"), 1.34 (t, J= 7.1
Hz, 6H, H-1, H-1);

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C12H,3NaOsPS [M+Na]*333.1, gefunden: 333.1.

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten tiberein.[*3¢

Synthese von Phosphonat 206
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AgOOCCF;
o o 1y 205 Et3
1] )< e —————> I
(Et0);” \)J\/U\ €10° c > RT 3n (EtO)” \)J\/lL

204 oo%

Zu einer Suspension aus Thioester 204 (100 mg, 356 umol, 1 eq), Methylester 205 (100 mg, 406 pumol,
1.15 eq) und EtsN (100 uL, 721 umol, 2 eq) in THF (3 mL) wurde bei 10 °C Silber(l)trifluoracetat (100 mg,
453 umol, 1.25 eq) zugegeben und 3 h bei RT geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde liber Celith filtriert
und das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt. Nach einer saulenchromatographischen
Aufreinigung (SiO,, DCM/MeOH 96:4) wurde das Produkt 206 als farbloses Ol (110 mg, 214 umol, 66%)
erhalten.

i Q‘\)L

Me (o)
1|\/|—/

R¢= 0.28 (DCM/MeOH 24:1);

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.65 (d, J = 7.6 Hz, 1H, NH), 4.62 — 4.53 (m, 1H, H-7), 4.22 —
4.10 (m, 4H, H-2, H-27), 3.73 (s, 3H, H-15), 3.64 (dd, J = 54.6, 16.2 Hz, 2H, H-3), 3.42 (dd, J = 23.1, 13.5 Hz,
1H, H-5), 3.19 (dd, J = 21.0, 12.2 Hz, 1H, H-5), 3.13 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H-10), 1.95 — 1.85 (m, 1H, H-8),
1.79 - 1.68 (m, 1H, H-8), 1.62 — 1.50 (m, 2H, H-9), 1.43 (s, 9H, H-13, H-13‘, H-13“), 1.34 (t, /= 5.9 Hz,
6H, H-1, H-1%);

ESI-MS (+): m/z berechnet flir C15H3sN,O9P [M+H]* 476.2, gefunden: 467.4.

Synthese von Tetramsaurephosphonat 197

H
“Boc B
HN-Boc
o o o0 NaOMe o o o /)
Il Il
P oM — P
(Eto)z/ \)J\/U\H € MeOH (EtO)Z/ o
206 o) RT, 1h 197 NH
o

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Lésung aus B-Ketoamid 206 (5 mg, 10.7 mmol, 1 eq) in
trockenem MeOH (1 mL) NaOMe (1.5 mg, 26.8 umol, 2.5 eq) zugegeben und 1 h bei RT geriihrt. Nach
einer massenspektrometrischen Untersuchung konnte keine Bildung von 197 beobachtet werden. Die
Reaktion wurde ein weiteres Mal bei 55 °C wiederholt, auch hier konnte keine Bildung von 197
beobachtet werden.

HN-Boc
6 O

o /)
1]
(EtO);” \)J\/U\ THF (EtO);~ \)Jj//:g
RT, 1h

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Lésung aus B-Ketoamid 206 (5 mg, 10.7 mmol, 1 eq) in
trockenem THF (1 mL) NaH (1 mg, 25.0 umol, 2.3 eq, 60% in Mineraldldispersion) zugegeben und 1 h
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bei RT geriihrt. Nach einer massenspektrometrischen Untersuchung konnte keine Bildung von 197
beobachtet werden. Die Reaktion wurde ein weiteres Mal bei 55 °C wiederholt, auch hier konnte keine
Produktbildung beobachtet werden.

H
N.
Boc B
HN—Boc
o o o TBAF o o 0 /J
P OMe ——#—= P
(Et0),~ \)J\/U\H © THF  (EtO)y”
206 o) RT,1h 197 NH

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Lésung aus B-Ketoamid 206 (5 mg, 10.7 mmol, 1 eq) in
trockenem THF (1 mL) TBAF (26 pL, 26.0 umol, 2.5 eq, 0.1 M in THF) zugegeben und 1 h bei RT geriihrt.
Nach einer massenspektrometrischen Untersuchung konnte keine Bildung von 197 beobachtet
werden. Die Reaktion wurde ein weiteres Mal bei 55 °C wiederholt, auch hier konnte keine
Produktbildung beobachtet werden.

Synthese von Phosphonat 232

AgOOCCF;

O O O Me _ 231.EGN

1 e I

A MK THE Q‘\/‘L

(Et0); $7 "Me goc 5 RT 3n (EO)
204 029

Zu einer Suspension aus Thioester 204 (200 mg, 649 umol, 1 eq), Methylester 231 (100 mg, 713 pumol,
1.1 eq) und Et3N (280 uL, 1.95 mmol, 3 eq) in THF (6 mL) wurde bei 10 °C Silber(l)trifluoracetat (176 mg,
789 umol, 1.23 eq) zugegeben und 4 h bei RT geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde tGber Celith filtriert
und das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt. Nach einer sdaulenchromatographischen
Aufreinigung (SiO,, DCM/MeOH 24:1) wurde das Produkt 232 als farbloses Ol (280 mg, 596 umol, 92%)
erhalten.

