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Abstract

This PhD-work describes the synthesis of simplified derivatives of pretubulysin, a
biosynthetic intermediate of tubulysin D, where the central amino acid, tubuvaline, is
replaced by the rather simple building blocks oxazoletubuvaline, phenyltubuvaline,
phenoxytubuvaline and triazoletubuvaline. These new amino acids can be obtained
in few steps from easily accessible starting materials. The new pretubulysin
derivatives, called oxazolepretubulysin, phenylpretubulysin, phenoxypretubulysin and
triazolepretubulysin are less active compared to the natural tubulysins, but the activity
of several derivatives against different tumor cells are still in the nM range.

Furthermore hydroxypretubulysin was synthesized to confirm some speculations
of the tubulysin-biosynthesis in collaboration with the group of Prof. Dr. R. Miller
(Department of Pharmaceutical Biotechnology, Saarland University). In collaboration
with the group of Prof. Dr. S. A. Siebert (LMU Munich), the thesis deals with the
synthesis of photoreactive pretubulysin derivatives to identify new targets of
tubulysins.

Kurzfassung

Diese Dissertation beschreibt die Synthese von vereinfachten Derivaten des
Tubulysin D-Biosyntheseintermediates Pratubulysin, wobei die zentrale Aminosaure
Tubuvalin, durch die relativ einfachen Bausteine Oxazoltubuvalin, Phenyltubuvalin,
Phenoxytubuvalin und Triazoltubuvalin ersetzt wurde. Diese neuen Aminosauren
kénnen in wenigen Schritten aus leicht zuganglichen Ausgangsmaterialien gewonnen
werden. Die neuen Pratubulysin-Derivate, namentlich Oxazolpratubulysin, Phenyl-
pratubulysin, Phenoxypratubulysin und Triazolpratubulysin, sind zwar weniger aktiv
im Vergleich zu den naturlichen Tubulysinen, dennoch liegt die Aktivitat einiger
Derivate gegenuber diverser Tumorzellen weiterhin im nanomolaren Bereich.

Dartiber hinaus wurde Hydroxypratubulysin synthetisiert, um die letzten
Geheimnisse der Tubulysin-Biosynthese aufzuklaren. Dieses Projekt lauft in Zusam-
menarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. R. Muller vom Institut fur Pharma-
zeutische Biotechnologie an der Universitat des Saarlandes. Aul3erdem beschaftigt
sich die Arbeit mit der Synthese von photoaktivierbaren Pratubulysin-Derivaten zur
Identifikation neuer biologischer Angriffsziele der Tubulysine. Der Kooperations-
partner ist in diesem Fall die Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. S. A. Siebert von der
LMU Minchen.
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Einleitung

1 Einleitung

Diagnose Krebs! Dieses niederschmetternde Urteil verdndert das Leben der
betroffenen Patienten schlagartig und ist in vielen Féllen gleichbedeutend mit einem
Todesurteil. So Uberleben nur ca. 50% aller Krebspatienten die ersten funf Jahre
nach der Diagnosestellung. Wahrend die Uberlebensraten fiir schwarzen Hautkrebs
(malignes Melanom) und Prostatakrebs mittlerweile deutlich angestiegen sind,
konnen die Arzte dagegen bis heute fur Patienten mit Bauchspeicheldriisenkrebs,
Lungenkrebs oder Speiseréhrenkrebs keine langere Uberlebenszeit oder gar Heilung
in Aussicht stellen. Jeder vierte Todesfall in Deutschland ist auf ein Krebsleiden
zurtickzufihren. Laut Statistik lebten 2010 in Deutschland ca. 1.5 Millionen Men-
schen mit dieser Krankheit, wobei ca. 450.000 Neuerkrankungen registriert wurden.*

Daher ist es heutzutage ein grof3es Anliegen der pharmazeutischen Forschung
neue und effizientere Wirkstoffe gegen Krebs zu entwickeln. Da mittlerweile ber 300
verschiedene Krebsarten bekannt sind, und nicht jede Erkrankung gleich verlauft,
werden viele verschiedene Medikamente bendtigt, um jede Krebsart individuell
behandeln zu konnen. Aul3erdem ist es wichtig, dass die Wirkstoffe selektiv die
bosartigen Zellen bekédmpfen, ohne dabei den Rest des Organismus in Mitleiden-
schaft zu ziehen. So sind heutzutage viele Chemotherapeutika wenig selektiv und
schwéchen das ohnehin angeschlagene Immunsystem der Patienten noch weiter,
was in vielen Fallen die Anfalligkeit gegen weitere gefahrliche Folgeerkrankungen
erhoht.

Die grof3te Inspirationsquelle bei der Entwicklung neuer Antikrebsmittel ist und
bleibt die Natur. So produzieren zahlreiche niedere Organismen (z. B. marine Tiere,
Pflanzen, Pilze) eine gigantische Anzahl biologisch wirksamer Naturstoffe in Form
von Sekundarmetaboliten. Einige dieser Substanzen haben es unverandert auf den
Medikamentenmarkt geschafft. Eines der bekanntesten Beispiele in diesem
Zusammenhang ist das Paclitaxel (Taxol®), welches erstmals 1971 von M. E. Wall
und M. C. Wani aus der Rinde der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) isoliert wurde™
und seit 1993 als Medikament fur verschiedene Krebsarten (z.B. Brustkrebs) zur
Verfiigung steht (Abbildung 1.1).¥) Zahlreiche andere biologisch aktive Naturstoffe
dienen als Leitstrukturen fir die Entwicklung neuer Wirkstoffe.®! Die Meister unter
den Synthetikern in der Natur sind dabei eindeutig die Pilze. Diese einfachen
Organismen stellen eine erstaunliche Vielzahl an extrem komplexen und hochwirk-
samen Naturstoffen her.

! Informationsdienst des Deutschen Krebsforschungszentrums.
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Paclitaxel

Abbildung 1.1: Struktur von Paclitaxel (Taxol®).

Aber auch Mikroorganismen dienen als reichhaltige Quelle fur die Isolierung von
pharmazeutisch interessanten Verbindungen.” Besonders die Bodenbakterien sind
dabei interessant, da diese Einzeller mit zahlreichen Organismen um Lebensraum
konkurrieren. So haben diese ein beachtliches chemisches Arsenal entwickelt um
unerwinschte Organismen in ihrem Wachstum zu hemmen oder abzutéten. Eine
besonders interessante Art sind dabei die Myxobakterien.® Das Helmholtz-Zentrum
fir Infektionsforschung (HZI)? in Braunschweig kultivierte und erforschte in den
letzten 30 Jahren tUber 6000 Stamme dieser Bakterien, wobei rund 100 unbekannte
Strukturen mit mehr als 500 Derivaten isoliert wurden.!®’ Besonders viele dieser
Verbindungen wirken dabei in unterschiedlicher Weise auf die Zellen héherer
Organismen.

Die Myxobakterien sind gramnegative, stabchenférmige Bakterien und besitzen
einige bemerkenswerte Eigenschaften. So sind sie die einzigen bisher bekannten
Prokaryoten, die im Ubergang von einzelliger zu mehrzelliger Lebensweise stehen.
Sie besitzen ein ausgepragtes Sozialverhalten und bilden auf festem N&hrboden
Schwarme von einigen tausend Zellen um die Umgebung nach Nahrung
abzusuchen, wobei sie sich durch Gleiten oder Kriechen fortbewegen. Man vermutet,
dass die Kommunikation dabei durch interzellulare Signale in Form von Botenstoffen
erfolgt. Im Falle eines Nahrungsmangels schliel3en sich mehrere tausend Zellen zu
Fruchtkoérpern zusammen, die sich dann unter Ausbildung dicker Zellwénde zu
Myxosporen entwickeln kénnen. In diesem Stadium kdnnen die Bakterien ungiinstige
Umweltbedingungen (z.B. Trockenheit) tUberdauern, indem Sie den Stoffwechsel
herunterfahren und anschlieend erneut auskeimen um neue Populationen zu
grinden. Die einzelnen Arten bilden unterschiedliche Fruchtkérper und kénnen an
Hand ihres Aussehens klassifiziert werden (Abbildung 1.2). Die Myxobakterien
haben, im Vergleich zu anderen Prokaryoten, sehr groRe Genome, die aus rund 9—
12 Millionen Basenpaaren bestehen. Das Genom von Sorangium cellulosum ist mit

2 Ehemals Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung.
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mehr als 13 Millionen Basenpaaren das bisher grof3te bekannte bakterielle Genom
tiberhaupt.”

Abbildung 1.2: Fruchtkbper von Myxococcus xanthus.

Viele der isolierten Sekundarmetaboliten von Myxobakterien sind lineare oder
cyclische Polyketide und Peptide bzw. eine Kombination aus einer Polyketidsequenz
und einer Aminosaure.[®) Diese Naturstoffe weisen recht unterschiedliche Wirk-
mechanismen auf. So inhibieren zum Beispiel einige Substanzen den Elektronen-
transport, wahrend andere spezifisch eubakterielle RNA-Polymerasen hemmen. Eine
erstaunliche Entdeckung war, dass etwa 10% der Verbindungen spezifisch mit dem
Cytoskelett eukaryotischer Zellen wechselwirken, wodurch sie eine Stérung
fundamentaler Zellprozesse und letztlich den programmierten Zelltod (Apoptose)
bewirken. Somit kommen diese Substanzen als potentielle Kandidaten fur den
Einsatz als Cytostatika in Frage. Eine kleine Auswahl dieser Sekundarmetaboliten ist
in Abbildung 1.3 dargestellt. Die Chondramide A-D sind cyclische Depsipeptide und
wurden aus Chondromyces crocatus isoliert.l®! Ihre cytotoxischen Eigenschaften
beruhen auf der Stimulation der Aktin-Polymerisation®. Die entgegengesetzte Wir-
kung lasst sich beim Rhizopodin beobachten. Dieser Naturstoff, der aus Myxococcus
stipitatus isoliert wurde, destabilisiert das Aktin und fuhrt somit zur Apoptose.[m] Das
Disorazol A; ist ein makrocyclisches Polyketid, das vom Myxobakterium Sorangium
cellulosum produziert wird.*Y] Es inhibiert die Proliferation diverser Krebszelllinien
indem es die Polymerisation von Tubulin® inhibiert. Die Epothilone A und B dagegen
hemmen die Tubulin-Depolymerisation.'*?! Diese Klasse der Sekundarmetaboliten
stammt ebenfalls aus Sorangium Cellulosum. Die Epothilone zeigen eine dem Taxol®

® Aktin ist ein Strukturprotein des Cytoskeletts in eukaryotischen Zellen.
* Tubulin ist ein kugelférmiges Protein und kommt in allen eukaryotischen Zellen vor.
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nahezu identische Wirkungsweise und Aktivitat. Allerdings haben die Epothilone den
Vorteil, dass sie auch gegen Paclitaxel-resistente Zellen aktiv sind. Und da sie im
Gegensatz zu dem Wirkstoff aus der Eibe bakteriellen Ursprungs sind, lassen sie
sich fermentativ herstellen. Seit 2007 ist in den USA das Analoga Ixabepilon unter
dem Handelsnamen Ixempra® auf dem Markt und dient zur Behandlung von fortge-
schrittenem Brustkrebs. Bei diesem synthetischen Epothilon B-Derivat ist die Lacton-
Funktion durch eine Lactam-Einheit substituiert. Alle beschriebenen Cytostatika
wirken schon im picomolaren Bereich.

OH
N O
N Ry
1 HN 0]
/, R Ky
,(go 1
N
H =
Chondramid A Ry =0CH; R;=H
Chondramid B R; =0OCH; R, =Cl O OMe |
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Abbildung 1.3: Myxobakterielle Sekundarmetaboliten mit cytostatischer Wirkung.
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2 Kenntnisstand

2.1 Tubulysine

2.1.1 Struktur der Tubulysine

Wahrend des Screenings nach neuen, biologisch aktiven Sekundarmetaboliten
der Myxobakterien, stielRen Hofle und Reichenbach im Jahr 2000 auf eine neue
Substanzklasse, die eine bis dahin ungeahnte Cytotoxizitat gegenuber L-929
Mausfibrolasten zeigten, die Tubulysine.[*®! Diese Substanzklasse wurde erstmals
aus den Stammen der Myxobakterien Archangium gephyra Ar 315 und Angiococcus
disciformis An d48 isoliert, die diese Verbindungen in geringen Mengen produzieren
(<4 mg/L). Bis 2009 waren neun verschiedene Tubulysine (A-I) bekannt (Abbildung
2.1). 2010 wurden von Mdller et al. 23 weitere Vertreter in Angiococcus Disciformis
An d48 und Cystobacter SBCb 004 entdeckt.**!

Tubulysin R R,
CH,CH(CH3), OH
CH,CH,CH; OH
CH,CH3 OH
CH,CH(CH3), H
CH,CH,CH; H

Tuv Tup / Tut

>

Mep lle

=
b
zT
(@)
=
/§<<0<
A )I
>
=
<
T
- TOoTmMOUOW

CH,CH H
. s
°w kO COOH CH=C(CH3), ©OH
PY CHs H
0" Ry CH, OH

Abbildung 2.1: Strukturelle Diversitat naturlicher Tubulysine.

Die Tubulysine sind eine Familie von Tetrapeptiden. Sie bestehen aus den
Aminosauren N-Methylpipecolinsdure (Mep) am N-terminalen Ende, dem Isoleucin
(lle) als einzige proteinogene Aminosaure und den beiden ungewohnlichen
Aminosauren Tubuvalin (Tuv) sowie Tubuphenylalanin (Tup) bzw. Tubutyrosin (Tut).
Wahrend das Isoleucin die natirliche L-Konfiguration aufweist, liegt die Pipecolin-
saure in der ungewdhnlichen D-Konfiguration vor. Die Thiazol-Aminosaure Tubuvalin
besitzt zwei Stereozentren und leitet sich biosynthetisch von Valin ab. Dabei enthalt
sie Cystein als ,versteckte” Aminosaure. Das C-terminale Fragment besitzt ebenfalls
zwei stereogene Zentren und basiert entweder auf Phenylalanin oder Tyrosin. Ein
ungewodhnliches Strukturmerkmal ist das N,O-Acetal mit den verschiedenen Ester-
funktionen im Tubuvalin-Mittelpart. Bei den Vertretern A-l sind sowohl die Tuv-
Hydroxyfunktion acetyliert, als auch der Tuv-Stickstoff acyloxymethyliert, wohingegen
die neu entdeckten Derivate sich hauptsachlich durch unterschiedliche Oxidations-
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und Acylierungsmuster unterscheiden. Daher liegt die Vermutung nahe, dass es sich
dabei um biosynthetische Intermediate oder hydrolytische Artefakte handelt.'> Die
N-Alkylierung des Tubuvalins hat zur Folge, dass die Amidbindung bevorzugt in der
s-cis-Konfiguration vorliegt, wahrend im Normalfall das Gleichgewicht vollstandig auf
der Seite des s-trans-Amids liegt (Abbildung 2.2).

o) i( o)
£ N I G
: I}I - : N
Q R Q %
s-trans-Amid s-cis-Amid
Abbildung 2.2: Gleichgewicht zwischen s-cis- und s-trans-Amid.

Die N-alkylierten Peptide besitzen oftmals weniger Wasserstoffbrickenbindungen
und sind somit flexibler und membrangangiger. Dabei ist die Amidrotation gewéhnlich
schneller, wodurch diese Peptoide mit deutlich geringerem Energieverlust andere
Rezeptorkonformationen erreichen kdénnen als gewohnliche Peptide. Dies kdnnte
mitunter die extrem hohe Aktivitat der Tubulysine erklaren. Dieses Strukturmerkmal
findet man auch bei den Dolastatinen™® und Belamiden®),

Die Struktur und absolute Konfiguration der Tubulysine wurde zuerst durch saure
Hydrolyse, Abbau und Partialsynthesen einzelner Bausteine aufgeklart.*® Trotzdem
blieben Zweifel beziglich der Konfiguration des Tuv C-5 und des Tup C-2, da nicht
ausgeschlossen werden konnte, dass die Konfiguration durch Derivatisierungen
invertiert wurde. Da glucklicherweise das Tubulysin A in einem Methanol/Wasser-
Gemisch spontan kristallisierte, konnte von dieser Verbindung eine Kristallstruktur
aufgenommen werden, die die letzten Zweifel bezlglich der absoluten Konfiguration
beseitigte (Abbildung 2.3).1*

Abbildung 2.3: Kristallstruktur von Tubulysin A.
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2.1.2 Biologische Aktivitat der Tubulysine

Wie viele andere Sekundarmetaboliten der Myxobakterien zeigen die Tubulysine
A-Il eine extrem hohe Cytotoxizitat gegentber eukaryotischen Zellen, die sogar um
den Faktor 20-1000 hoher liegen als bei den anfangs erwahnten Naturstoffen
Epothilon und Paclitaxel.*® Die Wirkung beruht dabei ebenfalls auf einer Wechsel-
wirkung mit dem Cytoskelett. Genauso wie das Disorazol A; hemmen auch die
Tubulysine die Tubulin-Polymerisation und fihren somit zu einer Desintegration der
Mikrotubuli, die essentiell sind fur die Zellteilung (der genaue Wirkmechanismus wird
im nachsten Kapitel erlautert). Dies fuhrt letztlich zur Apoptose. In Tabelle 2.1 sind
die ICso-Werte® gegen zwei Zelllinien exemplarisch dargestellt. Wahrend die Tubuly-
sine bei den Mausfibrolasten L-929 schon teilweise im unteren pg-Bereich eine
Aktivitat zeigen, liegt der 1Cso-Wert bei der multi-resistenten Zelllinie KB-V1 (Gebar-
mutterhalskarzinom) durchgéangig im unteren ng-Bereich.

Tabelle 2.1: Biologische Aktivitat der naturlichen Tubulysine A—l.

Tubulysin L-929% KB-V1°
ICso [Ng/M] ICs0 [Ng/m]
A 0.070 1.4
B 0.091 2.3
C 0.30 4.0
D 0.011 0.25
E 0.013 0.25
F 0.015 0.35
G 0.093 2.9
H 0.031 1.3
| 0.68 6.8

2 Mausfibrolasten, ® Humanes Gebarmutterhalskarzinom (multi-resistente Zelllinie).

Die cytostatischen Eigenschaften wurden auch gegeniber zahlreichen anderen
Krebszelllinien beobachtet, so z.B. Prostata-, Lungen-, Dickdarm- oder Brustkrebs.?"!
AulRerdem wurde bei der biologischen Evaluierung der Tubulysine festgestellt, dass
diese ebenfalls eine anti-angiogene Wirkung zeigen, die hoher liegt als die von
Taxol®. Unter Angiogenese versteht man die BlutgefaRneubildung. Diese ist filr einen
wachsenden Tumor essentiell, wenn er Uber eine Grdl3e von wenigen Millimetern

® Mittlere inhibitorische Konzentration bezogen auf das Zellwachstum.
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hinauswachsen will, da die schnell wachsenden Zellen ausreichend mit Nahrstoffen
versorgt werden mussen. Diese hervorragenden biologischen Eigenschaften machen
die Tubulysine zu exzellenten Kandidaten fur neue Krebstherapeutika, die sich
allerdings noch in klinischen Tests beweisen missen. Dagegen zeigen die Tubu-
lysine gegentuber Bakterien keinerlei Wirkung. Dies verwundert insofern nicht, da
Tubulin in Bakterien nicht vorkommt. Aul3erdem weisen die Tubulysine nur eine sehr
schwache fungizide Aktivitat auf.

2.1.3 Pratubulysin

Miiller et al. fanden wahrend der Aufklarung des Biosyntheseweges einen neuen
myxobakteriellen Naturstoff im Metabolom von Angiococcus disciformis An d48.
Hochauflosende Massenspektrometrie lieferte m/z 670.3987, was mit der Summen-
formel C3sHssNs0sS im Einklang steht. Weil der neue Naturstoff die Struktur eines
bereits zuvor postulierten Biosyntheseintermediates zu haben schien,!*!! wurde er
Pratubulysin genannt.®? Das Pratubulysin entspricht dabei dem Tubulysinriickgrat
ohne die Acetoxy- und Acyloxymethyl-Gruppen im Tubuvalin (Abbildung 2.4). Die
Verbindung wurde durch Fuatterungsexperimente und hochauflésende Massen-
spektrometrie charakterisiert und durch den Vergleich mit vollsynthetischem Material
verifiziert. Die biologische Evaluation des Pratubulysins zeigte, dass die cytostati-
schen Aktivitaten gegenuber diversen Krebszelllinien zwar um den Faktor 1-50
geringer sind als die der Tubulysine A und D aber immer noch im unteren Nanomol-
bzw. Picomolbereich liegen (s. Kapitel 2.4.6). Da aber die Synthese auf Grund der
fehlenden Acetoxy-Gruppe und des N,O-Acetals ungleich leichter ist, ist das
Pratubulysin eine hervorragende Leitstruktur zum Design vereinfachter aber dennoch
potenter Analoga der Tubulysine als potentielle Antitumoragenzien.

USROS
|/\g\\\‘ O WA
N COOCH

Pratubulysin

Abbildung 2.4: Pratubulysin, die biosynthetische Vorstufe von Tubulysin D.
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2.2 Mikrotubuli als Angriffsziel antimitotischer Cy tostatika

Alle eukaryotischen Zellen besitzen ein aus Proteinfilamenten aufgebautes
Netzwerk, das sogenannte Cytoskelett. Dieses gibt der Zelle ihre auf3ere Form und
ist dariber hinaus verantwortlich fir die Bewegung der Zelle sowie den Transport
ihrer subzellularen Strukturen. Zu diesen obligaten Strukturelementen gehdéren das
Aktin, Intermediar-Filamente und die Mikrotubuli.

Die Mikrotubuli (MT) sind hohle, zylindrische Gebilde mit einem AufRendurch-
messer von 24 nm (Innendurchmesser 14 nm). Die Lange der MT in der Zelle variiert
je nach Funktion und Objekt und kann Werte von mehr als 100 um erreichen. Die
Mikrotubuli sind aus Tubulin-Einheiten aufgebaut. Tubulin ist ein kugelférmiges
Protein (Durchmesser 4 nm), das in zwei verschiedenen strukturellen Varianten
vorkommt: a-Tubulin und B-Tubulin. Diese kénnen sich zu einem a/B-Heterodimer
zusammenlagern, was die eigentlichen Bausteine der Mikrotubuli sind.”® Die Poly-
merisation des Tubulins zum MT ist in Abbildung 2.5 dargestellit.

Mikrotubulus

(+)-Ende

a— und B—Tubulin Mikrotubulus-

Heterodimer Polymerisationskern

F24nm+
o0
o0
o0 e — : -
) ~0
a B J8nm

(-)-Ende Protofilament

Abbildung 2.5: Tubulin-Polymerisation.?”

Der Prozess verlauft nach einem Nucleations-Elongations-Mechanismus!?®. Die
erste Phase ist die Nucleationsphase, bei der sich die Hetereodimere zu Polymerisa-
tionskernen zusammenlagern. In der Elongationsphase lagern sich die Tubulindimere
sehr schnell und reversibel an die Polymerisationskerne und bilden so die
réhrenférmige  Struktur aus, wobei die Wand aus dreizehn abwechselnd
angeordneten und gegeneinander versetzten Protofilamenten besteht (helikale
Anordnung). Diese Protofilamente sind parallel zur Mikrotubulus-Achse angeordnet
und bestehen abwechselnd aus a- und B-Tubulin-Molekllen, wodurch eine polare
Struktur entsteht, was wiederum zu einer einheitlichen Polaritat des gesamten Mikro-
tubulus fuhrt. Die beiden Enden eines MT unterscheiden sich in ihrer Nettoassozia-
tionsrate von Tubulindimeren. Wéahrend an dem sogenannten (+)-Ende die Anlage-
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rung der Tubulinmolekile Uberwiegt, findet am (-)-Ende bevorzugt die Ablésung
Statt.

Die Mikrotubuli sind keine statischen Strukturen, sondern dynamische Polymere,
die zwei Arten von Nichtgleichgewichtsdynamiken unterliegen, der dynamischen
Instabilitat und dem Treadmilling (Abbildung 2.6)**. Bei der dynamischen Instabilitat
wechseln sich die beiden Enden bezuglich ihrer Assoziationsrate ab. So kdnnen sich
die Mikrotubuli in beliebige Richtungen verkirzen oder verlangern. Beim Treadmilling
werden dagegen am (+)-Ende so viele Dimer-Einheiten angelagert wie am entgegen-
gesetzten (-)-Ende abgegeben werden. Dadurch behalt der MT zwar die gleiche
Lange, ist aber in der Lage sich durch den Raum fortzubewegen.

(A) (+)-Ende

Zeit [s]
8

Zeit

Abbildung 2.6: Dynamische Instabilitat (A) und Treadmilling (B) in den MT.[2%

Dieses dynamische Verhalten macht sich die Zelle wahrend des Zellcyclus zu
nutze. So spielen die Mikrotubuli eine essentielle Rolle bei der Zellkernteilung, der
Mitose. Dies ist ein fundamentaler Prozess wéhrend der Zellteilung und ist in
mehrere Phasen unterteilt. Wahrend dieses Vorganges bilden die Mikrotubuli einen
sogenannten ,Spindelapparat® aus, der daftr sorgt, das die beiden identischen
Tochter-Chromatiden, die durch die Teilung der Chromosomen entstehen, zu
gleichen Teilen auf die beiden neuen Zellen verteilt werden. Dies ist wichtig, damit
die beiden neuen Zellen nach der Teilung die gleiche Erbinformation enthalten.

10
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Und genau an dieser Stelle kommt das Tubulysin ins Spiel. Dieser antimitotische
Wirkstoff hemmt die Tubulin-Polymerisation und fiihrt zur Desintegration der Mikro-
tubuli.*® Dadurch wird verhindert, dass der ,Spindelapparat* korrekt funktioniert, was
letztendlich zum Zelltod fuhrt. Die Wirkung ist in Abbildung 2.7 illustriert. Bei diesem
Experiment wurden PtK2-Zellen einmal ohne Tubulysin A (linkes Bild) und einmal mit
Tubulysin A (rechtes Bild) vier Stunden inkubiert. Die Bilder zeigen Aufnahmen mit
einem Fluoreszenzmikroskop, wobei die Chromosomen bzw. Zellkerne blau und die
Mikrotubuli-Netzwerke grin eingefarbt sind. Das Kontrollexperiment (A) zeigt ein
intaktes Mikrotubuli-Netzwerk der Mitose, wahrend man in den mit Tubulysin A
behandelten Zellen (B) den Abbau der Mikrotubuli erkennen kann. Hier ist das
Netzwerk weniger dicht.

Abbildung 2.7: Ptk2-Nierenzellen ohne Tubulysin (A) und mit Tubulysin A (B).*®

In Abbildung 2.8a sind einige weitere Naturstoffe mit antimitotischer Wirkung
dargestellt, die ebenso wie die Tubulysine die Tubulin-Polymerisation hemmen. Die
ersten Naturstoffe, die in der klinischen Onkologie benutzt wurden, sind die bis-Indol-
Alkaloide Vinblastin und Vincristin.?! Sie gehéren zu den sogenannten Vinca-Alka-
loiden und wurden vor 50 Jahren erstmals aus der Strandschnecke Vinca rosea
isoliert. Das Vindesin ist ein synthetisches Analogon der Vinca-Alkaloide und wird
ebenfalls klinisch genutzt. Das Vinblastin bindet an eine Region der [-Untereinheit
der Tubulin-Heterodimere am (+)-Ende der Mikrotubuli, die daher als Vinca-Domane
bezeichnet wird (Abbildung 2.9). Das Colchicin dagegen bildet einen nahezu
irreversiblen Komplex mit freiem Tubulin. Dieser Komplex wird dann mit Tubulin-
Dimeren zu den Mikrotubuli copolymerisiert. Zwar besitzen die Enden dieses MT
noch die Mdglichkeit zu wachsen, allerdings wird deren Dynamik unterdriickt.?® Aus
struktureller und biosynthetischer Sicht ist das Dolastatin 10, welches von Pettit et al.
aus dem Seehasen Dolabella auricularia isoliert wurde, mit dem Tubulysin eng
verwandt. Beide Verbindungen sind Polypeptid-Polyketid-Hybriden mit einer
ahnlichen Anzahl an Aminosauren. Diese Ahnlichkeiten lassen vermuten, dass sie

11
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evolutionstechnisch aus einem gemeinsamen bakteriellen Biosynthese-Genpool
abstammen.

a) Mikrotubuli-destabilisierende Cytostatika

Vinblastin R{=Me R,=COOMe R3;=0COMe
Vincristin Ry =CHO R,=COOMe Rj3;=O0COMe
Vindesin R;=Me R,=CONH, R3;=O0OH

OMe
MeO
MeO ° O OMe
0 O
HN
/N
S\/) O
Dolastatin 10 Colchicin

b) Mikrotubuli-stabilisierende Cytostatika

)

(o) 6H o) Discodermolid

Sagopilon (ZK-EPO)
Abbildung 2.8: Antimitotisch wirksame Naturstoffe.

Daneben gibt es auch antimitotische Wirkstoffe, die einen genau entgegen-
gesetzten Wirkmechanismus zu den oben beschriebenen Naturstoffen aufweisen.
Diese Verbindungen induzieren eine Polymerisation und hemmen somit die
Depolymerisation der Mikrotubuli, was ebenfalls zur Apoptose fuhrt (Abbildung
2.8b). Das berihmteste Beispiel ist das in der Einleitung beschriebene Paclitaxel aus
der Familie der Taxane, welches als Taxol® auf dem Markt ist. Dieses bindet an die

12
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B-Untereinheit auf der inneren Oberflache der Mikrotubuli-Réhren (Abbildung 2.9).
Die Taxan-Bindungstelle konnte durch Elektronenkristallstruktur genau lokalisiert
werden.'?®] Das Sagopilon ist ein vollsynthetisches Epothilon-Derivat, welches in
seiner Aktivitdt sogar die Taxane ubertrifft. Es wurde von Bayer-Schering entwickelt
und durchlauft zurzeit fortgeschrittene klinische Studien zur Behandlung verschie-
dener Krebsleiden wie z. B. kleinzelligem Lungenkrebs und Prostata-Krebs.2% Ein
letztes Beispiel ist das Discodermolid. Dabei handelt es um einen marinen Naturstoff
aus dem Schwamm Discodermia dissoluta. Novartis brachte die Verbindung
ebenfalls in die klinische Studie. Dabei stellte sich jedoch schnell heraus, dass der
Naturstoff toxische Nebenwirkungen besitzt. Allerdings dient das Discodermolid
immer noch als Leitstruktur fir synthetische Analoga.

(A) (B)

()-Ende Vinblastin ()-Ende

Paclitaxel

Tubulin-
o’ Colchicin-
Komplex

(+)-Ende

Abbildung 2.9: Verschiedene Bindungsdomanen in den Mikrotubuli.[?*!

Im Falle des Tubulysins konnte die Bindungsregion im Tubulin bzw. in den Mikro-
tubuli bis heute nicht lokalisiert werden. Jedoch zeigten Bindungsexperimente, dass
Tubulysin A die Bindung von Vinblastin an Tubulin stark allosterisch® hemmt,
wahrend die Bindung von Colchicin nur geringflgig gehindert wird. Ein ahnliches
Verhalten zeigen auch andere antimitotische Wirkstoffe mit einer peptidischen
Struktur, wie z. B. Dolastatin 10. Dagegen weisen makrolidische Antimitotika sehr
wohl eine kompetitive Hemmung gegeniber den Vinca-Alkaloiden auf. Daher liegt
die Vermutung nahe, dass es zwei Bindungstaschen im Bereich der Vinca-Doméne

® Wirkstoffe konkurrieren nicht um die gleiche Bindungsstelle (auch nicht-kompetitive Hemmung).

13
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gibt, namlich eine Vinca-Stelle und eine Peptidstelle.*Y Vor kurzer Zeit wurde von
Carlomagno et al. die Bindungskonformation des Tubulysins durch NMR-Experi-
mente aufgeklart.*?! Dabei stellte sich heraus, dass sich diese komplett von der
freien Konformation in Lésung unterscheidet. Dies ist ein weiterer Schritt bei der
Suche nach der Bindungsdoméane der Tubulysine.

2.3 Biosynthese bakterieller Naturstoffe

Da viele interessante bakterielle Naturstoffe hochkomplexe Strukturen aufweisen
ist die Totalsynthese dieser Verbindungen oftmals nicht trivial, in einigen Fallen sogar
schier unmoglich. Der Zeitaufwand fir die Entwicklung einer solchen Synthese ist
dartber hinaus immens. Daher ist es neben dem vollsynthetischen Zugang zu diesen
Wirkstoffen ebenso wichtig, diese durch Fermentation zu gewinnen. Da aber die
fermentativen Ausbeuten oftmals nur einige Milligramm pro Liter Zellkultur betragen,
mussen diese Ausbeuten durch Genmanipulation der produzierenden Bakterien
gesteigert werden. Um dies effektiver gestalten zu konnen ist es von grol3er
Bedeutung den Biosyntheseweg der Naturstoffe aufzukldren, um zu wissen an
welchen Stellen im Genom die beteiligten Enzyme codiert sind. So wurden von
Muller et al. die Biosynthesen einiger myxobakterieller Sekundarmetabolite, wie z. B.
Chondramid C und Myxochromid S;, aufgeklart (Abbildung 2.10).5*!

. A

O RN
o .
N0 | A
\H/\/\/\/\/\/\/\/\ j

O
Myxochromid S Chondramid C

Iz

Abbildung 2.10: Beispiel fur biosynthetisch gut untersuchte myxobakterielle
Naturstoffe.

2.3.1 Allgemeine Funktionsweise der bakteriellen Bi  osynthese

Bevor nun auf die Biosynthese der Tubulysine eingegangen wird, soll zuerst die
allgemeine Funktionsweise der bakteriellen Biosynthese erklart werden. Viele
Sekundarmetabolite von Bakterien und Pilzen weisen eine hybride Struktur aus
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niedermolekularen Polyketiden und Polypeptiden auf. Diese Naturstoffe werden von
sogenannten Megaenzymen synthetisiert. Dabei unterscheidet man Polyketidsyn-
thasen (PKS) und nichtribosomale Peptidsynthetasen (NRPS).4

2.3.1.1 Polyketid-Biosynthese [F°!

Die Polyketidsynthasen (PKS) sind multifunktionale Proteinkomplexe, die sich je
nach Aufbau und Katalysemechanismus in drei unterschiedliche Typen einteilen
lassen. PKS vom Typ | bestehen aus mehreren Modulen, die flr die Selektivitéat, den
Einbau eines Monomeren in die wachsende Kette sowie etwaige Modifikationen
zustandig sind. Diese Module wiederum sind in Domé&nen unterteilt, in denen die
einzelnen Katalyseschritte ablaufen (Abbildung 2.11). Dabei differenziert man
zwischen Kern- und optionalen Domé&nen. Im Verlauf der Biosynthese wird jedes
Modul nur einmal verwendet und das wachsende Intermediat nach jedem Synthese-
schritt an das nachfolgende Modul weitergereicht. Nach dem Einbau des letzten
Monomers wird das Biosyntheseintermediat entweder durch Hydrolyse oder
Cyclisierung vom Multienzymkomplex abgespalten. Dieser Vorgang wird durch eine
Thioesterase katalysiert.

Multienzymkomplex

| Extension

Lademodul 1. Modul 2. Modul C-terminales Modul

| | |

AT | ACP [ KS (AT ACP[KS (AT ACP Kol KS | AT ACP@
OH OH OH

OH
Coenzym A Coenzym A Coenzym A Coenzym A
Phosphopantetheinyl-
transferase
3',5'-ADP 3',5'-ADP 3',5'-ADP 3',5'-ADP
AT ACP/KS [AT ACP/KS | AT ACP I Iy KS | AT ACP@
(9] (0]

9 I 9 I ] 0
o =0 o =0 = i
N o N N !H )
OH
OH OH OH OH o
NH NH NH NH NH
ppan
o
NH NH NH NH NH
HSJ/ HS HS)/ HS)/ o
NH,
j\/\ Q </N [ SN AT: Acyltransferase-Domane
AS N NJ%O"R’O"R’O oN N/) ACP: Acyl-Carrier-Protein
A Hooon 000 O KS: B-Ketoacylsynthase-Doméne
i TE: Thioesterase-Doméne
Coenzym A O\P,O OH .
0" Y ppan: Phosphopantetheinylrest

Abbildung 2.11: Posttranslationale Aktivierung eines Multienzymkomplexes.!??"!
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Zur Grundausstattung eines Elongationsmoduls gehéren neben dem Acyl-
Carrier-Protein (ACP) die Acyltransferase- (AT) sowie eine [-Ketoacylsynthase-
Domane (KS). Das ACP ist verantwortlich fur die kovalente Verknupfung und die
Ubertragung der Intermediate von einem Modul auf das nachste. Vor dem Beginn der
Biosynthese mussen diese Doméanen posttranslational aktiviert werden, indem ein
Phosphopantetheinylrest (ppan) vom Coenzym A (CoA) auf einen konservierten
Serinrest des ACP Ubertragen wird. Diese ATP-abhangige Reaktion wird von einer
Phosphopantetheinyltransferase katalysiert. An der Thiolfunktion des ppan-Armes
werden die Intermediate als Thioester gebunden. In der Modellvorstellung fungiert
der ppan-Rest als schwingender Arm, der die wachsende Kette zum nachsten Modul
weiterreicht. Die KS und AT sind wahrend der Biosynthese flir die eigentliche
Verlangerung der wachsenden Ketidkette zustandig.

Die Biosynthese beginnt mit der substratspezifischen Beladung der AT im
Lademodul (Abbildung 2.12). Dieses Lademodul besteht im Gegensatz zu den
Elongationsmodulen nur aus einer AT- und einer ACP-DOmane. Dabei fungieren die
CoA-Thioester kurzkettiger Carbonsauren (Acetyl-CoA bzw. Propionyl-CoA) als
Substrate. Entsprechend werden die AT-Domanen der Elongationsmodule mit
Malonyl- oder Methylmalonyl-CoA beladen. Nach der Weiterreichung des Substrates
an die KS des ersten Extentionsmoduls katalysiert die R-Ketidsynthase die
Verknupfung der einzelnen Carbonséuren. Durch Decarboxylierung des am ACP
gebundenen Malonylrestes entsteht formal ein Carbanion, welches dann am
Thioester der KS-Domane nucleophil angreift.

Beladen der Acyl Carrier Protein (ACP) Doméne — Startde  r Polyketidbiosynthese

o

\)I\ HS-CoA
SCoA
SH 5/5
Die Ketoacylsynthase (KS) katalysiert die Ketidbildung — Kettenverlangerungsphase wéhrend der Polyketidbiosynthese
AT: Acyltransferase-Domane

OPE0P — 09909 = 6900
5y Y

o ol KS: B-Ketoacylsynthase-Doméne

Abbildung 2.12: Schematische Darstellung der Polyketidbiosynthese.??!

Nach diesem Schritt ist das um zwei C-Einheiten verlangerte Intermediat kovalent
an das ACP gebunden und wird von dort an das nachste Extentionsmodul
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weitergereicht. Die Reaktionsabfolge wiederholt sich bis das fertige Polyketid von der
TE im letzten Modul vom Multienzymkomplex abgespalten wird.

Die [B-Ketogruppen des wachsenden Polyketids koénnen zu verschiedenen
Oxidationsstufen reduziert werden. Daflr sind optionale Domanen im jeweiligen
Modul verantwortlich, die eine sogenannte ,reduktive Schleife* bilden (Abbildung
2.13). In einer NADPH-abh&ngigen Reaktion kann die [-Ketogruppe durch eine
3-Ketoacylreduktase-Domane (KR) zur Hydroxyfunktion reduziert werden. Der
Alkohol kann dann wiederum durch eine Hydroxy-Dehydratase-Domé&ne (DH) unter
Eliminierung von Wasser in das a,B-ungesattigte Derivat tberfihrt werden. Unter
Verbrauch eines weiteren NADPH-Molekils kann dann das Enoyl letztendlich zum
Alkanoyl reduziert werden. Dieser Schritt wird durch eine Enoylreduktase-Domane
(ER) katalysiert. Bei der mechanistisch verwandten Fettsaurebiosynthese werden im
Gegensatz zur Polyketidsynthese immer alle Reduktionsstufen durchlaufen.

Doménenorganisation einer reduktiven Schleife

------ KS)(AT)ACP KS) (AT JEACP (KS) (AT ACP [ Sy

Reaktionsabfolge, die durch optionale Doméanen katal  ysiert wird

NADPH NADP* NADPH NADP*

NN
LA G N ¢

-H,0 AT: Acyltransferase-Domane
ACP: Acyl-Carrier-Protein

S S S KR: B-Ketoacylreduktase-Domane
DH: B-Hydroxy-Dehydratase-Doméne
ER: Enoylreduktase

Abbildung 2.13: Reduktive Schleife einer PKS.!??"!