Re= 0.30 (DCM/MeOH 24:1);

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C;2H34N,O9P [M+H]*501.2, gefunden: 500.9.

Synthese von Tetramsdurephosphonat 233

HN—CbZ
O NaOMe .C.) (e} (o] /J
P
(EtO);” \)J\/”\ MeOH (EtO);”
RT.1h 233 NH
o]

Unter Argonatmosphire wurde zu einer Losung aus B-Ketoamid 232 (5 mg, 10.7 mmol, 1 eq) in
trockenem MeOH (1 mL) NaOMe (1.5 mg, 26.8 umol, 2.5 eq) zugegeben und 1 h bei RT geriihrt. Nach
einer massenspektrometrischen Untersuchung konnte keine Bildung von 233 beobachtet werden. Die
Reaktion wurde ein weiteres Mal bei 55 °C wiederholt, auch hier konnte keine Produktbildung
beobachtet werden.
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HN—CbZ

N
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9 o o NaH @ o 0 /J
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(EtO)Z/ \)J\/”\H e THE (Et0)2/ .
232 o] 233 e

RT,1h

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Losung aus B-Ketoamid 232 (5 mg, 10.7 mmol, 1 eq) in
trockenem THF (1 mL) NaH (1 mg, 25.0 umol, 2.3 eq, 60% in Mineral6ldispersion) zugegeben und 1 h
bei RT gerlihrt. Nach einer massenspektrometrischen Untersuchung konnte keine Bildung von 233
beobachtet werden. Die Reaktion wurde ein weiteres Mal bei 55 °C wiederholt, auch hier konnte keine
Produktbildung beobachtet werden.

§
“Cbz b
HN-Cbz
o o o TBAF 6 o 0 /J
P OMe ~——#—> P
(Et0),~ \)J\/U\N © THF  (EtO)y”
232 H ¢ RT, 1h 233 NH

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Lésung aus B-Ketoamid 232 (5 mg, 10.7 mmol, 1 eq) in
trockenem THF (1 mL) TBAF (26 L, 26.0 umol, 2.5 eq, 0.1 M in THF) zugegeben und 1 h bei RT gertihrt.
Nach einer massenspektrometrischen Untersuchung konnte keine Bildung von 233 beobachtet
werden. Die Reaktion wurde ein weiteres Mal bei 55 °C wiederholt, auch hier konnte keine
Produktbildung beobachtet werden.

Synthese von Polyen-B-ketothioester 236

(0] (0] Me
B I e — ™ oA e
(Et0),” S Me 0°C > RT 3h Me” NN S Me

204 40% 236

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Suspension aus NaH (269 mg, 6.71 mmol, 2.25 eq, 60% in
Mineraldldispersion) in trockenem THF (20 mL) eine Lésung aus Thioester 204 (1.00 g, 3.58 mmol, 1.2
eq) in trockenem THF (3 mL) bei 0 °C zugegeben und 1 h bei 0 °C geriihrt. AnschlieRend wurde dem
Reaktionsgemisch eine Losung aus Polyen 196 (364 mg, 2.98 mmol, 1 eq) in trockenem THF (2 mL)
zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde 2 h bei RT geriihrt und anschlieBend das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, Cyc/Et,0
97:3) wurde das Produkt 236 als oranger Feststoff (332 mg, 1.19 mmol, 40%) erhalten.

14 14
2 4 6 s 99 @M;Mew 2 4 8 8 4 sl Me '
/\/\/\/\)J\/U\ /\/\/\/\)\/U\
Me” XXX TMe L, T MeT YRR 12°87 “Me
1 3 5 7 9 11 14 1 3 5 7 9 1
236 236

R¢= 0.31 (Cyc/Et,0 97:3);

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) (Keto/Enol 1:1) & [ppm]: 12.56 (s, 0.5H, OHf), 7.13 (dd, J = 15.1,
11.4 Hz, 0.5H, CH), 6.66 (dd, J = 14.7, 11.0 Hz, 0.5H, CH) 6.54 — 6.10 (m, 5.5H, CH), 5.87 (m, 0.5H, CH),
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5.76 (d, J = 15.1 Hz, 1H, CH), 5.36 (s, 0.5H, H®-11), 3.70 (s, 1H, H"-11), 1.82 (s, J = 7.6 Hz, 3H, H-1), 1.52
(s, 4.5H, H-14, H-14‘, H-14"), 1.47 (s, 4.5H, H-14, H-14‘, H-14");

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C16H230,S [M+H]*279.1, gefunden: 279.3.