Die PKS vom Typ Il sind aus monofunktionalen Proteinen aufgebaut und
verwenden ausschlie3lich Malonyl-CoA zur Kettenverlangerung. Zudem finden sich
in den Extentionsmodulen im Vergleich zur PKS | keine reduktiven Schleifen. Die
Multienzymkomplexe PKS Il verknipfen ebenfalls CoA-einheiten, die aber im
Gegensatz zur PKS | nicht kovalent an den Enzymkomplex gebunden werden.
2.3.1.2 Nichtribosomale Peptidsynthese ¢

Die nichtribosomalen Peptidsynthetasen sind ebenfalls multifunktionale Enzym-
komplexe, die einen &hnlichen modularen Aufbau wie die PKS aufweisen. Der grol3e
Unterschied ist, dass bei der NRPS Aminosauren (proteinogene und nicht proteino-
gene) verwendet werden. Ein typisches Extentionsmodul besteht aus Adenylierungs-

Domane (A), Peptidyl-Carrier-Protein (PCP) und Kondensationsdomane (C)
(Abbildung 2.14). Das Lademodul dagegen besteht nur aus einer A- und C-Doma-
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ne. Das PCP ist das Pendant zum ACP in der PKS und muss ebenfalls posttransla-
tional aktiviert werden. Die A-Domane eines Moduls dient zur spezifischen Substrat-
erkennung. Aul3erdem aktiviert sie die Aminoséure in einer ATP-abhangigen
Reaktion als energiereiches Aminoacyladenylat und Ubertragt dieses auf die
folgende PCP, wo die Aminosaure als Thioester kovalent gebunden wird. Die
Substratspezifitat wird dabei von acht nicht konservierten Aminosauren innerhalb der
hydrophoben Bindungstasche bestimmt.*”} Die Kettenverlangerung wird durch die
C-Domaéne katalysiert. Dabei greift die Aminogruppe eines Acylrestes den Thioester
des am vorgelagerten Modul gebundenen Peptidyl- bzw. Aminoacylrestes an, wobei
die Peptidbindung geknupft wird. Die Schritte werden solange wiederholt bis das
fertige Polypeptid im letzten Schritt durch Hydrolyse oder Makrolactamisierung
mittels TE vom Multienzymkomplex abgespalten wird.

Beladen der Peptidyl Carrier Protein (PCP) Doméane —  Start der nichtribosomalen Peptidbiosynthese
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Abbildung 2.14: Funktionsweise einer NRPS.[??"!

Genauso wie bei der PKS konnen auch in den Modulen der NRPS optionale
Domanen auftreten, die das wachsende Polypeptid in vielfaltigster Weise modifi-
zieren. Dadurch kommt es im Vergleich zur ribosomalen Peptidsynthese, bei der nur
bedingte posttranslationale Modifikationen mdglich sind, zu einer enormen strukturel-
len Vielfalt. Zu den optionalen Domanen gehodren Epimerisierungsdoménen (E),
Methyltransferase-Doméanen (MT), Heterocyclisierungsdoménen (HC) und Oxida-
tions- (Ox) bzw. Reduktionsdoménen (R) (Abbildung 2.15).
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Abbildung 2.15: Optionale Domanen der NRPS.[??"!

Die E-Domane katalysiert die Retention des entsprechenden Stereozentrums und
sorgt so fur den Zugang zu den unnaturlichen D-Aminosauren. Die MT Ubertragt eine
Methylgruppe von S-Adenosyl-Methionin auf ein Kohlenstoff-, Sauerstoff- oder
Stickstoffatom. Durch die HC-Doméane werden Peptide mit Cystein oder Serin bzw.
Threonin unter Wasserabspaltung zu den entsprechenden Thiazolin- bzw Oxazolin-
Derivaten cyclisiert, die dann entweder durch eine O-Domé&ne zum jeweiligen
Heteroaromaten oxidiert oder durch eine R-Domé&ne zum vollstandig gesattigten
Heterocyclus reduziert werden kénnen. Die Reduktasen sind im Gegensatz zu den
Oxidasen keine integralen Bestandteile der Module, sondern externe Enzyme.

2.3.2 Biosynthese der Tubulysine

Im Rahmen einer Dissertation im AK Mdiller wurde von A. Sandmann der
Biosynthesegencluster aus dem Myxobakterium Angiococcus disciformis d48 identi-
fiziert, der fir die Biosynthese des Tubulysin D verantwortlich ist.?) Der sequenzierte
Gencluster codiert eine hybride Megasynthetase, die aus PKS und NRPS aufgebaut
ist (Abbildung 2.16). Die einzelnen Untereinheiten des Multienzymkomplexes
werden dabei durch sogenannte Docking-Proteine verbunden.*®! Die Biosynthese
besteht aus 30 Schritten und startet mit der Synthese von Pipecolinsdure. Dabei
codiert die Lysin-Cyclodeaminase TubZ die Cyclisierung von L-Lysin zu L-Pipecolin-
saure. Durch Fitterungsexperimente von deuterierter L- und D-Pipecolinsdure
konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass die Starteinheit L-Pipecolinsaure ist,
da nur diese in deuterierter Form von den Bakterien akzeptiert wurde.** Dadurch
kann man rickschlieBen, dass es irgendwann wahrend der Biosynthese zu einer
Retention des Stereozentrums der Pipecolinsaureeinheit kommt.
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Abbildung 2.16: Modell der Biosynthese von Tubulysin D.

Allerdings ist bis heute nicht geklart zu welchem Zeitpunkt der Biosynthese die
Epimerisierung stattfindet. Nach der Cyclisierung wird die Pipecolinsaure als
Startereinheit an das Lademodul TubB gebunden. Dort wird sie von einer MT am
Stickstoff methyliert und anschlieBend an das nachste Modul weitergereicht. Im
TubH-Modul wurde auch eine C-Domane lokalisiert, deren Funktion jedoch weiterhin
unbekannt ist. Das TubC-Modul beinhaltet zwei Kondensationsdoménen. Hier wird
die N-methylierte Pipecolinsaure zuerst mit L-Isoleucin zum Dipeptid und
anschlieBend mit L-Valin zum Tripeptid geknlUpft. Eine N-Methyltransferase
katalysiert die Methylierung des Valin-Stickstoffes bevor das Tripeptid an das TubD
weitergereicht wird. Dieses Modul besteht aus einer PKS und einer NRPS. In der
PKS wird das Valin mit Malonat um eine C,-Einheit verlangert und mittels ,reduktiver
Schleife* vollstandig reduziert. Die ,reduktive Schleife* weist dabei eine ungew6hn-
liche Domanenanordnung auf, da der biochemische Reaktionsverlauf von KR tber
DH zu ER erfolgt und nicht wie in anderen literaturbekannten PKS-System von DH
Uber ER nach KR. Desweiteren befindet sich in der ,reduktiven Schleife” eine
~Spacerregion” S, die eine stabilisierende Rolle fir die dreidimensionale Struktur des
Enzyms spielt. Im NRPS-Teil katalysiert dann die HC-Domane die Peptidknipfung
mit L-Cystein und die Cyclisierung zum Thiazolin. Die letzte Doméane oxidiert das
Thiazolin zum Thiazol.
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Das nachste Modul (TubE) katalysiert die Kondensation mit L-Phenylalanin bzw
L-Tyrosin. AnschlieBend wird das Tetrapeptid an das letzte Modul (TubF) weiter-
gereicht. Dabei handelt es sich um eine PKS. Hier wird das Phenylalanin bzw.
Tyrosin mittels Malonat-Einheit verlangert und anschlieBend durch eine weitere
sreduktive Schleife* vollstandig reduziert. Auch diese ,reduktive Schleife* besitzt die
gleiche ungewothnliche Domanenanordnung wie das TubD. Zusétzlich befindet sich
in dem Modul zwischen KR und DH eine Methyltransferase, die die a-Position des
verlangerten Phenylalanins methyliert.

Die TE im letzten Modul katalysiert die Hydrolyse des Tetrapeptides als freie
Saure. Dieses erste Enzym-freie Syntheseintermediat ist das Pratubulysin. Es wurde
2004 von Sandmann postuliert und 2008 von Kazmaier und Miller durch Vergleich
mit vollsynthetischem Material nachgewiesen.”? Das Pratubulysin muss noch an
Position C-11 und C-39 hydroxyliert und acyliert werden. Fir die Oxidationsschritte
werden P450-Monooxigenasen erwartet. Allerdings konnten innerhalb des Biosyn-
thesegenclusters keine entsprechenden Gene lokalisiert werden. Mdglicherweise
werden die Monooxigenasen an einer anderen Stelle des bakteriellen Genoms
codiert. Die Acyltransferasen, die zur Bildung des fertigen Tubulysins ndétig sind,
konnten ebenfalls noch nicht identifiziert werden.

2.4 Totalsynthesen der Tubulysine

Da die Gewinnung der Tubulysine durch Fermentation unter einer muhevollen
chromatographischen Reinigung leidet und zurzeit nur bis zu 10 mg/L Material liefert,
ist es notig ausreichende Mengen fur Struktur-Wirkungs- und (préa)klinische Unter-
suchungen durch Totalsynthesen zur Verfiigung zu stellen.*® Obwohl auf den ersten
Blick eine Totalsynthese wenig herausfordernd scheint, ist diese alles andere als
trivial. Besonders die Einfihrung der saure- und baselabilen N,O-Acetalester-Funk-
tion in einer anspruchsvollen Umgebung bereitet bei der Synthese grol3e Probleme,
da die meisten Schutzgruppenstrategien nicht kompatibel sind. Auch die Darstellung
des Tubuvalins und die Peptidkntpfung im sterisch anspruchsvollen Amidbereich
(lle-Tuv) erfordert einfallsreiche Losungsansétze. Daher verwundert es nicht, dass
auch knapp zehn Jahre nach der Entdeckung der Tubulysine nur eine Uberschau-
bare Anzahl vollstandiger Totalsynthesen publiziert wurden.
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2.4.1 Totalsynthese von Tubulysin nach Hofle

Die allererste Totalsynthese von Tubulysin stammt von Hoéfle und Steinmetz. Sie
wurde zwar schon 2001 zum Patent®® angemeldet aber erst 2006 von Zanda und
Neri in einem Minireview in der Literatur erwahnt.[*” Leider werden in der Publikation
keinerlei Angaben zu Ausbeuten und Selektivitaten gemacht.

Die Synthese der Tubuvalin-Einheit startet mit Cbz-Valinol A, welches mittels
Swern-Oxidation zum a-Aminoaldehyd oxidiert und anschlie3end mit dem Phospho-
niumsalz B in einer Wittig-Reaktion umgesetzt wurde (Schema 2.1). Der resultie-
rende Thiazolylenolether C wurde mit HCI zum Thiazolylketon D hydrolysiert. Nach
der Umschitzung des Ethylesters zum B-TMS-Ethylester, wurde die Cbz-Amino-
funktion alkyliert. Dabei wurden verschiedene N,O-Acetalester-Funktionen eingefihrt.
Die Reste ,R” sind leider nicht ndher spezifiziert. Nach Alkylierung wurde mit TBAF
die Saurefunktion wieder freigesetzt, wobei die Tubuvalin-Analoga E erhalten
wurden. Die eher ungewdhnliche TMS-Ethylester-Schutzgruppe ist dabei nétig, da
sie im Gegensatz zum normalen Ethylester orthogonal zum basen- und saurelabilen
N,O-Acetal ist.

j:/ 1) Swern-Oxidation
2) BIDBU Ho
oz O T kaE bz ﬁoa
H
A

Ph3P)\(’\i7)LOEt

1) NaOH
23 TMSELOH/DCC 0 o
3) NaH/RCO,CH,CI =
4; NaH/RCO,CHy Cbz\N /I\i/?)J\OH R = Alkyl, Aryl, Heteroaryl

Q S

(0]
A E
0" R

Schema 2.1: Synthese der Tuv-Analoga E nach Hofle.

Der Schlusselschritt bei der Synthese des Tubuphenylalanins ist eine stereo-
selektive a-Alkylierung von y-Phenylalanin nach Evans (Schema 2.2). Dazu wurde
Phenylalaninol F durch eine kombinierte Swern-/Wittig-Reaktion um zwei C-Einheiten
verlangert und anschlieend mit dem Evans-Auxiliar H gekntpft. Nach erfolgter a-
Alkylierung von | wurde das Auxiliar mit LIOOH abgespalten und die Saurefunktion
wiederum mit dem orthogonalen TMS-Ethylester geschiitzt, wobei Tup-Derivat K
erhalten wurde.
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Schema 2.2: Synthese von Tup nach Hofle.

Die Vervollstandigung der Synthese ist in Schema 2.3 dargestellt. Die beiden
Fragmente E und K wurden zum Dipeptid L geknlpft. Dabei wurde die Saure als
Pentafluorphenolester aktiviert. Interessanterweise wurde die Cbz-Schutzgruppe im
darauf folgenden Schritt durch katalytische Hydrierung entfernt. Dies verwundert
insofern, da der Schwefel des Thiazolringes eigentlich den Katalysator vergiften
sollte. Das freie Amin wurde dann mit dem Dipeptid M, welches ebenfalls als PFP-
Ester aktiviert wurde, zum Tetrapeptid N umgesetzt. Dabei wurde bei der Knipfung
erstaunlicherweise das sekundare Amin trotz des sterischen Anspruchs akzeptiert.
Leider sind keine Angaben zur Ausbeute oder etwaigen Epimerisierung des
Isoleucins gemacht.
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Schema 2.3: Synthese verschiedener Tubulysine nach Hoéfle.
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Anschliel3end wurde das Keton reduziert und der resultierende Alkohol acetyliert.
Im letzten Schritt wurde dann die Séaure-Schutzgruppe mit TBAF entfernt, wobei die
Tubulysine O erhalten wurden. In dem anfangs erwéhnten Minireview von Zanda und
Neri ist auch eine Totalsynthese der Firma Morphochem erwahnt, die 2004 zum
Patent angemeldet wurde.*!) Auf Grund der sehr sparlichen Informationen soll dies
hier nur am Rande erwahnt werden.

2.4.2 Diverse Totalsynthesen der Tubulysine U und V

Die erste in der Literatur vollstandig beschriebene Totalsynthese eines Tubuly-
sins stammt von Domling und Wessjohann aus dem Jahre 2006 und beschreibt die
Synthesen der Tubulysine U und V."? Diese zeichnen sich dadurch aus, dass sie
keine N,O-Acetalesterfunktion besitzen und daher nicht sicher ist, ob es sich wirklich
um vollwertige Tubulysine oder um Biosyntheseintermediate handelt. Diese Verbin-
dungen besitzen zwar eine geringere Aktivitat als die der Reihe A-I, liegen aber
immer noch in der GréRenordnung von Taxol® oder Epothilon. Daher sind diese
Naturstoffe ebenfalls sehr interessant, zumal sie aus synthetischer Sicht leichter
zugéanglich sind als die strukturell komplizierteren Tubulysine A-I. Die Darstellung
des Tup-Fragmentes ist in Schema 2.4 dargestellt. Der Schlisselschritt zur Synthese
von Tup ist eine Auxiliar-vermittelte Ringoffnung eines Azirins. Als Auxiliar fungiert
Pseudoephedrin, das mit Propionsaure zu dem Ausgangsstoff A umgesetzt wurde.
Anschlielend wurde A mit LDA deprotoniert und dem Azirin B umgesetzt. Dabei
erhielt man das syn-Diasteromer C mit 85% Ausbeute und 81% ds. Das anti-lsomer
konnte dabei durch Kristallisation abgetrennt werden. Nach der sauren Hydrolyse
des Auxiliars wurde die freie Saure verestert (D,) und die Tosylschutzgruppe Uber
einen zweistufigen Prozess entfernt, so dass Tup Es in wenigen Schritten
stereoselektiv und mit durchweg sehr guten Ausbeuten erhalten wurde.

Ts

N
| OH @NA B NHTs: | OH

/\H/N LDA/LiCI/THF/-78°C ©\/\/*\H/N H,SO,/Dioxan
: 86% : 91%
o) = 81%ds O -
A c

NHTs= R1\N,R2 B} —Mg/MeOH E,, R =Ts, R,=Boc

- R H : Ultraschall

OR BOC/ZO/DOMAP - : OMe rg%%/oa
100% —— > E,, Ry =H, R,=Boc

o o) HCI/Di%}(an
— D1, R=H 100%
HCI/IV(I)}EOH — > E3,R{=H,R;=H
85%

—> D,, R=Me

Schema 2.4: Synthese von Tup nach Démling und Wessjohann.
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Zur Darstellung des Tuv wurde eine neuartige Drei-Komponentenreaktion zur
Synthese von 2-Hydroxymethylthiazolen verwendet (Schema 2.5). Das Schoéllkopf-
Isonitril F wurde mit Boc-geschitztem Homovalin-Aldehyd G und Thioessigsaure H in
einer Eintopfreaktion mit 40% Ausbeute und einer guten Diastereoselektivitat (3:1)
zum Tubuvalin I3 umgesetzt. Nach der simultanen Verseifung des Acetats und des
Methylesters wurde die freie Saure mit Tup Ez zum Dipeptid J geknupft.

Anschlie3end wurde die Boc-Schutzgruppe mit TFA gespalten und das Tuv-Tup-
Fragment J mit dem Dipeptid D-Mep-L-lle geknupft, wobei die Saure als
p-Nitrophenolester aktiviert wurde. Nach der Acetylierung der Hydroxyfunktion mit
Essigsaureanhydrid wurde das Tetrapeptid K mit einer hervorragenden Ausbeute
von 83% uber drei Stufen erhalten. Allerdings zeigte sich, dass das Stereozentrum
im lle quantitativ racemisiert war, so dass man ein 1:1 Gemisch der beiden
Diasteromere erhielt. Nichtsdestotrotz konnten die beiden Epimere chromato-
graphisch getrennt werden, so dass letztendlich 40% des gewiinschten Diastereo-
mers isoliert werden konnten. Im letzten Schritt wurde der Methylester selektiv neben
dem Acetat mit einer Schweineleberesterase verseift, wobei Tubulysin U erhalten
wurde. Tubulysin V, welches statt des Acetats eine freie OH-Gruppe besitzt, ist
zuganglich durch vollstandige basische Hydrolyse von K.

|
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O e PN No * S NsH a% OONTN /J)J\Om
H J
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¢ : NaOH/THF/H,0 I, Ry =Me, Ry = Ac
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J S
—— K, R=Me
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DGR TE
9 S
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Schema 2.5: Synthese von Tuv und Tubulysin U nach Démling und Wessjohann.

Knapp ein Jahr spater wurden weitere Totalsynthesen von Tubulysin U und V
durch die Arbeitsgruppe Zanda publiziert.*®! Im Gegensatz zu den oben beschriebe-
nen Varianten, wurde das Tup als Epimerengemisch dargestellt und anschlieRend
chromatographisch getrennt (Schema 2.6). Im ersten Schritt wurde in einer S,-Reak-
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tion das Triflat A mit dem Methylmalonat B umgesetzt. Nach saurer Hydrolyse und
Decarboxylierung erhielt man Tubuphenylalanin D als Diastereomerengemisch im
Verhéltnis 1:1. Zur chromatographischen Trennung der Epimere sollte die Amin-
Funktion Boc-geschiutzt und die Sé&ure in den Methylester Uberfuhrt werden.
Allerdings konnte der Methylester E nicht chromatographisch aufgetrennt werden.
Nach extensiven Experimenten fanden Zanda et al. heraus, dass sich die beiden (-)-
Mentholester F relativ leicht chromatographisch trennen lassen. Nach der Umschut-
zung des Esters konnte so Tup G im Multigrammmalf3stab hergestellt werden.

o o
Eto)H)LOEt
Nariocc B COOEt pcyHoag145°c. HCI
Pht\H off ——o— Pht\H COOEt &% ~  H,N - OH

A c =11 O D
1) 2,2-Dimethoxypropan
HCI/MeOH/60°C 1) LIOH/THF/H,O
2) Boc,O/Et3N/ACN 2) (-)-Menthol/DCC/DMAP
) Boc, Oty Boc- OMe -2 ()Mentho Boc.. OMenth
90% H 64% N
E o) H F g

1) HCI/130°C
2) 2,2-Dimethoxypropan
HCI/MeOH/60°C

94%

HCI

Boc.
N

Schema 2.6: Synthese von Tup nach Zanda.