Synthese von Polyen-B-Ketoamid 237

H
N.
Boc
205
/\/\/\/\)?\/U\ )<Me AgODCCH, /\/\/\/\)oj\/loj\ oM
Me™ N N XX Me  THE  Me NN N ©
236 0°C > RT, 2h 237 H (0]

59%

In einem Kolben mit einigen Kugeln 4A Molsieb wurden der Polyenthioester 213 (0.22 g, 0.80 mmol,
1.1 eq) und der Methylester 180 (0.18 g, 0.73 mmol, 1.0 Aq.) in trockenem THF (5 mL) gelést und fir
10 min gerthrt, anschlieBend wurde Silber(l)trifluoracetat (0.18 g, 0.80 mmol, 1.1 eq) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 2 h bei RT gerlhrt und Uber Celite filtriert. Das Filtrat wurde unter
vermindertem Druck eingeengt. Der Rickstand wurde in Diethylether aufgenommen und die
ausfallenden Silbersalze Gber Celite abfiltriert. Dieser Schritt wurde zwei bis drei Mal wiederholt. Nach
einer saulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, DCM:MeOH 24:1) wurde das Produkt 214 als
oranger Feststoff (0.186 mg, 0.43 mmol, 59%) erhalten.
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Rf= 0.23 (DCM:MeOH 96:4);

'H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) (Keto/Enol 1:1) § [ppm]: 13.52 (s, 0.5H,), 7.67 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.31
(dd, J=15.4, 11.3 Hz, 1H), 6.68 (dd, J = 14.8, 11.1 Hz, 1H), 6.43 (dd, J = 14.8, 10.6 Hz, 1H), 6.36 — 6.09
(m, 4H), 5.96 — 5.85 (m, 1H), 4.67 — 4.55 (m, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.57 (d, Keto, J = 4.1 Hz, 1H), 3.12 (d,
J=6.8Hz, 2H), 1.94 - 1.85 (m, 1H), 1.83 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.76 — 1.66 (m, 1H), 1.53 (m, 2H), 1.43 (s,
9H);

'H-NMR (100 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 195.0, 172.4, 166.1, 156.1, 145.6, 144.2, 139.3, 134.6,
131.7,129.4, 129.2,127.7,100.1, 68.7, 52.6, 52.2, 46.8, 40.5, 29.7, 28.6, 26.2, 18.8;

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C23H3406N; [M+H]*435.3, gefunden: 434.8.

Synthese von Poylentetramsaure 199

H

N. 1) TFA

Boc DCM

o o 15m|n RT /J
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Me™ X X XXy N OMe NaH Me
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237

Polyen-B-ketoamid 237 (5 mg, 11.1 umol, 1 eq) und TFA (0.5 mL) wurde in DCM (2 mL) geldst und
15 min bei RT gerihrt. AnschlieRend wurde das Gemisch mit 10% NaHCO; gequencht und mit
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Natronlauge auf pH 7.5 eingestellt. Die Losung wurde mit DCM (3x) extrahiert, Gber MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Zwischenprodukt wurde unter
vermindertem Druck fir 1 h getrocknet, unter Argonatmosphere gebracht und mit einer Suspension
von NaH (0.7 mg, 17.5 umol, 1.5 eq) in trockenem THF (0.5 mL) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde
1 h bei RT gertihrt. Es konnte keine Bildung von 199 beobachtet werden.

Synthese von N;s-Boc-N.-DMB-L- Ornithinmethylester (238)

NHBoc ome NHBoc
~o
1)MeO
HN OMe 2) NaCNBH; N OMe
MeOH H
O RT,18h  MeO ome ©
205 57% 238

Zu einer Losung des Ornithin-Derivats 205 (520 mg, 2,15 mmol, 1 eq) in MeOH (10 mL) wurde
2,4-Dimethoxybenzaldehyd (375 mg, 2.23 mg, 1.05 eq) zugegeben und 1h bei RT gerihrt.
AnschlieBRend wurde der Reaktion NaBHsCN (185 mg, 2.95 mmol, 1.4 eq) zugegeben und das Gemisch
18 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und Nach einer
saulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, EtOAc/Pentan 1:1) wurde das Produkt 238 als
farbloses Ol (487 mg, 1.23 mmol, 57%) erhalten.

R¢= 0.28 (EtOAc/Pentan 1:1);

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.14 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Aromat), 6.43 (s, 1H, Aromat), 6.41
(d, J = 2.4 Hz, 1H, Aromat), 4.78 (s, 1H, NH), 3.80 (s, 3H, OCHs), 3.79 (s, 3H, OCHs), 3.70 (s, 2H, NCH.),
3.65 (s, 3H, OCHs), 3.27 (t, J = 6.5 Hz, 1H, Orn-H%), 3.12 — 3.07 (m, 2H, Orn-H?®), 1.75 — 1.60 (m, 2H, Orn-
HP), 1.59 — 1.50 (m, 2H, Orn-HY), 1.42 (s, 9H, C(CHs)3);

ESI-MS (+): m/z berechnet flir Co0H32N2NaOgP [M+Na]* 419.2, gefunden: 419.5.

Synthese von Polyenaminosduremethyester 242

238, Et3N,
/\/\/\/\)u )M<Me AgOOCCF3 /\/\/\/\)J\/U\
Me” X7 NN Me THF Me” X7 NN
236 RT, 5h 242 DMB O

31%

Zu einer Losung aus Polyenthioester 236 (64 mg, 229 umol, 1 eq), Aminosduremethylester 238
(100 mg, 252 pmol, 1.1 eq) und EtsN (100 uL, 687 umol, 3 eq) in THF (3 mL) wurde Silber(l)trifluoracetat
(62 mg, 282 umol, 1.2 eq) zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 5 h bei RT geriihrt. AnschlieRend
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen
Aufreinigung (SiO,, EtOAc/Pentan 1:1) wurde das Produkt 242 als gelbliches Ol (41 mg, 70 umol, 31%)
erhalten.