Die Synthese von Tuv ist in Schema 2.7 dargestellt und beinhaltet mehrere
Schlusselschritte. Im ersten Schritt wurde Cystein H mit Pyruvaldehyd zum Thiazoli-
din | umgesetzt und anschlieBend mit MnO, zum Thiazol J oxidiert. Die Ausbeute
betrug dabei 52% uber beide Stufen. AnschlieRend wurde J mit Iso-Butyraldehyd
und TiCl, als Lewisséaure in einer Aldolkondensation (K) umgesetzt. Die Aminfunktion
wurde Uber eine Zinn-katalysierte Aza-Michael-Addition mit Boc-NH, eingefihrt,
wobei L racemisch isoliert wurde. Mittels Corey-Bakshi-Shibata-Reaktion wurde das
Keton anschliel3end stereoselektiv zum sekundaren Alkohol reduziert, wobei die
Ausbeute nur moderate 60% betrug. Die beiden Epimere M sind flashchromato-
graphisch leicht trennbar, so dass das gewiinschte Tuv M, mit 90% ee erhalten
wurde.
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Schema 2.7: Synthese von Tuv nach Zanda.

Nach der quantitativen Verseifung des Ethylesters wurde die freie Saure mit dem
Tup-Fragment G mit einer exzellenten Ausbeute (92%) zur Tuv-Tup-Einheit O
umgesetzt (Schema 2.8). Als Knlupfungsreagenz fungierte dabei HATU. Anschlies-
send wurde versucht das Tetrapeptid P durch schrittweise Umsetzung mit lle und
Mep aufzubauen um eine Epimerisierung des a-Stereozentrums im lle zu vermeiden
(s. oben). Zwar konnte das Dipeptid O mit lle problemlos zum Tripeptid umgesetzt
werden, aber die Knupfung mit Mep schlug fehl. Daher wurde entschieden, analog zu
Domling und Wessjohann, O direkt mit dem Dipeptid Mep-lle umzusetzen. Nach
einer extensiven Suche nach einem geeigneten Knipfungsreagenz, wurde die Saure
via gemischtes Anhydrid aktiviert. Dadurch konnte die Epimerisierung auf unter 5%
reduziert werden, so dass das Tetrapeptid nach chromatographischer Reinigung
diastereomerenrein mit 60% isoliert wurde. Quantitative Verseifung des Methylesters
ergab Tubulysin V und anschlielRende Acetylierung Tubulysin U.

HOAtHATU 1) TEAIDCM
TMP/DMF /OGN
N+ G—— Boc. 2) D-Mep-L-lle/NMM/EE
92% N 60%

H

— TUbU, R1 = Ac, R2=H

- P, R1 H, Rz— Me
LiOH
> 4 0 ORy O THEO
/-'\H/N/ N47)J\ =% > TubV,R;=H, R,=H
N " N - N Ac,O/Py
Y | v/ H 57%

Schema 2.8: Synthese der Tubulysine U und V nach Zanda.
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Durch einen Vergleich der NMR-Spektren mit den Spektren von DOmling und
Wessjohann stellte sich im nachhinein heraus, dass diese unwissentlich die epi-
Tubulysine U und V synthetisiert hatten, da ihnen bei der Bestimmung des
Stereozentrums der Tubuvalin-Einheit ein Fehler unterlaufen war. Dies wurde in einer
Corrigenda 2007 richtig gestellt.!**!

Eine weitere Totalsynthese der Tubulysine U und V stammt von Fecik et al. aus
dem Jahre 2009.1%) Auch hier ist der Schliisselschritt zur Einfilhrung der korrekten
Stereochemie im Tuv-Fragment eine CBS-Reduktion. Allerdings sollte diese hier erst
auf der fast fertigen Stufe des Tetrapeptides erfolgen, &hnlich wie bei der
Totalsynthese nach Hofle. Die Synthese des Keto-Tuv-Analogons D ist in Schema
2.9 dargestellt. Das Brom im Bromthiazol A wurde in einem Metall-Halogen-Aus-
tausch mittels n-Buli durch Lithium ersetzt und anschlieRend mit dem Weinrebamid
B, welches in vier Stufen aus L-Valin zugangig war, zum a-Ketothiazol C umgesetzt.
Die Ausbeute war mit 86% exzellent. Die Silylschutzgruppe wurde entfernt und der
Alkohol in einer zweistufigen Dess-Martin-Lindgren-Oxidation zur S&ure D oxidiert.

. 0
Br N n-BuLi N
\(/fOTBDPs U . BooN /J/\OTBDPS
S A BocyN l?l > c S
86% B

1) HF-Py
2) DMP
3) NaClO,/NaH,PO, O O

2-Methyl-2-buten B NI/U\(/N OH
56% (3 Stufen) 0C2 /
D S

Schema 2.9: Synthese von Tuv nach Fecik.

Die Synthese von Tup erfolgte durch Methylierung von Lactam E, wobei die Ben-
zylseitenkette fir eine induzierte Diastereoselektivitat sorgte (Schema 2.10). Das
gewinschte Produkt F, wurde mit 52% Ausbeute isoliert. Daneben entstanden noch
12% des doppelt methylierten Lactams F;1. Nach der Verseifung des Lactams F;, zur
Saure, konnte diese durch Umkristallisation diastereomerenrein erhalten werden. Fur
die weitere Synthese wurde die freie Sdure in den Benzylester G Uberfuhrt.

i NaHMDS/Mel i i 1) LiOH

) -78°C auf -40°C 2) BnBr/DBU

\ \ * \ 75% (2 Stufen) Boc.. N
NBoc ' NBoc NBoc H

O g O Fy:12% O Fy:52%, dr = 10:1 >99% ds

Schema 2.10: Synthese von Tup nach Fecik.
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Im Folgenden wurde durch sukzessive Peptidkntpfungen (68% uber vier Stufen)
das Tripeptid H synthetisiert (Schema 2.11). Auf dieser Stufe wurde die stereo-
selektive CBS-Reduktion zum sekundaren Alkohol durchgefuhrt, wobei das
gewilnschte Epimer | diastereomerenrein mit 66% isoliert wurde. Versuche die
Reduktion auf der Stufe des Tetrapeptides durchzuflihren, scheiterten an nicht
identifizierbaren Produktgemischen. AnschlieBende Knipfung mit Mep und
Entschitzung sowie Acetylierung lieferten die Tubulysine U und V.

(S)-CBS
OBn BH;DMS
—_—
66%

1) HCI/Dioxan
OBn  2) Mep-PFP/NMM
—_—

80% (2 Stufen)

NS S O
. —J:R1=H,R2=Bn (\; H 0] OR1 O
ok N/\H/N"' N /N47)J\N
AcOPy | Tubulysin V2 Rq =H, Ry =H 5 H 5 / H
64% o
— Tubulysin U: Ry =Ac,R,=H

Schema 2.11: Synthese der Tubulysine U und V nach Fecik.

Durch die Verwendung des (R)-CBS-Katalysators statt der (S)-Form konnten mit
Hilfe dieser Syntheseroute auch leicht die epi-Tubulysine U und V synthetisiert
werden. Ihre biologische Aktivitat im Vergleich zu den normalen Tubulysinen U und V
wird im nachsten Kapitel erlautert.

Die letzte bekannte Totalsynthese von Tub U und V wurde im letzten Jahr von
Tamura et al. vorgestellt.“® Auch sie soll hier kurz besprochen werden, da sie eine
interessante Schutzgruppenstrategie verfolgt (Schema 2.12). Der Schlisselschritt
zur Synthese des Tuv-Fragmentes ist eine doppelt Auxiliar-gesteuerte 1,3-dipolare
Cycloaddition eines chiralen Nitrons an ein chirales Acrylamid. Das chirale Nitron A
enthalt als Auxiliar einen D-Gulosylrest’ (R*) und das chirale Dipolarophil B ist ein
N-Acryloylcamphersultam. Die Umsetzung der beiden Komponenten fuhrte in sehr
guter Ausbeute zum Isooxazolidin-Derivat C. Die Diastereoselektivitat ist dabei mit
85% zwar ganz passabel, konnte aber fir eine doppelte Induktion deutlich besser
sein. AnschlieBend wurden in einem dreistufigen Prozess die beiden Auxiliare

" Gulose ist eine Hexose.
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abgespalten und der Stickstoff Fmoc-geschiitzt (D). Die freie Sdure wurde mit HATU
aktiviert und mit (S)-Tritylcysteinmethylester zum entsprechenden Dipeptid geknupft.
Dieses wiederum wurde mit Hilfe in situ generiertem bis(Triphenyl)oxodiphospho-
niumtrifluormethansulfonat zum Thiazolin cyclisiert und anschlieRend mit aktiviertem
MnO, zum Thiazol oxidiert. Dabei wurde E ausgehend von D mit einer Gesamtaus-
beute von 62% Uber drei Stufen isoliert. Das Interessante dabei ist, das E ein
verkapptes Tubuvalin ist, bei dem der Isooxazolidin-Ring als Schutzgruppe fungiert.

H\ /NJV 1) Ligg 1) (S)-Tr-gysf-%Me
R 2) HCI 2) PhaP=O/T

NI O"Sb B R N\ C 3) Fmoc-Cl Fmoc\N\ 3) Mn302 z
*R™+°0O" DCM/40°C 0= 88% (3 Stufen) o—, 62% (3 Stufen)

A 85% 85% g5 COX" D COOH
Fmoc - N (\ j;

o, /\\(
E —N 57% (6 Stufen)
S. ~—COOMe

—— TubulysinV:R=H

—> Tubulysin U: R=Ac

MO(CO)@
71% N/ﬁrN/q\I/k(J)J\

Schema 2.12: Synthese von Tubulysin U und V nach Tamura.

E wurde anschliel3end in sechs Stufen mit einer Gesamtausbeute von 57% in das
Tetrapeptid F Gberfuhrt. An dieser Stelle wurde die N-O-Bindung des Isooxazolidin-
Ringes reduktiv mit Mo(CO)e geéffnet, wobei Tubulysin V erhalten wurde. Tubu-
lysin U wurde durch nachtragliche Acetylierung nahezu quantitativ isoliert.

2.4.3 Totalsynthese von Tubulysin D nach Ellman

Im Gegensatz zu den verschiedenen Totalsynthesen von Tub U und V, ist in der
Literatur bis heute nur eine vollstéandige Totalsynthese von Tubulysin D beschrieben.
Sie stammt aus dem Jahre 2006 und wurde von Ellman et al. publiziert.*”! Dies liegt
daran, dass die Totalsynthese der Tubulysine A-l auf Grund der N,O-Acetal-
esterfunktion ungleich schwieriger ist. Die Synthese der Fragmente Tup und Tuv ist
in Schema 2.13 dargestellt. Das Tup wurde in einer dreistufigen Synthese
hergestellt. Der Schllisselschritt ist dabei eine Smly-vermittelte reduktive Kupplung
von Methylacrylsdureester B und Phenylacetaldimin A. Nach saulenchromatographi-

30



Kenntnisstand

scher Reinigung wurde C diastereomerenrein erhalten. Simultane Entschitzung der
Amin- und Esterfunktion lieferte Tup D in quantitativer Ausbeute.

Der Schliusselschritt zur Synthese des Tuv ist eine Addition von einem
Titanenamin, welches durch Deprotonierung von E mit LDA und anschlieRender
Transmetallierung auf Titan in situ generiert wird, an den Thiazolaldehyd F. Dabei
konnte Imin G mit einer sehr guten Ausbeute von 90% und 92% ds erhalten werden.
Die stereoselektive Reduktion des Imins mit NaBH, lieferte Tuv H mit 91% ds.

Sml,/LiBr HCI
)J\ Hzoé'gl-/lF OMe Dlo:gg‘/)/HZO HC,L \
COOMe ° ° 2

A B

I o o

/ .

+ HN%OMG LDACITH(OPr)y-76°C >‘
>r 0 S 90%

E F 92% ds

NaBH,/Ti(OEt), OH \ 0 —— H, R=t-BuSO
THF/-78°C R. _
— 8% H /J)J\OMe HCI/DlogggZMeOH

91% ds S e I, R = H-HCI

oM
Q )\/u\ N
Na., 0" ~cl
’ Cl VDIPEA/DCM_ OMe KHMDS/THF/-45°C
) 3%

wn-Z

73%
—— K,R=H
—> L,R=TES

N 0 OR N 0 1) Mep-PFP/Pd(C)/H,/EE (\: H Q QH N Q
37, N /ﬁOMe 2)AcOH/T7HE|;;H20 N/ﬁ]/ 1, N /J)J\OR
Lo L S : o .
N O
)\)\ N
O

TESOTf/LutIdIn/DCM

67%

Me;SnOH 0,R=Me
1) DIC/PFP/DCM
2) DIPEA/D
3) Ac,O/Py N/\H/N,
66%

DCE/60°C
Tubulysin D
Schema 2.13: Totalsynthese von Tubulysin D nach Ellman.

31



Kenntnisstand

Tubuvalin | wurde am N-Terminus quantitativ entschiitzt und mit a-Azidoiso-
leucinchlorid zum Dipeptid K geknupft. Die Maskierung der Aminfunktion in Form des
Azids wurde gewahlt um die zum N,O-Acetal nicht orthogonalen Carbamat-
Schutzgruppen zu umgehen. Nach der TES-Schitzung der Hydroxygruppe wurde L
am Amidstickstoff mit KHMDS deprotoniert und mit M umgesetzt. Das Azid des
resultierenden Produktes N wurde in einer Eintopfreaktion zum Amin hydriert und mit
Mep-PFP zum Tripeptid gekndpft. AnschlieBend wurden nacheinander die
Silylschutzgruppe und der Methylester gespalten. Dazu musste wegen dem basen-
labilen N,O-Acetal Me3SnOH verwendet werden. Die Knupfung von P mit Tup-
Fragment D mittels PFP und anschlielBende Reacetylierung der Hydroxyfunktion
komplettiert die Synthese zum Tubulysin D mit einer Gesamtausbeute von 13% uber
16 Stufen.

2.4.4 Totalsynthese von Tubulysin B nach Wessjohann

Die einzige bisher beschriebene Totalsynthese eines Tubulysins mit einer
Tubutyrosin-Einheit (Tut) ist die Totalsynthese von Tubulysin B von Wessjohann et
al. aus dem Jahre 2009.% Die Synthese des Tut erfolgte analog zur Synthese des
Tup nach Zanda (s. oben). Das kommerziell erhéltliche N,O-geschiitzte Tyrosinol A
wurde mittels TEMPO-Oxidation in den entsprechenden Aldehyd udberfihrt und
dieser anschlie3end ohne Reinigung in einer Wittig-Reaktion zu Olefin B umgesetzt
(Schema 2.14). Die Ausbeute Uber beide Stufen betrug 44%. Erstaunlicherweise
fuhrte eine analoge Reaktionsfihrung mittels Swern-Oxidation zur vollstandigen
Racemisierung. Simultane Entschitzung des Benzylethers und Hydrierung der
Doppelbindung lieferte die beiden Epimere C; und C, im Verhdltnis 1:2.5, welche
mittels praparativer HPLC getrennt werden konnten.

OBn
OBn
1) Tempo-Oxidation
2) PhsP=C(CH3)COOEt Pd(C)/H,
Boc . N OH 44% Boc. N = OEt %
H A H B 9
1) LIOH/THF/H,0O
2) HCI/EE/H,0 HCI
Boc. N 53% H,N
H c,

Schema 2.14: Synthese von Tubutyrosin nach Wessjohann.
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Sukzessive Entschitzung am C- und N-Terminus lieferte Tubutyrosin D.
Interessanterweise konnten die analogen Mentholester C chromatographisch nicht
getrennt werden, wie dies bei der analogen Synthese von Tup nach Zanda
beschrieben ist.

Die Synthese des bendtigten Tripeptides E erfolgte analog zur Totalsynthese von
Tubulysin D nach Ellman (Schema 2.15). Der einzige Unterschied ist der Rest am
Ester des N,O-Acetals. Die Spaltung der Silylschutzgruppe von E lieferte allerdings
im Gegensatz zur analogen Reaktion in Schema 2.13 ein 1:1 Produktgemisch aus
dem gewinschten Alkohol F; und dem cyclisierten Nebenprodukt F,. Anscheinend
schirmt die sterisch weniger anspruchsvolle Propylgruppe das N,O-Acetal weit
weniger ab, so dass die Hydroxygruppe intramolekular an diesem Acetal unter
Abspaltung von Buttersaure angreifen kann. Alle Versuche, die Nebenreaktion zu
unterdriicken bzw. das Produktgemisch zu trennen, scheiterten. Glucklicherweise
konnte das cyclische Nebenprodukt F, nach der Spaltung des Methylesters und der
Reacetylierung der Hydroxyfunktion auf der Saurestufe vom Produkt G abgetrennt
werden. Die Knupfung von G mit Tut-Fragment D mittels PFP komplettiert die erste
Totalsynthese von Tubulysin B.

~ N, N HZO/THF N,
L o ”f ¢ J*Ome

kO
O
1) MesSnOH/DCE N/\n/ N’
3
2) Ac,0
) (2 Stufen)

(\: e \/(/c')i\ 0
H N/,, N
ITI N ¢ / OH 1) DIC/PFP/DCM

o . K S 2) DIPEA/D

N (@) G %

Schema 2.15: Synthese von Tubulysin B nach Wessjohann.

Tubulysin B
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Auf analoge Art und Weise synthetisierte die Arbeitsgruppe unter Verwendung
des epi-Tubutyrosins C; auch das epi-Tubulysin B, das sich nur durch die Stereo-
chemie der Methylgruppe am C-Terminus unterscheidet. Ein Vergleich der Cytotoxi-
zitaten von Tubulysin B und seinem C,-Epimer gegeniiber PC-3%- und HAT-29°-
Krebszellen zeigte kurioserweise eine fast identische Aktivitat (Glsp = 1.1 nM gegen-
Uber 0.8 nM und 1.0 nM gegentiber 1.4 nM). Dies zeigt, dass die Stereochemie der
Methylgruppe nur einen sehr geringen Einfluss auf die Cytoxizitat besitzt.

2.4.5 Totalsynthese von N'*-Desacetoxytubulysin H nach Wipf

2007 beschrieben Wipf und Mitarbeiter eine Totalsynthese von N**-Desacetoxy-
tubulysin H.[*°! Die Synthese ist in Schema 2.16 stark verkirzt dargestellt. Der
Schlusselschritt bei der Synthese des N-Desacetoxytubuvalin D ist eine Grignard-
Reaktion nach Knochel. Dazu wurde das Bromthiazol B durch einen Halogen-Metall-
Austausch mit dem Knochelreagenz sec-Butylmagnesiumchlorid in die entsprechen-
de Grignardverbindung uberfihrt und an den Homovalinaldehyd A addiert. Die
beiden Produkte C; und C, wurden mit einer Gesamtausbeute von 60% im Verhaltnis
2:1 zu Gunsten des gewinschten Epimers C; erhalten. Nach sdulenchromatogra-
phischer Trennung konnte das gewiinschte syn-Produkt C; mit 40% Ausbeute isoliert
werden. Anschlielende Standardtransformationen ergaben das N-Desacetoxy-
tubuvalin D. Dieses wurde in sechs weiteren Stufen zum N-Desacetoxytubulysin H
umgesetzt. Die Gesamtausbeute der Totalsynthese betrug dabei 2.1% uber 20
Stufen fur die langste lineare Sequenz.

Br N
Boc.. b _SecButy-MgCITHF,  BoCs N OTBS + anti-Produkt C,
] 60% | c. % /
1

A

1) AcCINEt; 1) DMP
2) TBAF 2) NaClO,/2-Methyl-2-buten  Boc -

63% 90% |

27% (6 Stufen) N/\W N’

N-Desacetoxytubulysin H

Schema 2.16: Totalsynthese von N'*-Desacetoxytubulysin H nach Wipf.

8 Humanes Prostatakarzinom
® Humanes Dickdarmkarzinom
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2.4.6 Totalsynthese von Pratubulysin nach Kazmaier

Im Rahmen der Dissertation von A. Ullrich aus dem Jahre 2008 wurde in
unserem AK eine Totalsynthese fiir Pratubulysin entwickelt.”® Wie in Kapitel 2.3.2
beschrieben, handelt sich dabei um die einige Jahre zuvor postulierte biosyntheti-
sche Vorstufe von Tubulysin. Die Synthese ist in Schema 2.17 dargestellt. Ausge-
hend von Boc-Valinmethylester A wurde in einer DibalH-Wittig-Eintopf-Reaktion das
ungesattigte Nitril B hergestellt, welches wiederum in drei Stufen in das gesattigte
Thioamid C tberfuhrt wurde (Gesamtausbeute von 55% Uber funf Stufen).