R¢= 0.62 (EtOAc/Pentan 1:1);

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C3;HasN2NaOg [M+Na]* 607.3, gefunden: 607.3.
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Synthese von Polyentetramsaure 241

N
“Boc HN-Boc
o o NaOMe
SN g\
Me AN AN AN AN N OMe MeOH Me
| RT,1h N
242 DMB O 241 ¢ \

Zu einer Losung aus Polyenmethylester 242 (5 mg, 8.55 pmol, 1 eq) in trockenem MeOH (1 mL) wurde
NaOMe (1.6 mg, 29.6 umol, 3 eq) zugegeben und 1 h bei RT geriihrt. Nach einer
massenspektrometrischen Untersuchung konnte keine Bildung von 241 beobachtet werden.

HN-Boc

Zu einer Losung aus Polyenmethylester 242 (5 mg, 8.55 umol, 1 eq) in trockenem THF (1 mL) wurde
NaH (1.0 mg, 25.0 umol, 3 eq, 60% in Mineraldldispersion) zugegeben und 1 h bei RT gerlhrt. Nach
einer massenspektrometrischen Untersuchung konnte keine Bildung von 241 beobachtet werden.

H
N.
Boc B
HN—Boc
o o TBAF
Me/§§/4§y/§?/§§/ﬂ\“JLN OMe
|
242 DMB O

Zu einer Losung aus Polyenmethylester 242 (5 mg, 8.55 umol, 1 eq) in trockenem THF (1 mL) wurde
TBAF (26 pL, 26.0 umol, 3 eq, 0.1 M in THF) zugegeben und 1 h bei RT geriihrt. Nach einer
massenspektrometrischen Untersuchung konnte keine Bildung von 241 beobachtet werden.

Synthese von Phosphonat 239

H
N‘Boc
AgOOCCF;,
O O O Me _ 238EGN o o o0
P THF P oM
(Et0);” MSkMe RT, 3h (Et0);” M’F )
204 74% 239 DMB O

Zu einer Lésung aus Thioester 204 (2.00 g, 7.16 mmol, 1 eq), Aminosiduremethylester 238 (3.12 g,
7.87 mmol, 1.1 eq) und EtsN (2.0 mL, 14.3 mmol, 2 eq) wurde Silber(l)trifluoracetat (1.95 g, 8.81 mmol,
1.2 eq) zugegeben und das Reaktionsgemisch 3 h bei RT geriihrt. Anschliefend wurde die Suspension
Uber Celith filtriert und das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt. Nach einer
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sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO,, DCM/MeOH 24:1) wurde das Produkt 239 als klares
0l (3.27 g, 5.30 mmol, 74%) erhalten.

R¢= 0.38 (DCM/MeOH 24:1);

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.10 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.44 (s, 2H), 4.45 — 4.31 (m, 2H),4.22
—4.03 (m, 5H), 3.92 (s, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.56 (s, 3H), 3.30 (d, J = 22.5 Hz, 1.5H), 3.00 (t, J =
6.6 Hz, 2H), 2.76 (d, J = 22.2 Hz, 0.5H), 2.03 — 1.94 (m, 1H), 1.83 - 1.66 (m, 1H), 1.42 (s, 9H), 1.39 - 1.27
(m, 8H);

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C;sHasN2NaO1:P [M+Na]*639.3, gefunden: 639.1.

Synthese von Tetramsaurephosphonat 240

HN-Boc
o o o /)
P.
2K, oy
e N
(Et0);” RT, 30 min 0" bume
DMB O 98% 240

Unter Argonatmosphéare wurde zu einer Losung aus Phosphonat 239 (3.00 g, 4.87 mmol, 1 eq) in
trockenem THF (15 mL) NaH (389 mg, 9.73 mmol, 2 eq, 60% in Mineral6ldispersion) zugegeben und
bei RT fiir 30 min geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das erhaltene Ol wurde in EtOAc aufgenommen und mit ges. NH4Cl-Lsg. gewaschen. Die organische
Phase wurde mit MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Produkt 240 wurde als gelbliches Ol (2.79 g, 4.77 mmol, 98%) erhalten.

IH NMR (600 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.19 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.48 — 6.41 (m, 2H), 4.93 (d, J =
14.7 Hz, 1H), 4.21 — 4.13 (m, 5H), 3.92 — 3.82 (m, 1H) 3.80 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.69 (s, 1H), 3.66 —3.57
(m, 1H), 3.54 —3.41 (m, 1H), 3.06 (td, J = 6.8, 2.9 Hz, 2H), 1.96 — 1.88 (m, 1H), 1.85 — 1.77 (m, 1H), 1.43
(s, 9H), 1.32 (t, J = 7.0 Hz, 6H), 1.36 — 1.24 (m, 2H);

13C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 194.5, 177.1, 161.2, 158.6, 156.4, 131.6, 116.0, 104.7,
98.7,64.5,63.3,63.3,55.6, 40.5, 38.0, 34.6, 32.4, 31.6, 28.5, 25.5,23.7,16.4, 16.4;

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C,7H41N2NaO10P [M+Nal* 607.2, gefunden: 607.0.