1) Pd(C)/Ho/MeOH
1) DibalH/Toluol/-78°C 2) NaH/Mel/DMF
Boc.. N O._ 2)PPhgP=CHCN Boc N = CN 3 H2SINEty/CHCIy Boc. N NH,
H 71% (2 Stufen) H 78% (3 Stufen) |

A © B c S
1) BI’CHchCOZEt
Aceton/-10°C (o) 1) HCI/Dioxan
2) TFA,0/Py B N 2) Cbz-L-lle/BEP
DCM/-30°C oC. __DIPEAIDCM __
’z
84% T J)J\OEt 8% (2 Stufen) J)J\OEt
D S
3 gEz” '(",gﬁfip o o 1) NaOH/Dioxan/H,0
IBCF/NMM (\? H N 2) IBCF/NMM/Tup'OMe
THF/-20°C : N, 3) HBr/HOAC
_THR0C__ Ny N 4 oEt 2
76% (2 Stufen) | /) 4) (CH,0),/NaBH5CN
Coz O o S 5) NaOH/Dioxan/H,0
F 6) TFA

55% (5 Stufen)

Pratubulysin

Schema 2.17: Totalsynthese von Préatubulysin nach Kazmaier.

Anschlieend wurde C mit Brombrenztraubensaureethylester zum Thiazolin
kondensiert und mit TFA,O und Pyridin zum Thiazol D dehydratisiert. Im Gegensatz
zu allen vorangegangenen Syntheserouten wurde das Préatubulysin durch sukzessive
Peptidknipfungen aufgebaut um potentielle Racemisierungen zu vermeiden. So
wurde das Tubuvalin-Fragment D mit Cbz-Isoleucin zuerst zum Dipeptid E und
anschlieBend mit Cbz-Pipecolinsaure zum Tripeptid F umgesetzt. Dabei kam es zu
keinerlei Epimerisierungen und das Tripeptid F konnte mit einer Ausbeute von 64%
ausgehend von D erhalten werden. Ein weiterer wichtiger Unterschied zu den obigen
Synthesen ist die Verwendung von geschiitzter statt N-methylierter Pipecolinsaure.
Dies hat den Vorteil, dass sich die Verbindungen viel leichter chromatographieren
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lassen und die Reaktion sauberer verlauft als die Knipfung mit Mep. Anschlie3end
wurde das Tripeptid F am C-Terminus verseift und mit Tup zum Tetrapeptid geknupft.
Auf dieser Stufe wurde nun die Methylgruppe an der Pipecolinsdure-Einheit wie folgt
eingefiihrt. Die Cbz-Schutzgruppe wurde mit HBr in Eisessig entfernt (Hydrierungen
schlugen wegen dem Schwefel im Molekil fehl) und die freie Aminfunktion unter
Verwendung von Paraformaldehyd und NaBH3;CN reduktiv methyliert. Im letzten
Schritt wurde der Methylester der Tup-Einheit verseift und das Pratubulysin als TFA-
Salz isoliert. Die Uberfihrung in das TFA-Salz hat zwei wichtige Vorteile: die
Verbindung lasst sich chromatographieren und sie ist besser lagerbar. Die
Gesamtausbeute Uber die letzten finf Stufen betrug dabei 55%. AuRerdem wurden
auf analoge Weise weitere Analoga, wie z. B. das 2-Desmethylpratubulysin synthe-
tisiert, welches sich im Vergleich zum Pratubulysin einzig darin unterscheidet, dass
es im Tup-Teil keine Methyl-Gruppe in der a—Position besitzt. Die Cytotoxizitats-
studien dieser beiden Derivate sind in Tabelle 2.2 dargestellt.

Tabelle 2.2: Cytotoxizitdten von Pratubulysin und Analoga gegen diverse Krebszell-
linien.

ICs0 (ng/mL)
Zelllinie*
Tubulysin A Tubulysin D  Pratubulysin 2-Desmethylpratubulysin

HL-60 0.05 0.003 0.014 0.22
A431 0.10 0.012 1.24 0.34
A549 0.09 0.006 4.35 31.2
COS-7 0.08 0.034 1.13 9.63
HEK293T 0.05 0.010 0.23 1.68
HepG2 0.12 0.007 0.64 8.75
K562 0.40 0.022 0.35 2.50
KB3.1 0.16 0.018 2.32 26.3
L929 0.21 0.017 3.87 40.0
SH-SY5Y 0.21 0.011 0.61 2.90
SW480 0.02 0.004 0.21 3.16
U-2 OS 0.19 0.034 0.56 3.23
U937 0.05 0.003 0.04 0.38

% HL-60: Humane akute Promyelozytenleukamie, A341: Epithelialkarzinom A-549: Humanes Lungen-
karzinom, COS-7: Nierenkarzinom der afrikanischen Meerkatze, HEK-293T: Humanes Nieren-
karzinom, HepG2: Humanes hepatozellulares Karzinom, K-562: Humane chronische myeloische
Leukamie, KB3.1: Humanes Gebarmutterhalskarzinom, L-929: Subkutanes Bindegewebe der Maus,
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SH-SY5Y: Humanes Neuroblastom, SW-480: Humanes Kolon-Adenokarzinom, U-2 OS: Humanes
Osteosarkom, U-937: Humanes histiozytisches Lymphon.

Man erkennt, dass das Préatubulysin, verglichen mit Tubulysin A, eine 1-20 fach
geringere Cytotoxizitat gegeniiber den getesteten Krebszelllinien aufweist, gegen-
Uber dem toxischeren Tubulysin D sogar der Faktor 10-50. In Anbetracht der starken
strukturellen Vereinfachung und der damit erheblich einfacheren Synthese, sind dies
immer noch hervorragende Ergebnisse, zumal die Aktivitat des Pratubulysins
weiterhin im unteren ng- bzw. sogar pg-Bereich liegt. Die Aktivitat des 2-Desmethyl-
pratubulysin ist gegenuber dem Préatubulysin nochmal um den Faktor 10 geringer,
obwohl es gegeniuber den Epithelialkarzinomzellen (A431) eine etwas hohere
Cytotoxizitat zeigt. Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen von
Wessjohann et al., die im Rahmen der Totalsynthese von Tubulysin B berichteten,
dass die Methylgruppe im Tup-Teil nur einen geringen Einfluss auf die Aktivitat
besitzt.!*®!

Neben den hier besprochenen Totalsynthesen sind in der Literatur auch
Synthesen von Tubulysin-Fragmenten zu finden. Diese sollen hier der Vollstandigkeit
halber nur erwahnt werden. So synthetisierten Friestad et al. die unnatirlichen
Aminosauren Tuv und Tup mittels Mangan-vermittelter stereoselektiver Kupplung von
lodiden mit Hydrazonen.®* Daneben finden sich in der Literatur Synthesen von Tuv-
Tup-Fragmenten nach Wipf®? und Chandrasekhar®¥. Zu guter Letzt wurde auch in
unserem Arbeitskreis im Rahmen einer Diplomarbeit eine neuartige Synthese von
Tubuphenylalanin, basierend auf einer stereoselektiven Irland-Claisen-Umlagerung
von B-Aminosaureallylestern, entwickelt.*

2.5 Synthese von Tubulysin-Derivaten

2.5.1 Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Tubulysin-A naloga

Neben den zuvor beschriebenen Totalsynthesen wurden in den letzten Jahren
zahlreiche Tubulysin-Derivate synthetisiert, um zum einen die teils sehr komplexen
Synthesen zu vereinfachen und zum anderen durch Struktur-Wirkungs-Beziehungen
(SAR) herauszufinden, welche Teile im Tubulysin fur die biologische Aktivitat
essentiell sind und welche man ,wegrationalisieren® kann. So synthetisierten
erstmals Wang et al. drei neue Derivate und unterzogen diese einer ausfuhrlichen
biologischen Evaluierung (Abbildung 2.17).% Allen Verbindungen ist gemeinsam,
dass sie statt des N,O-Acetals eine Methylgruppe am Tuv-NH besitzen. Das erste
Derivat ist das N-Desacetoxytubulysin H von Wipf et al., dessen Totalsynthese im
letzten Kapitel vorgestellt wurde.”®! Die beiden anderen Derivate wurden analog
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synthetisiert, wobei die N-Methylpipecolinsdure durch N,N-Dimethylglycin substituiert
wurde. Die beiden Derivate A und epi-A unterscheiden sich wiederum in der
Konfiguration der Acetoxygruppe am C-11. Dadurch sollte der Einfluss dieses
Zentrums auf die Aktivitat Uberprift werden, da dieses labile Stereozentrum die
Synthese der Tubulysine ebenfalls erschwert.

Zur Cytotoxizitatsbestimmung der Derivate wurde der Glso-Wert'® gegeniiber
T98G-Zellen*! bestimmt. Wahrend das N-Desacetoxytubulysin H mit einem Wert von
1.6 nM immer noch im unteren nanomolaren Bereich liegt (eine 10er Potenz geringer
als Tubulysin A), bricht die Aktiviat der Derivate A und epi-A deutlich ein auf 350 nM
bzw. 400 nM. Die fast identischen Werte zeigen, dass die Stereochemie fur den Glso-
Wert keine grof3e Rolle spielt, wahrend bei der Inhibierung von isoliertem Tubulin die
naturliche (R)-Konfiguration deutlich bevorzugt wird. Der Ring am N-Terminus
scheint ebenfalls wichtig zu sein wie der Vergleich mit der offenkettigen Variante A
zeigt. Das wichtigste Ergebnis dieser Experimente war die Tatsache, dass das labile
N,O-Acetal keine grol3e Rolle fir die antimitotische Wirkung spielt.

N-Desacetoxytubulysin H

Abbildung 2.17: N-Methyltubulysin-Derivate nach Wang.

Ellman et al. synthetisierten mehrere Tubulysin D-Derivate, bei denen sie sowohl
den N- als auch den C-Terminus variierten.!®®! Dadurch konnte der Einfluss der
beiden Enden auf die biologische Aktivitat untersucht werden. Die Verbindungen sind
in Abbildung 2.18 dargestellt und wurden alle bezuglich ihrer Cytotoxizitat gegen
verschiedene Zelllinien getestet (Tabelle 2.3).

195006 growth inhibitory concentration. Beim Glsy wird der hemmende Effekt auf das Nettozellwachs-
tum betrachtet, wahrend er beim ICs, auf das gesamte Zellwachstum bezogen wird.
™ Humane Glioblastom-Zellen.
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Modifikationen am C-Terminus
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Modifikationen am N-Terminus

Abbildung 2.18: Tubulysin D-Analoga nach Eliman.
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Tabelle 2.3: Biologische Aktivitat der Verbindungen B—F.

ICso [Ng/ML]
Analogon

L929% SW-480° KB-3.1°

Tubulysin D 0.056 0.022 0.070
B, 0.24 0.30 0.25

B, 3.5 0.91 1.8

Bs 0.30 0.35 0.22

B, 2.2 0.35 1.5

C; 0.040 0.10 0.029

C, 120 15 80

Cs 45 8.8 20

D 0.23 0.016 0.13

E 0.25 0.057 0.22

F 1.7 0.50 1.2

4 L-929: Subkutanes Bindegewebe der Maus; ® SW-480: Humanes Kolon-Adenokarzinom,® KB-3.1:
Humanes Gebarmutterhalskarzinom.

Die Untersuchungen der Derivate B zeigte, dass zahlreiche Modifikationen im
Tubuphenylalanin-Teil toleriert werden. So wurden sowohl hydrophobe (B;) als auch
hydrophile Reste akzeptiert (By). B zeigte eine Aktivitat, die nur um den Faktor 10
geringer war als die von Tubulysin D, wéhrend B, einen Aktivitatsverlust von zwei
Zehnerpotenzen aufweist.

Erstaunlicherweise fihrte eine Verkirzung zum Methylamid (B3) ebenfalls zu
einer Aktivitat im pg-Bereich. Sogar die vollstdndige Entfernung des Tup im Derivat
B4 beeinflusst die Aktivitdt nur geringfligig. Diese Ergebnisse zeigen, dass diese
Stelle im Tubulysin bestens geeignet ist, um umfangreiche Modifikationen durchzu-
fuhren, wie z. B. die Anbringung von Antikdrpern oder Fluoreszenzmarkern.

Anschlieend wurde der Einfluss des N-Terminus auf die Aktivitdt untersucht
(Derivate C). Die Substitution des Mep durch das kleinere N,N-Dimethylglycin (C,)
fuhrt sogar zu einer leichten Steigerung der Aktivitat gegentber dem Tubulysin D.
Dies ist doch sehr erstaunlich, da zuvor Wang et al. berichteten, dass diese
Substitution zu einem erheblichen Aktivitatsverlust fuhrt.”™® Verkiirzt man den
N-Terminus zum N-Acetyl- oder gar Azid-Rest, bricht die Aktivitat um den Faktor
1000 ein. Dies zeigt deutlich, dass das basische Amin fir die Bindung benétigt wird.

40



Kenntnisstand

Die Betrachtung der Derivate D und E bestatigte nochmals die Ergebnisse, dass
sowohl die Acetoxygruppe als auch die N,O-Acetalesterfunktion fur die Cytotoxizitat
von geringer Bedeutung sind. Derivat F kombiniert die Vereinfachungen von Derivat
B; und D. Eine Betrachtung der Aktivitat (0.5-1.7 ng/mL) zeigt, dass diese Struktur-
Wirkungs-Beziehungen kumulativ sind. Dies ist schon erstaunlich, da das Derivat F
nur noch 2/3 der molaren Masse von Tubulysin D besitzt. Angespornt durch diese
Ergebnisse wurden von Ellman et al. fir die Derivate D und F leistungsfahigere
Totalsynthesen entwickelt, da die bisherigen Synthesestrategien von der durch das
N,O-Acetal bedingten Schutzgruppen-Problematik gepragt war. Dabei konnte die
Totalausbeute fiir diese Verbindungen auf tiber 40% gesteigert werden.?"!

Auch die Arbeitsgruppe von Fecik beschaftigte sich intensiv mit SAR-Studien von
vereinfachten Tubulysin-Derivaten mit dem Ziel die minimalen Anforderungen der
Struktur fur die cytotoxische Aktivitat herauszufinden. So wurden Veranderungen der
RinggrélRe, N-Methylierung und der Konfiguration am N-Terminus untersucht
(Abbildung 2.19).5® Zu diesem Zweck wurden Derivate mit Pipecolinsaure (n = 2)
und Prolin (n = 1) synthetisiert. Zudem wurde der Einfluss der Methylgruppe im Tup
studiert, indem sowohl Desmethyl- als auch Dimethyl-Derivate hergestellt wurden.®
Allen Verbindungen ist gemein, dass sie statt der Acetal-Funktion eine normale
Amidbindung besitzen und statt der Acetoxy- eine Keto-Gruppe haben, da dieses
Strukturmerkmal konvergent ist mit der Totalsynthese von Tubulysin U und V, die von
Fecik et al. zuvor publiziert wurde.*®!

R1 =H,
Ry = H, Me G-J Rp =H, Me
Abbildung 2.19: Tubulysin-Derivate nach Fecik.

Die Ergebnisse der Cytotoxizitasstudien gegenuber 1A9-Ovarial-Krebszellen sind
in Tabelle 2.4 dargestellt, wobei das Hemiasterlin*?-Analogon HTI-286 als Referenz
verwendet wurde. Die Derivate G besitzen alle N-Methyl-Gruppen und variieren in
der RinggrofRe und der Konfiguration. Ein Vergleich von G; und G, zeigt, dass die
Ringgrol3e keinen signifikanten Einfluss besitzt. Es werden sowohl das Mep als auch
das N-Methylprolin akzeptiert. Dagegen ist die korrekte Stereochemie wichtig fir die
Aktivitat, da sich die Verbindungen G3 und G4 um den Faktor 200 unterscheiden. Es

12 Cytotoxisches Tripeptid des marinen Schwammes Cymbastella sp.
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wird also ganz klar die unnatirliche (R)-Konfiguration bevorzugt. Die zweite Gruppe
(Derivate H) sind analog zu den Verbindungen G, nur dass sie alle keine
N-Methylgruppe besitzen. Hier sieht man schnell, dass die Methylgruppe fir die
biologische Aktivitat sehr wichtig ist, da die 1Cso-Werte stark einbrechen.

Tabelle 2.4: Biologische der Aktivitat Verbindungen G-J.

Derivat R, R, R n Konf. (*) ICso [UM]?
G, Me H Me 1 R 0.8
G, Me H Me 1 S 18
Gs Me H Me 2 R 0.2
Gy Me H Me 2 S 25
Hy Me H H 1 R >33
H, Me H H 1 S >33
Hs Me H H 2 R 23
Hy Me H H 2 S 24
Iy H H Me 1 R 2.3
I, H H Me 2 R 0.6
J1 Me Me Me 1 R 2.7
J Me Me Me 2 R 15

HTI-286" 0.03 nM

2Gemessen in 1A9 Ovarial-Krebszellen; ° Hemiasterlin-Analogon.

Die Analoga | und J unterscheiden sich gegeniber den Verbindungen G; und G3
darin, dass sie unterschiedliche Substitutionsmuster am o-C-Atom des Tup
aufweisen. Wahrend die beiden Derivate | gar keine Methylgruppe an dieser Stelle
besitzen, sind die Derivate J doppelt methyliert. Alle Verbindungen werden ungefahr
in gleichem MalRe akzeptiert, was wiederum bestatigt, das der C-Terminus nur eine
geringe Bedeutung fur die Cytotoxizitat besitzt.

Um den Einfluss der Konfiguration am C-11 und C-13 im Tubuvalin-Mittelteil zu
untersuchen, synthetisierten Tamura et al. verschiedene Epimere von Tubulysin D
(Abbildung 2.20) und verglichen diese untereinander beziiglich ihrer Wirkung auf die
Tubulin-Polymerisation und das Zellwachstum.[®®! Dabei zeigte sich, dass diese
beiden Parameter nicht zwangslaufig miteinander korrelieren mussen.
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Abbildung 2.20: Tubulysin-D-Epimere nach Shibue.

Die Inhibierung der Tubulin-Polymerisation wurde mit isoliertem Material aus dem
Schweinehirn durchgefiihrt. Die 1Cso-Werte der Derivate K liegen alle zwischen
1.4 und 6.3 pM (nicht in Tabelle 2.5 enthalten). Dies zeigt, dass die Konfiguration so
gut wie keinen Einfluss auf die Tubulin-Polymerisation hat, was kontrar zu den
Ergebnissen von Wang et al. ist.*®

Die antiproliferative Wirkung der Epimere K auf vier verschiedene Zelllinien ist in
Tabelle 2.5 dargestellt. Durch Umkehr der Konfiguration der Acetoxygruppe am C-11
(K1) sinkt die Aktivitat, verglichen mit Tubulysin D, um den Faktor 100-1000. Noch
dramatischer ist der Einbruch bei der Retention des Stereozentrums am C-13 (Kp,
Faktor 10°). Werden sogar beide Stereozentren umgedreht (Ks), besitzt das
Tubulysin-Derivat praktisch keine cytotoxischen Eigenschaften mehr. Dies zeigt,
dass die Stereochemie im Tubuvalin, im Vergleich zu der des Tubuphenylalanins, fur
die biologische Aktivitat sehr wichtig ist.

Tabelle 2.5: Biologische Aktivitat der Epimere K.

ICs50 [NM]
Verbindung  Epimer  Konf. (11*)  Konf. (13%) HL60? HCT116°  MCF7° A549°
Tubulysin D R R 0.0047 0.0031 0.67 0.013
Ky 11-epi S R 3.1 13 280 43
K, 13-epi R S 98 920 240 1200
Ks 11,13-epi S S 3600 >10000 >10000 >10000

% HL60: Humane akute Promyelozytenleukamie; ® HCT-116: Humanes Kolonkarzinom; ¢ Humanes
Brustadenokarzinom; ¢ A-549: Humanes Lungenkarzinom.