Synthese von Polyentetramsaure 241

HN-Boc HN-Boc
“ /J /J
(Et0);” — NaH. 198 | NN
THF
0°C > RT,3h

Unter Argonatmoshpéare wurde zu einer Losung aus Phosphonat 240 (50 mg, 85.5 umol, 1 eq) in
trockenem THF (5 mL) bei 0 °C NaH (7 mg, 171 umol, 2 eq) zugegeben und 10 min bei RT gerlhrt.
AnschlieBend wurde zu der Reaktion eine Losung aus E-Octatrienal (196, 22 mg, 188 umol, 2.2 eq) in
trockenem THF (1 mL) zugegeben und das Gemisch langsam auf RT erwarmt. Anschliefend wurde das

150



Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 241 wurde im Kihlschrank
gelagert und in den folgenden Testreaktionen ohne Aufreinigung verwendet.

ESI-MS (+): m/z berechnet flr C3;H4:N,07 [M+H]* 552.8, gefunden: 553.3.

Synthese von Polyentetramsaure 199

HN/BOC NH,
0O o© ﬂ 0O O /J
Me” NN o — > Me SN o
TFA
N . NH
241 0" ‘bwms 50 °C, 20 min 199 o

Zu einer Losung aus Polyentetramsaure 241 (10 mg, 17,1 umol, 1 eq) in trockenem THF (1 mL) wurde
TFA (1 mL) zugeben und 10 min bei 70 °C gerihrt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch
massenspektrometrisch untersucht. Es konnten geringe Mengen an Produkt 199 detektiert werden,
welche liber einen Zeitraum von 2.5 h zerfielen.

Synthese von Polyentetramsaure 244

HN-Boc
0O ©° /4 /)
Me™ XXX 0% TFA Mo X X "X
N DCM
241 3 bus RT, 30 min
Zur Polyentetramsdure 241 (10 mg, 18.1 umol, 1 eq) wurde 10 % TFA/DCM zugegeben und das
Reaktionsgemisch 30 min bei RT geriihrt. Anschliefend wurde das Losungsmittel bei RT mit Druckluft

abgeblasen. Das Produkt 244 wurde anschlieRend ohne weitere Aufarbeitung in den folgenden
Testreaktionen verwendet.

ESI-MS (+): m/z berechnet fir CyH33N,O0s [M+H]* 453.2, gefunden: 452.9.

Synthese von lkarugamycin-Intermediat-Derivat 245

/J 200, HBTU,
o™ N NN _HOBT, DIPEA o o
DMF A
RT,3h Me” X7 X7 XX >
N

245 0 DMB

Zu einer Losung aus Polyentetramsaure 244 (10 mg, 22.1 umol, 1 eq) in DMF (1 mL) wurde HBTU (9 mg,
24.3 umol, 1.1 eq) HOBT (3 mg, 24.3 umol, 1.1 eq) und DIPEA (20 pL, 110 umol, 5 eq) gegeben und
gepriift, ob der pH-Wert basisch ist. AnschlieBend wurde die Polyensaure 200 (5 mg, 24.3 umol, 1.1 eq)
der Reaktion zugegeben und das Gemisch 15 min bei Dunkelheit und RT gerihrt. Eine
massenspektrometrische Untersuchung zeigte das Produkt 245 gebildet wurde, jedoch war dies nach
einer weiteren Reaktionszeit von 2 h nicht mehr detektierbar. Ebenfalls konnte die Reaktion nicht
reproduziert werden.

ESI-MS (+): m/z berechnet fir CsgHasN2Os [M+H]* 625.3, gefunden: 624.8.
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Synthese von Tetramsadurephosphonat 243

HN—BOC NH,
9 O O ﬂ 9 O O /J
(EtO)/P an - (EtO)/P an
i N e ’ NH
G \DMB 70 °C, 30 min G
240 243

Zum Phosphonat 240 (1.20 g, 2.05 mmol, 1 eq) wurde 50% TFA/DCM (20 mL) zugegeben und 30 min
bei 70 °C gerihrt, wobei sich kurz nach Reaktionsbeginn die Reaktion violett verfarbte. AnschlieBend
wurde die Reaktion mit MeOH versetzt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Produkt 243 wurde als violettes und zahes Ol (0.624 g, 1.87 mmol, 91%) erhalten. Aufgrund der
sehr schweren Loslichkeit des Produktes in den (iblichen im Labor verwendeten Losungsmitteln wurde
auf die Aufreinigung und eine NMR-Analyse verzichtet.

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C13H24N206P [M+H]* 335.1, gefunden: 335.0.

Synthese von Tetramsdurephosphonat 194

NH, NHBoc
o o o /J o o o
B Boc,0, DIPEA b
(Et0);” \)\ﬁg  omr (EtO),”
NH RT, 16 h NH
o 58% ©
243 194

Zu einer Suspension von Phosphonat 243 (200 mg, 0.60 mmol, 1 eq) und DIPEA (0.26 pL, 1.50 mmol,
2.5 eq) in DMF (5 mL) wurde Boc,0 (144 mg, 0.66 mmol, 1.1 eq) zugegeben und das Reaktionsgemisch
16 h bei RT geriihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und
das Produkt durch prap. HPLC (A=ACN+0.05% TFA, B=H,0+0.05% TFA, 0-1 min 5% A, 1-35 min 5%-95%
A, 35-37 min 95% A, 37-38 min 95-5% A, 38-40 min 5% A, Saule: Eurosphere Il, 250x16 mm, Flussrate:
12 mL/min) aufgereinigt. Das Produkt 194 wurde als klares Ol (151 mg, 348 umol, 58%)

ESI-MS (+): m/z berechnet fiir C;sH31N,NaOgP [M+Na]* 457.2, gefunden: 457.0.

Synthese von Polyentetramsaure 197

HN-Boc HN-Boc
O O O O O
B NaH, 196 NN
E - o > Me ot
(Et0) THF NH
194 o NH 0°C—>RT,3h 197 g

Zu einer Losung aus Phosphonat 194 (5 mg, 11.5 umol, 1 eq) in trockenem THF (1 mL) wurde NaH
(1.5 mg, 37.5 umol, 3 eq) zugegeben und die Reaktion 15 min bei RT gerlhrt. AnschlieBend wurde aus
Octatrienal (196, 2.1 mg, 17.3 umol, 1.5 eq) in trockenem THF (0.5 mL) langsam bei RT zugetropft und
die Reaktion fiir 16 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt bei -20 °C
gelagert. Durch eine massenspektrometrische Untersuchung der Reaktionslésung nach 16 h
Reaktionszeit konnte eine Bildung von 197 beobachtet werden. Jedoch war diese nicht ausreichend
flr weitere praparative Arbeiten.

ESI-MS (+): m/z berechnet fir C;>H3oN2NaOs [M+Na]* 425.2, gefunden: 425.3.
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Synthesen zur Darstellung des lkaA Indermediats 64 mittels Wittig-Reaktion
Synthese von Tetramsaure 208

Boc 1) Meldrumsaure !300
I{IH DMAP, EDC*HCI NH
DCM J
0°C->RT,17h K
2) EtOAc 0 '
Boc\N OH rfx, 90 min N—Boc
H 60% Uiber 2 Stufen
0 o)
207 208

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Lésung aus Meldrumsaure (238 mg, 1.65 mmol, 1.65 eq) und
DMAP (276 mg, 2.26 mmol, 1.5 eq) in trockenem DCM (15 mL) Aminosaure 107 (500 mg, 1.5 mmol,
1 eq) und EDC-HCI (665 mg, 3.61 mmol, 2.4 eq) bei 0 °C zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
10 min bei 0 °C gerlihrt dann langsam auf RT erwarmt und weitere 17 h geriihrt. AnschlieBend wurde
die Reaktionslosung mit EtOAc (60 mL) versetzt, mit 5% KHSOs-Lsg. (3x30mL) und ges. NaCl-Lsg.
gewaschen, Uber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt 208 wurde als klares Ol (323 mg, 907 umol, 60%) erhalten.

H
7N
o 5://6/ CZ]S/O%MG 10

N SRE M%--Mew
2 1 (0] Me 13
(0} Me

208 ¥

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm]: 6.80 (t, J = 5.9 Hz, 1H, NH), 4.58 (s, 0.3H, H-4), 4.20 (s, 0.35H, H-
4), 4.11 (s, 0.35H, H-4), 2.93 = 2.79 (m, 2H, H-7), 1.95 — 1.65 (m, 2H, H-5), 1.44 (s, 9H, C(CHs)s), 1.35 (s,
9H, C(CHs)3), 1.29 — 1.13 (m, 2H, H-6);

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm]: 223.1, 169.6, 155.5, 77.3, 28.3, 27.8, 27.6, 26.5, 22.9;

HR-MS (+): m/z berechnet fir Ci7H2sN2NaOg [M+Na]* 379.1840, gefunden: 379.1859.

Synthese von Phosphorylid 209

Boc Boc.

/

NH

///NH
PhsPCCO
K — O O (
PhsPs.

" THF A
N—Boc rfx, 15 h °
77% N

o) 209 O Boc
208

O,

Unter Argonatmosphéare wurde zu einer Losung aus Tetramsaure 208 (539 mg, 1.51 mmol, 1 eq) in
trockenem THF (90 mL) (Triphenylphosphoranyliden)keten (458 mg, 1.51 mmol, 1 eq) in trockenem
THF (30 mL) zugegeben und unter Rickfluss fir 15 h gertihrt. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt durch MPLC (A= ACN, B= H,0; 0-1.1 min 5% A,
1.1-20.1 min 5%-95% A, 20.1-23.0 min 95% A; Siule: Reveleris C18 12 g, Flussrate: 30 mL/min)
gereinigt. Das Produkt 209 wurde als weiBer Feststoff (769 mg, 1.17 mmol, 77%) erhalten.
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X0