Vor kurzem stellten Wessjohann et al. eine ganz neue Art von Tubulysin-Deriva-
ten vor, die sie als Tubugis bezeichneten.®¥ Das Interessante an diesen Verbin-
dungen ist, dass sie statt der labilen N,O-Acetalesterfunktion eine stabile Seitenkette
in Form eines dipeptoiden Elementes besitzen (Schema 2.18). Der synthetische
Schlusselschritt ist dabei eine Vier-Komponenten-Ugi-Reaktion. Als Amin-Kompo-
nente fungiert das Tubuvalin M, wéhrend als Saure-Komponente das bekannte Mep-
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lle-Dipeptid L Verwendung findet. Der Aldehyd und das Nitril sind variabel und
sorgen fur die Einfuhrung verschiedener Reste in der peptoiden Seitenkette. Die
Tripeptide N kdénnen dabei mit einer Ausbeute von 35-52% dargestellt und in finf
weiteren Schritten zu den Tubugis umgesetzt werden.

f e o OTBS O
N y
'Tl/j)( OH + R1—(H + Ry~NC +  H,N /ﬁOEt

S
L M

Ugi-4-Komponenten- Ri1=H, Me
Reaktion R, = CH(CH3),, CH,CH,CH,CH;

(\: OI/?QC( i

: H N

N N 4 E

IR Yy e —

O . ‘d\’//o S -
5 Stufen

35-52% HN-g,

OH

Tubugi 1. R1 =H, R2 = CHQCHQCHQCHg,
Tubugi 2: R1 =H, R2 = CH(CH3)2
Tubugi 3: R1 = Me, R2 = CH2CH20H20H3

Schema 2.18: Synthese der Tubugis nach Wessjohann.

Eine direkte Synthese der Tubugis unter Verwendung von Tuv-Tup als Amin-
Komponente scheiterte bisher an einer nicht unterdrickbaren Nebenreaktion, die
schneller ablauft als die Mumm-Umlagerung, die zur gewinschten Produktbildung
fihrt.®Y In Tabelle 2.6 sind die Cytotoxizitatsstudien firr drei dieser Derivate darge-
stellt. Die Glsp-Werte liegen allesamt im picomolaren Bereich wie bei Tubulysin A.

Tabelle 2.6: Biologische Aktivitat der Tubugis.

Glso [NM]
Verbindung pC-3° HAT-29"
Tubulysin A 0.21 0.32
Tubugi 1 0.23 0.14
Tubugi 2 0.29 0.34
Tubugi 3 0.22 0.56

& Humanes Prostatakarzinom; ® Humanes Dickdarmkarzinom.

44



Kenntnisstand

Vor wenigen Monaten stellten Zanda et al. das erste Tubulysin-Derivat vor, das
statt dem zentralen Thiazolring einen anderen Heteroaromaten besitzt. Dazu synthe-
tisierten sie das Oxazoltubulysin U (Abbildung 2.21) und verglichen es mit Tubulysin
U bezuglich der antimitotischen Wirkung auf HL-60-Leukamiezellen. Dabei zeigt das
Oxazol-Derivat eine etwas hohere Wirkung als das Tubulysin U (Faktor zwei).l%?!
Dieses Ergebnis zeigt, dass im Vergleich zu den restlichen Positionen im Molekul, an
der zentralen Thiazoleinheit noch geniigend Potential vorhanden ist, um neue
hochwirksame Tubulysin-Analoga zu synthetisieren.

N/ﬁ‘/N/ /

Oxazoltubulysm u

Abbildung 2.21: Oxazoltubulysin U nach Zanda.

Auch wenn die Tubulysine extrem hohe Aktivitaten bei in vitro Experimenten
zeigen, gestaltet sich die Dosierung im Tiermodell als duf3erst schwierig. In einem
komplexen Organismus mussen die Wirkstoffe an den korrekten Wirkort geleitet
werden, im Falle des Tubulysins sind es die wuchernden Krebszellen. Zu diesem
Zweck wurden von der Firma Endocyte Inc. Folsaure-Konjugate der Tubulysine
synthetisiert. Dazu wurden Tub A und Tub B mit reduzierbaren Disulfidbriicken tber
einen hydrophilen Peptid-Spacer mit Folsdure verknupft. Der Folsé&urerezeptor ist, im
Gegensatz zu gesundem Gewebe, in verschiedenen Tumorarten extrem hoch-
reguliert, da Krebszellen einen viel hoheren Energiebedarf haben als normale Zellen.
So lasst sich der Wirkstoff effizient an den korrekten Wirkort adressieren und als
JLrojanisches Pferd" in die bosartige Zelle einschleusen, wo er nach Freisetzung die
Apoptose auslosen soll. Auf Grund guter Wasserl6slichkeit und hoher Bindungs-
affinitat zum Folsaurerezeptor konnten im Mausmodell Tumore stark verkleinert und
teilweise auch vollstandig eliminiert werden.®*!

Eine weitere Variante besteht in der Entwicklung eines Nanopartikel-Prodrugs
von Tubulysin A. Dabei wird ein Thiol-Derivat von Tub A ebenfalls Uber eine
Disulfidbricke an ein Polymer, basierend auf [(-Cyclodextrin, kovalent geknupft.
Aufgrund des EPR-Effektes (Enhanced permeability and retention effect) lagern sich
Nanopartikel dieser Molekile bevorzugt im Tumorgewebe an und setzen somit den
Wirkstoff lokal konzentriert frei.’®
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3 Aufgabenstellung

Basierend auf frGheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe zur Synthese des
biologisch hochaktiven Biosyntheseintermediats Pratubulysini®? (s. Kapitel 2.4.6) soll-
ten nun im Rahmen dieser Arbeit weitere vereinfachte Pratubulysin-Derivate syntheti-
siert werden, um mit diesen Derivaten weitere Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu
untersuchen. Dazu sollte der Thiazolring der Tubuvalineinheit, der sehr wahrschein-
lich als ,Spacer” dient, um die beiden Enden des Tubulysins in die richtige Position
fur die Bindung an das Tubulysin zu bringen, durch andere starre Platzhalter in Form
von aromatischen Systemen wie Oxazol-, Phenyl- und Triazol-Einheiten ersetzt
werden um zu neuartigen Tubuvalinderivaten zu gelangen (Abbildung 3.1). Dabei
kann die Triazoleinheit genutzt werden, um schnell und effizient via Click-Chemie
Substanzbibliotheken aufzubauen.

(\: i I/\( i
- H N
N “” "N 4
Y | ﬁ N
o) S
/ Tubuvalin \
o) o)
: - N
RSN OR RSN /ﬁOR
| | o

Phenyltubuvalin Oxazoltubuvalin

T o S Xoon |
R'\N O\O)J\OR R’\N O\(/NAW)J\OR
| | s

Oxythiazoltubuvalin

Pratubulysin

Phenoxytubuvalin

| N=N

Triazoltubuvalin

Abbildung 3.1: Neuartige Tubuvalin- und Pratubulysin-Derivate.
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Anschliel3end sollten die neuen Pratubulysin-Derivate im Arbeitskreis von Herrn
Prof. Rolf Muller am Helmholtz Zentrum fir Infektionsforschung an der Universitat
des Saarlandes auf ihre cytotoxischen Eigenschaften gegenuber diversen Krebszell-
linien getestet werden. Dabei sollten neue Erkenntnisse dariiber gewonnen werden
welche Rolle die Thiazol-Einheit bei der biologischen Aktivitat spielt. Ein Vorteil beim
Ersetzen des Thiazol-Ringes koénnte dabei sein, dass man die Molekile im
Nachhinein durch Kreuzkupplungsreaktionen modifizieren kann, die normalerweise
durch den Schwefel limitiert sind.

Eine weitere Aufgabenstellung dieser Arbeit beinhaltet die weitere Aufklarung des
Biosyntheseweges des Tubulysins. Obwohl dieser weitestgehend aufgeklart ist,
konnten die Gene fur die Kodierung der Monooxigenasen und Acyltransferasen im
Genom noch nicht lokalisiert werden (s. Kapitel 2.3.2). Im Arbeitskreis Muller wurde
nun vor kurzem eine potentielle Acyltransferase gefunden, die das hydroxylierte
Pratubulysin in das fertige Tubulysin Uberfihren soll. Um dies zu bestétigen sollte im
Rahmen dieser Arbeit Hydroxypratubulysin (Schema 3.1) fur Futterungsexperimente
bereitgestellt werden. Dabei erhoffte man sich durch den Nachweis von Acetoxy-
pratubulysin diese Hypothese zu untermauern.

Y H\*w Cry

Hydroxypritubulysin Acyltransferase

: H N
N “r” N 4 N
| /\W | ﬁ H
O S
Acetoxypréatubulysin

Schema 3.1: Biotransformation von Hydroxypratubulysin zu Acetoxypratubulysin.

Das dritte Ziel dieser Arbeit war es einen Beitrag zur ldentifizierung der
Bindungsstelle des Tubulysins im Tubulin zu leisten, denn bis heute ist nicht sicher
geklart in welcher Bindungsdoméne das Tubulysin bindet (s. Kapitel 2.2). Zu diesem
Zweck sollte ein Préatubulysin-Derivat mit photoaktivierbarer Gruppe synthetisiert
werden um mittels Photoaffinity Labeling Bindungsstudien zu betreiben.®*
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In unserem Fall bot sich an die Phenylgruppe im Tubuphenylalanin durch eine
Benzophenongruppe zu ersetzen (Abbildung 3.2).°®! Dieser photolabile Precursor
bildet durch Bestrahlung mit UV-Licht hochreaktive Radikale, die dann kovalent an
das Tubulin binden kénnen.!®”! Dadurch erhofft man sich die Bindungsstelle des
Tubulysins im Tubulin nachweisen zu koénnen. Aul3erdem kann diese Methode
verwendet werden, um neue Wirkorte zu identifizieren. Durch aktivitdtsbasiertes
Protein-Profiling (ABPP) sollen so weitere biologische Angriffsziele (z.B. Enzyme,
Proteine) identifiziert werden, bei denen das Préatubulysin eine biologische Wirkung
zeigt.'®® Dieses Projekt lauft in Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von Herrn Prof.
Stephan Siebert der Ludwig-Maximilian Universitat in Minchen.

photoaktivierbare Gruppe

Benzophenon-Pratubulysin

Abbildung 3.2: Photoaktivierbares Pratubulysin-Derivat flr Photoaffinity Labeling.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthese von Oxazolpratubulysin

4.1.1 Synthese von Oxazoltubuvalin

Im ersten Schritt musste das Oxazoltubuvalin hergestellt werden um dieses
anschlieBend zum Oxazolpratubulysin umzusetzen (Schema 4.1). Der Schlussel-
schritt zur Darstellung des Tubuvalin-Fragmentes sollte dabei eine kombinierte
DibalH-Wittig-Reaktion sein um das Valin S4 zum entsprechenden Oxazol-Derivat S1
zu verlangern. Dazu wurden zuerst die bendtigten Edukte S4 und S5 synthetisiert.

O O
N N
SG\NLY O S SG\NLY qe .
| Y / H 5 /
S$1

Oxazoltubuvalin

» i 0 0
witig \/Q(H Br, \ Wohl-Ziegler \
> ~ +  Ph.P Z OR E - OR
N 3 /\g / e
s3

(0] 0]
S2 S5

UDibalH-Reduktion
SG\'I(OMe
H

0]
S4

Schema 4.1: Retrosynthese von Oxazoltubuvalin.

Die Synthese der Wittig-Komponente S3 ist in Schema 4.2 dargestellt. Aus-
gehend von Acetonitril und Methanol wurde der Imidoester 1 mit trockenem HCI-Gas
in einer akzeptablen Ausbeute von 52% erhalten.®® Dieser wurde anschlieRend mit
L-Serinmethylester in Gegenwart einer stochiometrischen Menge an Triethylamin
zum Oxazolin 2 umgesetzt und mit BrCCl; und DBU zum Oxazol 3 oxidiert."®" |m
nachsten Schritt sollte die Methylgruppe des Oxazols mittels Wohl-Ziegler-Reaktion
monobromiert werden.’” Das gewiinschte monobromierte Produkt wurde mit einer
moderaten Ausbeute von 41% erhalten. Daneben entstanden allerdings noch 12%
des dibromierten Produktes 4b. Das nicht abreagierte Edukt konnte ebenso wie das
dibromierte Nebenprodukt problemlos mittels Flashchromatographie vom Haupt-
produkt abgetrennt werden. Die Uberfiihrung des Bromids in das Wittigsalz 5 verlief
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allerdings mit unerwarteten Problemen, obwohl die Reaktion in der Literatur als
problemlos beschrieben war.l”®! Das Wittigsalz konnte nur mit einer Ausbeute von
55% isoliert werden. Neben nicht identifizierbaren Verunreinigungen wurde auch
wieder das Oxazol 3 gefunden, welches durch Reduktion des Bromids mit dem
Triphenylphosphin entstand.

X . | o
. 1.0 Aq. L-SerinmethylesterHCI
NH-HCI A
HCl N
H;C-CN + MeOH - Cl() 2.0 Ag. NEtg N \(/ \_)J\O/
Et,0/0°C/1 h OMe DCM/RT/18 h 3
529% 73% o—
1 2
. O
N GO
: : 7 0 6 0 mol% AIBN
DCM/22 h \( / CClrefluxi20h /\(
-30°C —= RT O
55% 3 4a: 41% 4b: 12%
(0] Br O
N _  2.0Aq.PPhs + N -
- —_—
Br/\( fj\o E,O/RT/ d Ph3p/\(/ / O
0] 55% ]
4a 5

Schema 4.2: Synthese des Wittigsalzes 5.

Das Wittigsalz 5 wurde anschlie3end in einer DibalH-Wittig-Eintopfreaktion mit
Boc-Valinmethylester 6 zum ungesattigten Oxazol 7 umgesetzt (Schema 4.3). Dabei
wurde zuerst der Ester bei —78TC mittels DibalH zum Aldehyd reduziert und dieser
anschlieRend ohne Aufarbeitung mit dem Wittigsalz und Kalium-tert-butanolat als
Base umgesetzt. Dabei entstand das gewinschte Produkt in einer guten Ausbeute
von 65% (Uber zwei Stufen) mit einem E:Z-Verhéltnis von 95:5 (*H-NMR). Die
anschlieBende Hydrierung der Doppelbindung zum Oxazol-Derivat 8 und die
Methylierung der NH-Boc-Gruppe zum Oxazoltubuvalin 9 verliefen jeweils problemlos
in hervorragenden Ausbeuten.

1.1 Aq. KO'Bu 0
Boc . O._ 2.0Aq. DibalH/Hexan 11Aq.5
N - > Boc. N -
H DCM/-78°C/2 h DCM/18 h N = 7 (@)
H J E:Z =955
7 0]

O 0°C —= RT
6 65% (2 Stufen)
0 2.3 Aq. NaH (60%) o
PAIC(10%)H, _ Bog. N - 40Aq.Mel Boc. N ~
MeOH N ) © DMF/19 h N Jo°
91% o) 0°C — RT | 0]
8 92%

Oxazoltubuvalin (9)

Schema 4.3: Synthese von Oxazoltubuvalin 9.
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Zur Uberpriifung der Enantiomerenreinheit wurde Verbindung 8 ebenfalls
racemisch synthetisiert. Dabei zeigte sich, dass es wahrend der DibalH-Reduktion
des Valinesters 6 zum entsprechenden Aldehyd zu keiner Racemisierung kam
(>99% ee, HPLC). Da diese Syntheseroute auf Grund der beschriebenen Probleme
und teilweise geringen Ausbeute nicht befriedigend war, wurde eine weitere,
elegantere Synthese entwickelt (Schema 4.4), basierend auf den Arbeiten von Wipf
et al. zur Synthese von Tubuvalin.

Wiederum ausgehend von Boc-Valinmethylester 6 wurde dieser in einer DibalH-
Wittig-Eintopfreaktion um zwei CH,-Einheiten zum a,3-ungesittigten Ester 10
verlangert. Das Produkt konnte in einer hervorragenden Ausbeute von 82% und
einer Enantiomerenreinheit von >99% erhalten werden (HPLC). Hydrierung der
Doppelbindung und Verseifung des Methylesters lieferten das verlangerte Valin 12 in
guantitativer Ausbeute. AnschlieRend wurde die S&ure via gemischtes Anhydrid mit
L-Serinmethylester zum Dipeptid 13 gekniipft (96% Ausbeute).[”*! Das Dipeptid
wurde nun mit Deoxo-Fluor® (bis[2-Methoxyethyl]aminosulfurtrifluorid) bei —20C
zum entsprechenden Oxazolin 14 cyclisiert.!™

Br , KOBu
Aq. Di Ph;P~COOMe
Boc. O\ 2 Aqg. leaIH/i-|exan 3 BOC\N _ O\ E:7=50:1
H DCle-rZS C DCM/18 h N >99% ee
0]

0 -78°C —= RT
6 82% (2 Stufen) 10
1.1 Ag. IBCF
2.4 Aq. NEt,
Pd/C(10%)/H A Ag. L-Seri :
C(10%)/H, Boc.. O\ 1.5 Aq. NaOH Boc.. OH 1.1 Ag. L-SerinOMe-HCI
MeOH II:]I H20/MeOH H THFI14 N
uantitativ itati
q o) quantitativ o) 30°C —= RT
11 12 96%
H 0 . 0 4.0 Aq. BrCCly

Boc-. N 114 DeooFuonThF_ pgoq N _ 40AgDBU _

H 7 0 DCM/—20:/C/1 h H ~ 3 0" ‘bemiocizzn

- 92 _ < )
1 3 O \OH (] 14 O 70%

\/(/\( O 2.3 Aq. NaH (60%) 0
BOC\ N _ 4.0 Aq Mel Boc\ N -

ﬂ /J)J\O DMF/19 h ’I‘ ¢ / o

8 (0] 0°C — RT 0]

>99% ee 92% Oxazoltubuvalin (9)

Schema 4.4: Alternative Synthese fir Oxazoltubuvalin 9.

13 Reagenz ist kommerziell erhaltlich als 50%ige Losung in THF.
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Deoxo-Fluor wirkt dabei genauso wie DAST (Diethylaminosulfurtrifluorid) als
Dehydratisierungsreagenz und entzieht dem Gleichgewicht das Wasser, allerdings
hat es gegeniiber DAST den Vorteil, dass es thermisch stabiler ist.”® Die Reaktion
verlief mit einer hervorragenden Ausbeute von 92%. AnschlieRend wurde das
Oxazolin wiederum mit BrCCls/DBU zum Oxazolderivat 8 oxidiert. In diesem Fall
verlief die Oxidation mit guten 70%. Im letzten Schritt wurde wiederum der Stickstoff
in nahezu quantitativer Ausbeute methyliert. Auch bei dieser Syntheseroute konnte
keine Racemisierung detektiert werden (>99% ee, HPLC).

4.1.2 Synthese des Oxazolpratubulysins

Das Oxazoltubuvalin 9 wurde nun entsprechend der in unserem Arbeitskreis
entwickelten Syntheseroute zum Tetrapeptid umgesetzt (Schema 4.5).%? Im ersten
Schritt wurde die Boc-Schutzgruppe mit HCI in Dioxan abgespalten und das
Hydrochlorid mit (S,S)-Cbz-Isoleucin zum Dipeptid 15 geknipft. Als Knipfungs-
reagenz wurde BEP (2-Bromo-1-ethylpyridiniumtetrafluoroborat) verwendet, da
dieses hervorragend geeignet ist um N-methylierte Aminoséuren racemisierungsfrei
zu knipfen, wobei das Dipeptid 15 mit einer sehr guten Ausbeute von 80% Uber zwei
Stufen erhalten wurde.’”” Im néchsten Schritt wurde die Cbz-Schutzgruppe hydriert
und das freie Amin via gemischtes Anhydrid mit (R)-Cbz-Pipecolinsdure zum
Tripeptid 16 geknipft (88% uber beide Stufen). An dieser Stelle zeigte sich schon der
erste synthetische Vorteil gegentber dem ,Originalpratubulysin“, welches Schwefel in
Form von Thiazol enthalt. Hier konnte die Cbz-Schutzgruppe mittels katalytischer
Hydrierung schonend abgespalten werden und musste nicht mit aggressiven
Reagenzien wie z.B. HBr in Eisessig behandelt werden. Da die unnatirliche (R)-
Pipecolinsdure sehr teuer ist, wurde sie durch Racematspaltung der racemischen
Cbz-Pipecolinsaure mit (S)-Phenethylamin selbst hergestelit.l’!