12 Me 15
2 3 Me’
o o (.. Me
s 15" qgn
1 P ~ 10
4 X6 S 21
2 5

209 O o

}_ Me21
IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm]: 7.89 — 7.48 (m, 15H, 3x(H-1, H-2, H-2¢, H-3, H-3‘), 6.80 (q, J =
6.1 Hz, 1H, NH), 5.59 - 5.17 (m, 1H, H-5), 4.02 (s, 0.35H, H-9), 3.71 (s, 0.65H, H-9), 2.82 (m, 2H, H-12),
1.81—-1.62 (m, 2H, H-10), 1.44 (s, 3.5H, H-21, H-21/, H-21%), 1.42 (s, 5.5H, H-21, H-21¢, H-21*), 1.35 (s,
9H, H-15, H-15°, H-15"), 1.26 — 0.99 (m, 2H, H-11);

13C NMR (151 MHz, DMSO-de) & [ppm]: 179.2, 155.5, 149.5, 134.2, 134.2, 133.7, 133.6, 133.6, 133.5,
133.1, 132.8, 132.8, 132.4, 132.0, 132.0, 131.5, 131.4, 129.8, 129.7, 128.8, 128.7, 123.7, 123.1, 120.5,
119.9, 101.6, 79.8, 77.3, 60.9, 28.3, 27.9, 27.8, 27.5, 23.6;

HR-MS (+): m/z berechnet fiir Cs7H,3N2NaO;P [M+Na]* 681.2700, gefunden: 681.2731.

Synthese von Polyentetramsaure 198

Boc.
oc NH BOC‘NH

KOtBu
o 0 196 o o

PhsP \ —_— \
3 % THF Me” 7NN
rfx, 12 h
N, 28% N

209 O Boc 198 O Boc

Unter Argonatmosphare wurde zu einer Losung aus Tetramsdure 209 (760 mg, 1.15 mmol, 1 eq) in
trockenem THF (45 mL) KOtBu (129 mg, 1.15 mmol, 1 eq) gegeben und die Reaktionslésung unter
Rickfluss fir 20 min geriihrt. AnschlieRend wurde eine Losung aus E-Octatrienal (196, 176 mg, 1.44
mmol, 1.25 eq) in trockenem THF (14 mL) zur Reaktionsldsung hinzugetropft und das Gemisch weitere
12 h unter Rickfluss geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt durch MPLC (A=ACN, B=H,0; 0-1.1 min 5% A, 1.1-6.0 min 5-45% A, 6.0-16 min 45-95% A,
16.0-23.0 min 95% A; Saule: Reveleris C18 12 g, Flussrate: 30 mL/min) gereinigt. Das Produkt 198 wurde
als roter Feststoff (219 mg, 436 umol, 28%) erhalten.

19
1 (0]

Q'Me Me
18

19-.Me>l\0)1]7\NH
1

o o 15 16

2 4 6 8 14
; MN\V\% o 2
198 0% N>/?1029<Me
23"
o

'H NMR (600 MHz, DMSO-d¢) & [ppm]: 7.66 (dd, J = 15.1, 11.6 Hz, 1H, CH), 7.18 (d, J = 15.3 Hz, 1H, CH),
7.02 (dd, J = 14.6, 11.2 Hz, 1H, CH), 6.96 — 6.85 (m, 1H, CH), 6.80 (t, J = 5.9 Hz, 1H, NH), 6.68 — 6.58 (m,
2H, CH), 6.46 —6.36 (m, 1H, CH), 6.28 —6.21 (m, 1H, CH), 6.05 - 5.97 (m, 1H, CH), 4.30 (s, 1H, 13), 2.91
—2.78 (m, 2H, H-16), 1.95 — 1.87 (m, 1H, H-14), 1.81 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-1), 1.85 — 1.76 (m, 1H, H-14),
1.48 (s, 9H, Boc), 1.35 (s, 9H, Boc), 1.33 — 1.28 (m, 1H, H-15), 1.17 — 1.10 (m, 1H, H-15);
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13C NMR (151 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm]: 175.1, 174.1, 155.5, 151.5, 148.5, 147.2, 146.2, 140.9, 140.4,
139.2, 137.7, 135.5, 135.3, 131.9, 131.8, 130.4, 130.0, 130.0, 129.9, 128.0, 124.9, 119.1, 82.4, 77 .4,
40.1,34.4,30.4, 28.2,27.7,27.2,23.7,21.0, 18.5, 13.8, 1.1,

HR-MS (+): m/z berechnet fiir Co7H3sN,NaO; [M+Na]* 525.2571, gefunden: 525.2596.

Ikarugamycin-Intermediat 64

O
Boc. 1) HCI /\/\/\/\/\)}\
NH Dioxan Me N AN NH
o o ( RT, 30m|n
N 2)200 PyBOP,
Me ' DIPEA Me™ X X XXy
N\ DMF
198 O e RT, 1h

Polyentetramsaure 198 (10 mg, 20.9 mmol, 1 eq) wurde in 4 M HCl in Dioxan (1 mL) gelést und 30 min
bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
Rickstand wurde massenspektrometrisch untersucht (HR-MS (+): berechnet fur Ci7H23N,03 [M+H]*
303.1703, gefunden m/z: 303.1735) und dunkel gelagert. In der Zwischenzeit wurde Pentensaure 200
(4 mg, 20.9 umol, 1 eq), PyBOP (11 mg, 20 umol, 1 eq) und DIPEA (9 uL, 52.3 umol, 2.5 eq) in DMSO
(1 mL) vermischt und gerihrt bis sich der Niederschlag aufgel6st hat. Die klare Losung wurde dem
gelagerten Rickstand zugegeben und 1 h unter Ausschluss von Licht bei RT gerihrt. Die Bildung von
64 konnte anhand von massenspektrometrischen und UV-VIS-spektroskopischen Untersuchungen
bestatigt werden. Eine Isolierung des Produkts als Reinsubstanz schlug fehl.