Im n&chsten Schritt wurde der Methylester 16 mit NaOH verseift (17), die freie
Séaure als gemischtes Anhydrid aktiviert und der Aktivester mit Tubuphenylalanin
(Tup) zum Tetrapeptid 18 umgesetzt (88% Ausbeute Uber zwei Stufen). Das
eingesetzte Tubuphenylalanin wurde entsprechend der Literatur synthetisiert.[zz] Das
Tetrapeptid wurde am N-Terminus entschitzt und der Stickstoff mit Paraformaldehyd
und NaBH3CN mit einer hervorragenden Ausbeute von 81% (zwei Stufen) reduktiv
methyliert (19). Zur Komplettierung der Synthese wurde der Methylester mit NaOH
verseift und das Rohprodukt mit Trifluoressigsaure ins TFA-Salz 20 uberfuhrt. Auf
Grund der Grol3e des Molekils lasst sich dieses problemlos chromatographieren.
Obwohl die Verseifung auf Grund der sterischen Hinderung des Tup bei 80T durch-
gefiihrt werden musste, konnte keine Epimerisierung (*H-NMR) detektiert werden.
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DCM/20 h
-10°C —= RT
80% (2 Stufen)

1) Pd/C(10%)/H,/MeOH .
1.1 Aqg. NEt; - ., s
1.1 Aq. (R)-Cbz-Pipecolinsaure N /\ﬂ/ T z fJ\OR 1.1 Aq. TupHCI
O

Oxazoltubuvalin (9)

1) HCI/Dioxan/0°C/1 h
o 2) 1.1 Aq. BEP y O 0
Boc.. N 3.0 Aq. DIPEA , N
N z ﬁo/ 1.1 Aqg. (S,S)-Cbz-Isoleucin ~ Cbz”~ N.. N z ﬁo/
| 0 s O

|
THF/18 h Cbz O THF/18 h
20°C —= RT -20°C — RT
88% (2 Stufen) 1.5 Aq. NaOH 16, R = Me 88% (2 Stufen)
H,O/MeOH/RT

%%  — 17,R=H

—— 18, R=Cbz
1) Pd/C(10%)/MeOH
2) 1.0 Aq. (CH,0),,
1.1 Aq. NaBH,CN
MeOH/RT/1 d
81% (2 Stufen)

—> 19,R=Me

SUBHOUS
N: N.. N /%N
F'a/\([)r(iLI ol H

1) 2.0 Aq. NaOH/H,O/Dioxan .
2) TFA : H
N/,‘
N

98%

Oxazolpratubulysin (20)

Schema 4.5: Synthese von Oxazolpratubulysin 20.

Um einige Arbeitsschritte in Form der zahlreichen Knupfungsschritte einzusparen
ware es von Vorteil Oxazoltubuvalin 9 direkt mit dem Dipeptid Cbz-Pip-lle-OH 21 zu
knupfen (Schema 4.6). Dies hatte den Vorteil, dass man bei der Synthese weiterer
Pratubulysinderivate viel Arbeit sparen kdonnte, da immer der Mittelpart (Tubuvalin)
ausgetauscht werden sollte. Als Testsubstrat wurde N-Methylvalinmethylester 22 mit
dem Dipeptid 21 umgesetzt. Als Knupfungsreagenz wurde sowohl BEP als auch die
Methode des gemischten Anhydrids verwendet. In beiden Fallen konnte allerdings
nur das Azlacton 23 isoliert werden. Zwar funktioniert in beiden Fallen die Aktivierung
des Dipeptides, allerdings ist das N-Methyl-Valin-Nucleophil sterisch zu gehindert um
mit dem Aktivester abzureagieren. Erschwerend kommt aufl3erdem der sterische
Anspruch des Isoleucins hinzu. Daher verlauft die Cyclisierung des Aktivesters
schneller als die Peptidkntpfung. Somit wurde dieser Ansatz wieder verworfen und
die Tetrapeptide mussten doch Schritt fr Schritt synthetisiert werden.
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N . BEP
\ oder

gemischtes Anhydrid <,
CbZ O 78% Cbz (o) KMN

Schema 4.6: Unerwiinschte Azlactonbildung bei der Aktivierung von Dipeptid 21.

4.2 Synthese von Phenyl-, Phenoxy- und Oxythiazolpr  atu-
bulysin

4.2.1 Synthese von Phenyltubuvalin

Die Synthese von Phenyltubuvalin sollte analog zur Synthese des
Oxazoltubuvalins mit einer DibalH-Wittig-Eintopfreaktion als Schlisselschritt erfolgen
(Schema 4.7). Ausgehend von kommerziell erhaltlicher m-Tolylsaure 24 wurde
zuerst mit Thionylchlorid und Methanol in nahezu quantitativer Ausbeute der
entsprechende Methylester 25 synthetisiert. Dieser wurde anschliel3end mittels Wohl-
Ziegler-Reaktion unter Verwendung von einem Aquivalent NBS und katalytischen
Mengen an AIBN bromiert.l”®! Dabei entstand ein chromatographisch nicht trennbares
Gemisch aus monobromiertem (26a) und dibromiertem Produkt (26b) im Verhaltnis
4.5:1. Allerdings konnten die beiden Produkte bei —78C durch Kristallisation getrennt
werden. Wahrend das gewtunschte monobromierte Produkt bei —78<T in Diethylether
auskristallisiert, bleibt das dibromierte Nebenprodukt in Losung. Auf diese Weise
konnte Verbindung 26a nahezu rein mit einer Ausbeute von 67% erhalten werden.
Anschliel3end wurde Bromid 26a mittels Triphenylphosphin mit 89% Ausbeute in das
entsprechende Wittigsalz 27 uberfiihrt.®°! Die ungesattigte Verbindung 28 wurde
durch eine zweistufige DibalH-Wittig-Eintopfreaktion ausgehend vom Valinester 6 in
80% Uber beide Stufen erhalten. Dabei wurde zuerst der Ester bei —78C mittels
DibalH zum Aldehyd reduziert und dieser anschlieRend ohne Aufarbeitung mit dem
Wittigsalz 27 und Kalium-tert-butanolat als Base umgesetzt. Man erhielt ein
chromatographisch nicht trennbares E:Z-Gemisch im Verhaltnis 4:1, was allerdings
fur die weitere Synthese keine Rolle spielte. AnschlieRend wurde die ungesattigte
Verbindung hydriert (29) und am Stickstoff methyliert, wobei das Phenyltubuvalin 30
in exzellenter Ausbeute erhalten wurde. Mittels HPLC konnte gezeigt werden, dass
Verbindung 29 eine Enantiomerenreinheit von 99% aufweist.
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a.

24 25

Br,
P o
1.1 Aq. PPhg PhyP O
26 Toluol/reflux/17 h
0,
a 89% 27
1.1 Ag. KO'Bu
Boc. O._ 20Aq Dibal/Hexan 1.1 Ag.21 Boc\
H DCM/-78°C/2 h DCM/22 h
© 0°C —= RT E:Z =41

6 80% (2 Stufen)

O 2.3 Aq NaH
Pd/C(5%)H, Boc. - 4.0 Aq Mel Boc\
MgeZ%H DMF/1 d
° 29 99%ee  0°C— RT

94%
Phenyltubuvalin (30)

o /\@)J\
) 10 Aq. NBS o
oH —\3Aa SOCk o~ _Zmol% AIBN _ 26a: 67%
MeOH/reflux/4 h ‘CClrefluxiah
96%

26b: 15%

Br

3

2~

T

Schema 4.7: Synthese von Phenyltubuvalin 30.

Es wurde auch versucht die Methylgruppe am Stickstoff vor der Wittig-Reaktion
einzufihren. Zu diesem Zweck wurde die N-Methyl-Variante von Valinester 6 mit
DibalH reduziert und mit dem Wittigreagenz 27 geknupft. Allerdings konnte bei dieser
Variante das entsprechende Produkt nur mit einer Ausbeute von maximal 44%
erhalten werden. Das Problem dabei war die DibalH-Reduktion, da die Methylgruppe
am Stickstoff einen Angriff des sterisch anspruchsvollen DibalH's erschwert.

4.2.2 Synthese von Phenoxytubuvalin

Der Schlusselschritt bei der Synthese von Phenoxytubuvalin sollte eine
Mitsunobu-Reaktion® sein um den Sauerstoff in Nachbarschaft zum Phenylring in
das System einzufihren. Zu diesem Zweck wurde Boc-Valinol 31 mit kommerziell
erhaltlichem Methyl-3-hydroxybenzoat 32 in besagter Mitsunobu-Reaktion umgesetzt
(Schema 4.8).%2 Dabei konnte der gewiinschte Phenolether 33a mit einer moderaten
Ausbeute von 51% und einem exzellenten ee von 99% erhalten werden. Selbst nach
drei Tagen konnte kein hoherer Umsatz beobachtet werden. Sehr wahrscheinlich
erschwert die starke Verzweigung des Alkohols einen nucleophilen Angriff des
Phenolderivates. Daneben entstanden noch 9% des Azirins 33b durch Cyclisierung

55



Ergebnisse und Diskussion

des aktivierten Alkohols.[®®] Durch nahezu quantitative Methylierung von 33a am
Stickstoff konnte das gewiinschte Phenoxytubuvalin 34 erhalten werden.

I/OH o} 1.0 Aq. DIAD ji/ o}
Boc . 1.0 Aq. PPh Boc 0]
N . HOﬁo/ q 3 oC N \©)‘\O/ +
H THF/RT/1 d H N
/
Boc
33b: 9%

31 32 33a: 51% 99% ee

2.3 Ag. NaH 0]

4.0 Ag. Mel Boc.. 0] O/
DMF/23 h N

0°C — RT l

95%
Phenoxytubuvalin (34)

Schema 4.8: Synthese von Phenoxytubuvalin 34.

4.2.3 Synthese von Oxythiazoltubuvalin

Die erste Idee war, das Oxythiazoltubuvalin analog zur obigen Synthese mittels
Mitsunobu-Reaktion aus Valinol S1 und Hydroxythiazol S2 zu synthetisieren
(Schema 4.9). Da in der Literatur®® allerdings nur eine umstandliche Synthese von
S2 beschrieben war und diese nicht sehr vertrauenswurdig erschien, wurde dieses
Konzept wieder verworfen. Aul3erdem ist in der Literatur beschrieben, dass Hydroxy-
thiazol-Derivate im tautomeren Gleichgewicht zum entsprechenden Thiazolon
stehen.® Die Lage des Gleichgewichts hangt dabei von den Substituenten ab. Dies
konnte zu erheblichen Problemen bei der Mitsunobu-Reaktion fuhren, da nur die
Oxy-Form abreagieren kann. Daher sollte versucht werden das Oxythiazoltubuvalin
durch eine nucleophile Substitution des Bromthiazols S3 mit Valinol S2 durchzu-
fuhren. Eine &hnliche Reaktion mit unsubstituiertem Bromthiazol ist in der Literatur
beschrieben.®!

Mitsunobu \/'; o 0
' OH +
j; o I R\H \g/fj\OR
R O. _N _R $1 S2
D e
S SNu,Ar O

Oxythiazoltubuvalin ————> R- N OH Br\(NJ)J\OR

H S
s1 s3

Schema 4.9: Retrosynthese von Oxythiazoltubuvalin.
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Die Synthese von Fragment S3 ist in Schema 4.10 dargestellt.'®! Im ersten
Schritt wurde Brombrenztraubenséureethylester 35 mit Thioharnstoff 36 in einer
Hantzschen Thiazolsynthese zum Aminothiazol 37 umgesetzt. Im nachsten Schritt
wurde die Aminogruppe mittels Sandmeyer-Reaktion durch Brom substituiert. Dabei
erhielt man neben dem monobromierten Produkt 38a (61%) auch das doppelt
bromierte Nebenprodukt 38b (12%), welches durch eine elektrophile Substitutions-
reaktion mit dem wéahrend der Reaktion entstehenden, elementaren Brom gebildet
wird.

0] )SJ\ o]
ETOH/reflux N
Bryl\[(o\/ N N S HQN\(/J)J\O/\
S
35 O 36 37
1.2 Ag. NaNO, (0] O
3.0 Aq. CuSO,45H,0
4.0 Aq. NaBr Br\(/%o/\ + Br\(/Nﬂ/Z)ko/\
9 M H,SO, S S
-5°C —= RT 38a: 61% Br 38b: 12%
1.2 Ag. NaOH | MeOH/H,0/0°C/3 h
quantitativ
o]
Br N
\gﬁOH
39

Schema 4.10: Synthese von Bromthiazol 39.

Die beiden Produkte konnten chromatographisch leicht getrennt werden.
Anschlie3end wurde der Ethylester mit NaOH quantitativ zur Bromthiazolsaure 39
verseift. Die Verwendung der freien Saure anstatt des Esters sollte verhindern, dass
es bei der Umsetzung mit Valinol S1 zu einer Umesterung kommt. Die weitere
Synthese ist in Schema 4.11 dargestellit.

Zuerst wurde versucht Bromthiazol 39 mit Boc-Valinol 31 umzusetzen. Dazu
wurde mit einem Uberschuss an Natriumhydrid gearbeitet um zu gewéhrleisten, dass
sowohl der Alkohol und die S&ure als auch das Carbamat-NH quantitativ deprotoniert
werden. Vorversuche mit schwacheren Basen wie z.B. Imidazol oder Kaliumcarbonat
fuhrten zu keiner Reaktion, da die Basizitdt nicht ausreicht um den Alkohol zu
deprotonieren. Leider konnte bei der Reaktion nur das Oxazolidinon 40 isoliert
werden, da der deprotonierte Alkohol unter Eliminierung von tert-Butanol cyclisierte.
Daher war die Uberlegung Valinol ohne Carbamatschutzgruppe einzusetzen, wobei
die Wahl auf TFA-geschitztes Valinol 41 fiel.®” Der Alkohol wurde im Uberschuss
(zwei Aquivalente) eingesetzt um zu gewahrleisten, dass die Bromthiazolsaure 39
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vollstandig abreagiert, da diese vom Produkt nicht getrennt werden kann. In diesem
Fall konnte das gewtnschte Produkt 42a mit einer guten Ausbeute von 70% isoliert
werden. Daneben entstanden noch 6% Hydroxythiazol 42b, welches auf dieser Stufe
nicht abgetrennt werden konnte. Dies zeigte, dass sich nach erfolgter Reaktion ein
geringer Teil des Produktes zersetzte. Ob dies wahrend der Reaktion oder bei der
wassrigen Aufarbeitung passierte, konnte nicht geklart werden. AnschlielRend wurde
die freie Sdure nahezu quantitativ in den Methylester Uberfuhrt. An dieser Stelle
konnte das ebenfalls veresterte Nebenprodukt 42b problemlos abgetrennt werden.

o R
" HN
Br N 3.5 Aq. NaH 0
BOC\I\I/OH * \(/J)J\OH DMF/RT/23 h \l\/
H S quantitativ \\
31 39 40
L . ooy lon e O
Br N 5.0 Ag. NaH TFA. o. N
TFA. OH  + \(/J)J\OH DMF/RT/23 h N \(/ OH
N S H S /
41 39 1.3 Aq. K,CO4 42a: 70%
T oo | i
N DMF/RT/3 h N
TFA. OY/ J)ko/ R HO\(/ j)kOH
" 5 o S 42b: 6%

Schema 4.11: Nucleophile Substitution von Bromthiazol 39.

Als nachstes sollte die TFA-Schutzgruppe in eine Boc-Schutzgruppe umge-
wandelt werden um zwei orthogonale Schutzgruppen im Molekul zu haben. Dazu
wurde ein aus der Literatur®! bekanntes Eintopf-Verfahren verwendet (Schema
4.12). Im ersten Schritt wird mit Boc,O und DMAP das noch freie NH der TFA-
Schutzgruppe Boc-geschitzt. Im zweiten Schritt wird dann mit Kaliumcarbonat die
TFA-Schutzgruppe gespalten. Leider konnte bei dieser Variante Verbindung 44a nur
mit 53% Ausbeute isoliert werden. Daneben wurden wieder TFA-Valinol 41 und das
Hydroxythiazol 44b gefunden. Dies zeigte, dass sich Verbindung 44a teilweise zer-
setzt hatte. Fuhrte man die Reaktion nur mit Boc,O und DMAP durch, fand man
neben dem erwarteten Produkt 45a interessanterweise auch den tert-Butylether 45b.
Dies bedeutet, dass das in der Reaktionsmischung vorhandene tert-Butanol das Oxy-
thiazol angreift und anschlieRend bei der Zugabe von Kaliumcarbonat Verbindung
45b in Verbindung 44b durch die vorhandenen Hydroxidionen gespalten wird.
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TFA. I/OH
N

o 1) 3.0 Ag. Boc,0 o
I/ 0.1 Aq. DMAP I/ H
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| [OH]
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0 S /
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H 5/ THF/5.5 h I /
43 Boc S
45a TFA\N OH

|
Boc 44

Schema 4.12: Eintopf-Umschiitzung von Verbindung 43.

Daher war die nachste Idee, die Umschitzung in zwei Stufen durchzufuhren. Da
aber die alleinige Entschiitzung der Aminfunktion sowohl mit Kaliumcarbonat®®® als
auch mit NaBH,®? fehlschlug (der Methylester wurde immer mit angegriffen), wurde
entschieden die TFA-Schutzgruppe und den Methylester simultan zu entfernen und
anschlieRend die Boc-Schutzgruppe einzufihren. Dies wurde ebenfalls im Eintopf-
verfahren durchgefihrt (Schema 4.13).

Die TFA-Gruppe und der Methylester wurden bei OC mit NaOH in einem
Wasser/Dioxan Gemisch entfernt. AnschlieRend wurde Boc,O zugegeben und die
Reaktionsmischung Uber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt. Dabei konnte die
gewilnschte Verbindung 46 in nahezu quantitativer Ausbeute (ohne Zersetzung)
erhalten werden. Die Rohséure wurde anschlieRend mit Methyliodid verestert und am
Stickstoff methyliert. So konnte Oxythiazoltubuvalin 47 letztlich mit einer sehr guten
Ausbeute erhalten werden. Bei dem anschlieRenden Versuch die Boc-Schutzgruppe
mit TFA oder HCI zu entfernen, zersetzte sich 47 jeweils nach wenigen Minuten
guantitativ in das Hydroxythiazol 44b. Auf Grund der Instabilitdit des Oxythiazols
sowohl gegenuber Basen als auch Sauren wurde die Synthese des Oxythiazol-
pratubulysins an dieser Stelle eingestellt. Anscheinend kann man diese Struktur als
eine Art Aktivester ansehen, der von Nucleophilen leicht gespalten wird.
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j/v o) 1) 3.0 Aq. NaOH ji/ o) 1.3 Aq. K,COs
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HCl in Dioxan

O
HO.__N
S
Schema 4.13: Synthese von Oxythiazoltubuvalin 47.

4.2.4 Synthese von Phenyl- und Phenoxypratubulysin

Die Synthese von Phenyl- und Phenoxypratubulysin 58 und 59 verlief vollig
analog zur Synthese des Oxazolpratubulysins 21 (Schema 4.5) in Kapitel 4.1.2 und
ist ausgehend von den entsprechenden Tubuvalin-Derivaten 30 und 34 in Schema
4.14 dargestellt. Nur die Esterverseifung der Tripeptide 50 und 51 musste im
Vergleich zum Oxazolanalogon bei 60T statt Raumtem peratur durchgefiihrt werden.
Allerdings wurde dabei keinerlei Epimerisierung beobachtet. Da bei der Synthese
keine Probleme auftraten und alle Reaktionen mit sehr guten Ausbeuten abliefen,
wurde auf eine erneute Beschreibung des Syntheseschemas verzichtet. So konnten
die beiden Pratubulysin-Derivate 58 und 59, ausgehend von den jeweiligen
Tubuvalin-Derivaten, mit einer Gesamtausbeute von 41 bzw. 49% Uber neun Stufen
erhalten werden. Die Ergebnisse wurden vor kurzem publiziert.®

Im Zusammenhang mit der Synthese des Phenoxytubuvalins 34 kam die Idee
auf, die verwendete Mitsunobu-Reaktion zu nutzen um schnell und effizient
verschiedene Phenoxy-Pratubulysin-Derivate zu synthetisieren, in dem man direkt
zwei verschiedene Dipeptid-Alkohole Uber eine Phenolether-Bricke zu einem
Tetrapeptid mit verschiedenen Resten verknupft. Dadurch hatte man Zugang zu
einer kleinen Substanzbibliothek, die man wiederum fir SAR-Studien nutzen kdnnte.
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2) 1.0 Ag. (CH,0),

1.1 Aq. NaBH,CN
O MeOHRT/d

X=CH,: 56, R = Me 78% (2 Stufen)
X=0: 57,R=Me 76% (2 Stufen)

1) 2.0 Aq. NaOH/H,O/Dioxan

2) TFA N/,
e aave

X CH2 Phenylpratubulysin (58) 91%
X=0: Phenoxypratubulysin (59) 94%

Schema 4.14: Synthese von Phenyl- und Phenoxypratubulysin 58 und 59.