HR-MS (+): m/z berechnet fiir Co9H3sN,NaO,4 [M+H]* 475.2591, gefunden: 475.2585.
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Abklrzungsverzeichnis

ACN Acetonitril

Ac,0 Essigsdureanhydrid

ACP Acetyltragerprotein (acetyl carrier protein)
A Adenosierung

AT Acyltransferase

AMP Adenosinmonophosphat

ATP Adenosintriphosphat

BnBr Benzylbromid

Boc tert-Butyloxycarbonyl

Boc,0 Di-tert-butyldicarbonat

C Kondensations (condensation)
Cbz Benzyloxycarbonyl

(CH20)n Paraformaldehyd

CoA Coenzym A

coe cis-Cycloocten

Cosy engl. correlation spectroscopy

Cy Cyclisierungs

6 chemische Verschiebung

d Doublett

Da Dalton

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0lundec-7-en
DCC N, N'-Dicyclohexylcarbodiimid
DCM Dichlormethan

DH Dehydratase

DIAD Azodicarbonsaurediisopropylester
DIC Diisopropylcarbodiimid

Dipea Diisopropylethylamin

DMAP 4-(Dimethylamino)pyridin

DMB 2,4-Dimethoxybenzyl

DMF Dimethylformamid

DMS Diemthylsulfat

DMSO Dimethylsulfoxid

E Epimerisierungs

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
ER Enoylreduktase

ESI Elektronensprayionisation

Et Ethyl

etal. »et alii“ (und andere)

Et,0 Diethylether

EtOAc Ethylacetat

EtOH Ethanol

F Formylierungs

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl

g Gramm

h Stunde

HATU 0O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-hexafluorphosphat
HBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat
HMBC engl. heteronuclear multiple bond correlation
HNV Hydroxynorvalin

HOAT 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol
HOBT Hydroxybenzotriazol
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HPLC

HRMS
HSAF

HSQC
HTS

HWE-Reaktion

Hz
[Cso
iPr
KR
KS
A

L
LDL

il
m
M
Me
Me-Domane
Mel

MeOH

min

MNBA
MPLC

NaCNBH3
NMM
NMR
NRP
NRPS
oNBS
p

ppm
prap.
PCP
PhSH
PKS
PKS/NRPS
PoTeM
PPant
PPhs
PhCHO
PPT
PyBOP
q

Rt

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high pressure liquid
chromatography)

hochauflésende Massenspektrometrie
hitzebestandiger Anti-Pilz-Faktor (heat stable anti-fungal factor) oder
Dihydromaltophilin

engl. heteronuclear single quantum coherence
Hochdurchsatzscreening
Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion

Hertz

mittlere inhibitorische Konzentration
iso-Propyl

Ketoreduktase

Ketosynthase

Wellenlange

Liter

Lipoprotein niedriger Dichte

mikro

milli (Prafix), Meter (MaReinheit)

Mega

Methyl

N-Methylierungs-Domane

Methyliodid

Methanol

Minute

2-Methyl-6-nitrobenzoesaureanhydrid
Mitteldruckflissigkeitschromatographie (Medium pressure liquid
chromatography)

Massenspektrometrie

messenger Ribonukleinsdure
Masse-Ladungs-Verhaltnis

nano

Natriumcyanoborhydrid

N-Methylmorpholin

Kernspinresonanz

nichtribosomales Peptid

nichtribosomale Peptidsynthetase
ortho-Nitrobenzolsulfonyl

Quintett

Anteile pro Millionen (parts per million)
praperativ

Peptidyltragerprotein (peptide carrier protein)
Thiophenol

Polyketidsynthase

Polyketidsynthase-nichtribosomale Peptidsynthetase-Hybridenzym
Polycyclisches Tetramsaure-Macrolactam

Phosphopantethein

Triphenylphosphin

Benzaldehyd

Phosphopantetheinyltransferase
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat
Quartett

Verhaltnis aus Produktlaufweite zu Laufmittellaufweite
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RT
rfx

S
SAM
SNAC
Suc

t

tBu
TCBC
TE
TFA
THF
tRNA
U

UV/VIS

Raumtemperatur
refluxieren

Singulett
S-Adenosylmethionin
N-Acetylcysteamin
Succinimid

Triplett

tert-Butyl
2,4,6-Trichlorobenzoylchlorid
Thioesterase
Trifluoressigsaure
Tetrahydrofuran
transfer-Ribonukleinsdure
Umdrehungen

ultraviolet/sichtbar
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