Zu diesem Zweck sollte getestet werden, ob man den Peptid-Alkohol 63 ebenfalls
in einer Mitsunobu-Reaktion umsetzen kann (Schema 4.15). Zuerst wurde das
Peptid 62, bestehend aus Isoleucin und N-Methyl-Valin, via BEP-Knipfung
hergestellt und anschlieRend der Methylester mit NaBH, und LiCl zum entsprechen-
den Alkohol 63 reduziert.’” Leider konnte dieser nicht mit dem Methyl-3-hydroxy-
benzoat 32 umgesetzt werden. Selbst nach vier Tagen war keine Produktbildung zu
erkennen. Das Problem an der Reaktion war wohl der nucleophile Angriff des
Phenols an das sterisch stark gehinderte Peptid 63.
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1.1 Aq. BEP | O
30Aq DIPEA
Cbz\ * HCIHN —2 . Cbzy N\_)ko/

H

-10°C — RT o _~
79% 62 /\
. 1.0 Aq. DIAD
2.8 ﬁq. ll:lICEIBH | 1.0 Aq. PPhg
.0 Aq. NaBH, 1.0Aq. 32

Sl Cbz\N N\/\OH ——#—>  kein Umsatz

THF/ETOHRT N : THF/RT/4 d
77%

O Z
63 PN

Schema 4.15: Synthese von Peptid-Alkohol 63.

4.3 Synthese von Triazolpratubulysin und Derivaten

4.3.1 Synthese von Triazoltubuvalin

Die Synthese der Triazolderivate sollte durch Click-Chemie erfolgen. Dazu
musste ein adaquates Azid synthetisiert werden (Schema 4.16). Zuerst wurde das
Boc-geschuitzte Valin 64 um eine CH,-Einheit verlangert. Dies geschah durch eine
Arndt-Eistert-Reaktion bei der die Aminosaure als gemischtes Anhydrid aktiviert und
anschlieRend mit frisch bereiteter etherischer Diazomethan-Losung!®®! in das ent-
sprechende Diazoketon tberfiihrt wurde.® Dieses wurde isoliert und anschlieBend
mit Silberbenzoat in Gegenwart von Methanol zersetzt, wobei sich in einer Wolff-
Umlagerung der elongierte Methylester 65 bildete.!®*! AnschlieBend wurde der
Methylester mit NaOH verseift. Der Umweg uber den Ester wurde deshalb gewéhlt,
da in der Literatur® beschrieben ist, dass sich die Aufreinigung der Saure 66 nach
der Arndt-Eistert-Reaktion als aul3erst schwierig gestaltet. Im nachsten Schritt wurde
die Saure am N-Terminus quantitativ methyliert (67).°® Durch die Verwendung von
Natriumhydrid als Base und THF als Ldsemittel kann verhindert werden, dass sich
der Methylester bildet, da die Carboxylatgruppe durch Chelatbildung mit der Boc-
Gruppe und Natriumionen als Lewissaure in situ geschutzt wird.®”! Es wurde auch
versucht den Methylester 65 direkt zu methylieren, allerdings bildete sich dabei auch
der a-methylierte Methylester. AnschlieRend wurde die methylierte Sdure 67 zum
entsprechenden Alkohol 68 reduziert. Dazu wurde die S&ure als gemischtes
Anhydrid aktiviert und mit NaBH,; umgesetzt.[®! Der Alkohol wurde in sehr guter
Ausbeute in das Mesylat 69 tberfihrt® und anschlieBend mit Natriumazid in einer
Sn-Reaktion nahezu quantitativ zum Azid 70 umgesetzt.'* Wahrend das Azid auf
Grund seiner hohen Stabilitat problemlos gelagert werden konnte,**Y ist das Mesylat
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extrem instabil und musste nach der Reinigung direkt umgesetzt werden. Im letzten
Schritt wurde das Azid mit Propiolsauremethylester quantitativ zum Triazoltubuvalin
71 ,geclickt”. Als Losemittel wurde dabei ein 1:1 Gemisch aus Wasser und tert-
Butanol verwendet. Durch die Verwendung von 10 mol% Kupfer(l) als Katalysator,
welcher in situ durch Reduktion von Kupfer(ll)sulfat mit Natriumascorbat erzeugt
wurde, konnte regiospezifisch nur das 1,5-Triazol erhalten werden.!'®? Um einen
guantitativen Umsatz des Azides zu gewahrleisten wurde das Alkin im leichten
UberschuR (1.5 Aquivalente) eingesetzt.

1.0Aq. IBCF —— 65, R=Me
1.0 Aq. NEts 2.9 Aq. NEt, O 1.5 Aq. NaOH
Boc . OH 2.0Aq. CHyN, 0.1 Aq. Silberbenzoat  Boc H.ZO/M.eOH
” THF/Et,0 MeOH/16 h ” OR 99%
0] -78°C—= RT -25°C — RT _
64 91% 98% — 66, R=H
—— 68, R=0H

1.5 Ag. MesClI

3.0 Aq. NEt,

. 1.1 Aq. NEtg
3.0 Aq. NaH O 1.1 Aq. EtOCOCI DCM/0°C/3 h
8.0 Aq. Mel Boc.. 1.5 Aq. NaBH, Boc. 81%
THF/ d ’T‘ OH " TFpm,0mh N R +—> 69 R=0Mes

0°C—= RT 67 0°C —= RT l 8.0 Aq. NaN,

0,
95% 78% DMF/60°C/22 h
94%

X B =

1.5 Aq. Propiolsauremethylester 0 70, R N3

10 mol% CUSO4'5H20 B

9 i OoC«

10 mol% Natriumascorbat N N/vj\o/
H,O/Butanol/RT/1 d | \

99% N=N
Triazoltubuvalin (71)

Schema 4.16: Synthese von Triazoltubuvalin 71.

Anstatt das Triazolpratubulysin analog zu den obigen Préatubuylsin-Derivaten
durch sukzessive Peptidknipfungen aufzubauen (vgl. Kapitel 4.1 und 4.2), sollte nun
versucht werden die Synthese des Triazoltubuvalins 71 auf die Synthese diverser
Triazolpratubulysin-Derivate anzuwenden. Dazu sollte wiederum das linke Fragment
der Pratubulysin-Einheit als Peptid-Azid zur Verfigung gestellt werden und mit
verschiedenen Alkinen zu den entsprechenden Tetrapeptiden gekntipft werden, die
dann durch Entschitzen in die jeweiligen Pratubulysin-Derivate umgewandelt
werden. Auf diese Weise sollte sich schnell und effizient eine kleine Substanz-
bibliothek aufbauen lassen, die dann im AK Mduller sehr schnell auf ihre biologische
Aktivitat ,gescreent” werden kann.
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4.3.2 Synthese eines Peptid-Azids

Die Synthese des bendétigten Peptid-Azids ist in Schema 4.17 dargestellt. Das
Azid 70 wurde mit HCI in Dioxan am N-Terminus entschitzt und mit (S,S)-Cbz-
Isoleucin unter Verwendung von BEP zum Peptid 72 gekniipft.’” Da die Cbz-Schutz-
gruppe nicht durch katalytische Hydrierung entfernt werden konnte, musste HBr in
Eisessig verwendet werden. Dies fuhrte allerdings zur Zersetzung des Molekiils.
Daher wurde das Azid 70 analog zu den obigen Bedingungen mit Fmoc-geschutztem
(S,S)-Isoleucin zum entsprechenden Dipeptid 73 umgesetzt. Die Verwendung von
Boc-Aminoséauren ist bei BEP-Knupfungen nicht moglich, da es hierbei zu einer
Cyclisierung des Aktivesters kommt.'%! Das Peptid 73 konnte nun unter schwach
basischen Bedingungen mit tris(2-Aminoethyl)amin (TRIS) problemlos am N-Termi-
nus entschitzt und via gemischtes Anhydrid mit (R)-Cbz-Pipecolinsdure zum
Dipeptid-Azid 74 mit einer exzellenten Ausbeute von 88% (Uber zwei Stufen)
geknupft werden. Das bei der Entschitzung verwendete TRIS hat dabei den Vortell,
dass es bei der Aufarbeitung unter neutralen bzw. basischen Bedingungen in die
wassrige Phase extrahiert werden kann."®!

1) 10 Ag. HCI-Dioxan

2) 1.1 Aq. BEP o
3.0 Aq. DIPEA H LB HOA
A " _ i P , r C
Boc\N Ns 1.1Aq. (S,S)-Cbz-lsoleucin _ o~ N N, :
] DCM/16 h | Zersetzung
70 -10°C —= RT 72

89% (2 Stufen)

1) 10 Aqg. HCI'Dioxan 1) 14 Ag. TRIS
2) 1.1 Aq. BEP 0 2) 1.1 Aq. (R)-Cbz-PipOH
3.0 Aq. DIPEA H 1.1 Aqg. IBCF
1.1 Ag. (S,S)-Fmoc-Isoleucin , 1 Ag.
a. (S.S) — Fmoc VNN N 11 Ad NMM _
DCM/16 h ] THF/18 h
-10°C —= RT 73 -20°C — RT
87% (2 Stufen) 86% (2 Stufen)

1.5 Ag. Methylpropiolat
O Y BT G
: N/,, 10 mol% Na-Ascorbat - S N, _
N N N 'T‘/\ff N N0
0] O N=N

| l 3 H,O/'Butanol/RT/1 d |

Cbz 74 85% Cbz 75

Schema 4.17: Synthese von Peptid-Azid 75.

Verbindung 74 wurde nun testweise mit Propiolsduremethylester zum entsprechen-
den Triazol-Tripeptid 75 umgesetzt. Dabei zeigte sich, dass sich die Azid-Peptide
genauso gut ,clicken” lasen wie das Aminosaure-Azid 70 (85% Ausbeute). Mit diesen
Ergebnissen in den Handen sollte nun eine Reihe von Alkinen fir die Synthese von
weiteren Triazol-Derivaten synthetisiert werden.
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4.3.3 Synthese diverser Alkine

Fur den Aufbau der Triazol-Substanzbibliothek sollten Alkine mit mdglichst grol3er
Diversitat synthetisiert werden (Abbildung 4.1). Zum einen natirlich Tubuphenyl-
alanin-Alkin 78 sowie weitere Amid-Alkine (76, 77) um moglichst nahe am Original-
molekul zu bleiben, aber trotzdem den Einfluss des C-Terminus auf die Aktivitat
studieren zu konnen. Eine Umsetzung mit Dolaphenin-Alkin 79 sollte ebenfalls
erfolgen um ein Tubulysin-Dolastatin-Hybrid zu synthetisieren. (S)-Dolaphenin (Doe)
ist eine unnaturliche Aminosdure des Naturstoffs Dolastatin 10, welcher ebenfalls
Tubulin inhibiert und eine starke antimitotische Wirkung gegen zahlreiche Krebszell-
linien besitzt.*** Eine Kreuzung dieser beiden Naturstoffe konnte daher ein interes-
santer Ansatz sein. Zum anderen war die Idee auch nicht-amidische Alkine (80-82)
zu synthetisieren, die auf Grund der fehlenden Peptidbindung nicht so leicht proteo-
lytisch gespalten werden konnen. Derivat 82 sollte auf Grund seiner Cumarin-
Struktur zudem stark fluoreszierende Eigenschaften besitzen, so dass man es je
nach Aktivitat ausnutzen konnte um Bindungsstudien zu betreiben.

76 77

Amid-Alkine

X

~N o Yo
fluoreszierendes Alkin K

82

(0]
\
/\/© \O\)]\ - nicht-amidische Alkine
=z o 0

80 81

Abbildung 4.1: Diverse Alkine zur Synthese von Triazolpratubulysin-Derivaten.
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4.3.3.1 Amid-Alkine

Die Synthese der Alkine mit einer Amidbindung ist in Schema 4.18 dargestellt.
Zur Darstellung dieser Verbindungen wurde Propiolsaure 83 mit verschiedenen
Aminen umgesetzt. Die Reaktion mit L-Phenylalaninmethylester und DCC verlief
sehr schnell und bendétigte keinen zuséatzlichen Katalysator (z.B. HOBt, DMAP etc.),
der verhindert, dass es zu einer Bildung des inaktiven Acylharnstoffes kommt."'%! So
konnte Verbindung 76 quantitativ isoliert werden. Analog sollte die Knipfung mit dem
verlangerten Derivat 86 verlaufen, welches durch die schon mehrmals beschriebene
DibalH-Wittig-Eintopf-Reaktion synthetisiert wurde. Allerdings erhielt man in diesem
Fall ein Gemisch aus dem gewlnschten Amid 77a und dem inaktiven Acylharnstoff
77b im Verhdltnis 1:1. Diese konnten zwar leicht chromatographisch getrennt
werden, allerdings enthielt die Produktfraktion stets den nicht abtrennbaren Dicyclo-
hexylharnstoff.

O
/k ° 1.1 Aq. DCC Q o
Z OH + DCM/RT/3 h /J\
= HoN > 99% =z N >
83 84 O 76 O
Br,
PhsP” >COOMe
BOC\N oL 2 Aq. DibalH/Hexan KO'Bu Boc.. _— O
N DCM/-78°C/2 h DCM/16 h ”
o} -78°C — RT g6 O
85 71%
1) 10 Aq. HCI'Dioxan )
2) 1.0 Aqg. Propiolsaure O\ )J\ /O
1.1 Aq. DCC o N” "N
DOMRTZh /J\ N~ SN AON 4 &J‘\H
7 H i N
77a: 43% 77b: 45%

Schema 4.18: Synthese von Amid-Alkinen.

Da die Umlagerung des Aktivesters in diesem Fall sehr schnell verlief (nach
10 Minuten auf dem DC erkennbar) wurde nach einem alternativen Knupfungs-
reagenz gesucht. Der Versuch die Propiolsaure als gemischtes Anhydrid bzw. mit
TBTU zu aktivieren scheiterte ebenfalls. In beiden Fallen erhielt man eine unsaubere
Reaktion mit zahlreichen Nebenprodukten. In der Literatur wird seit kurzem das
Kniipfungsreagenz T3P (2-Propanphosphonsaureanhydrid) ** angepriesen.!*®! Mit

* Kommerziell erhaltlich als 50%ige Lésung in Ethylacetat.
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diesem konnte das Amin 87 unter Verwendung von DIPEA als Base problemlos mit
der Propiolsdure in einer hervorragenden Ausbeute von 86% umgesetzt werden
(77a). Der Vorteil des Reagenzes ist neben der sehr einfachen Reaktionsflihrung
(alles bei 0T zusammengeben und auf RT erwdrmen), dass alle Nebenprodukte
wasserloslich sind. Als letztes Amin wurde noch das Tubuphenylalanin (Tup-OMe)
mit der Propiolsdure unter Verwendung von T3P umgesetzt. In diesem Fall musste
allerdings das Hydrochlorid verwendet werden, da ansonsten die Gefahr besteht,
dass das freie Amin zum Lactam cyclisiert. Auch in diesem Fall konnte das
gewunschte Produkt 78 mit einer sehr guten Ausbeute von 86% isoliert werden.

1.5 Aq. T3P

1.1 Aq. DIPEA

1.0Aq. 83
DCM

S 0°C —= RT

87 86%

1.5Aq. T3P

2.2 Aq. DIPEA

1.0Aq. 83
DCM

0°C — RT
86%

Schema 4.19: Synthese von Amid-Alkinen unter Verwendung von T3P.

4.3.3.2 Neue Synthese von (' S)-Dolaphenin

Wahrend der Entwicklung verschiedener Totalsynthesen zu Dolastatin 10 wurden
zahlreiche Methoden zur Darstellung von (S)-Dolaphenin entwickelt.'*” Obwohl die
Struktur des Molekils (Abbildung 4.2) auf den ersten Blick nicht sehr kompliziert
aussieht ist die Synthese von Doe alles andere als trivial, insbesondere wegen der
Labilitdt des Stereozentrums.

H,N ;J

(S)-Dolaphenin (Doe)

Abbildung 4.2: Struktur von (S)-Dolaphenin (Doe).

Die bisher in der Literatur beschriebenen Synthesen nutzen entweder teure
Reagenzien fir asymmetrische Reaktionen,!1%81110l11% heinhalten Stufen mit sehr
geringen Ausbeuten (z.B. MnO,-Oxidationen)™*** oder haben das Problem der Race-
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misierung des Stereozentrums.[*'?! Daher haben wir eine neue Synthesemethode
gesucht, um racemisierungsfrei in wenigen Schritten gréf3ere Mengen Doe herzu-
stellen um es in unserer Tubulysinsynthese verwenden zu kdnnen. Vor einiger Zeit
wurde in unserem Arbeitskreis im Rahmen einer Diplomarbeit eine Synthese zur
Darstellung von 5-substituierten Thiazolpeptiden entwickelt.!***! Dieses Protokoll
wurde nun auf die Synthese von Boc-Dolaphenin (94) angewendet (Schema
4.20).114

Im ersten Schritt wurden Boc-Phenylalanin 88 und Glycinmethylester via
gemischtes Anhydrid zum Dipeptid 89 geknupft, welches dann mit P,S;p in das
entsprechende Thiopeptid 90 tberfihrt wurde.™® Die Ausbeute war mit 46% eher
bescheiden, jedoch fuhrte auch eine Erhdhung der Reaktionsdauer auf vier Tage
nicht zu einem hoheren Umsatz. Allerdings war dies nicht weiter tragisch, da das
Edukt problemlos zuriickgewonnen werden konnte. Nach der Verseifung des
Methylesters und Aktivierung der resultierenden Séaure 91 mit DCC, cyclisierte der
Aktivester spontan zum Thiazolon 92. Erstaunlicherweise konnte das Thiazolon nicht
mit Trifluormethansulfonsaureanhydrid (Tf,O) in das entsprechende Triflat 93 lber-
fuhrt werden, da sich das Edukt stets zersetzte.

1.0 Aq IBCF _
2.5 Aq NMM N (0] 0.5 Aq. Na,CO;4 89, X=0
Boc-. oH  11AaHCLGYOMe — poe N 08haPsSio
THF/20 h N )
H X 46%

N
H 0 -20°C—= RT — 90, X=8
88 89%
1.1 Ag. NaOH y © 1.0 Aq DCC
MeOH/H,0 Boc. N \)J\ THF/RT/30 min Boc< N
0°C — RT N OH 80% N~
96% H g H.,S
9 92 0
2.0 Aq. TH,O | DCM/0°C/30 min
5.0 Ag. NMM 95% 1.1 Aq. Tf,0
5.0Aq. Py
DCM/0°C
5 mol% Pd(OAc),
20 mol% PPh
2.0 Aq. HCOOH
2.0 Ag. NEt, Boc. /I\’l]
- 0,
THF/60°C/4 h H 93% ee

S
Boc-Dolaphenin (94)

88%

Schema 4.20: Synthese von Boc-Dolaphenin 94.
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Allerdings gelang es in nahezu quantitativer Ausbeute 91 mit zwei Aquivalenten
Tf,O und NMM als Base direkt in das Triflat 93 zu Uberfuhren. Im letzten Schritt
wurde das Triflat mittels Palladium-katalysiertem Hydridtransfer zum Boc-Dolaphenin
94 reduziert.**® Als Hydridquelle fungierte dabei ein Gemisch aus Ameisensaure und
Triethylamin. Die Ausbeute war mit 88% sehr gut. Mittels HPLC und Vergleich mit
racemisch synthetisiertem 94 konnte gezeigt werden, dass es wahrend der
Synthesesequenz kaum zu einer Racemisierung kam (93% ee). Somit hatten wir
eine neue und nahezu racemisierungsfreie Methode entwickelt um schnell Dola-
phenin im gré3eren Mal3stab bereitzustellen. Die Gesamtausbeute, ausgehend vom
literaturbekannten Thiopeptid 90,'°! betragt dabei 80% uiber vier Stufen. Die
Ergebnisse werden in Kiirze publiziert.**”! AnschlieBend wurde 94 mit HCI entschiitzt
und das freie Amin problemlos mit Propiolsdure unter Verwendung von T3P zum
bendtigten Alkin 79 geknupft (Schema 4.21).

1.5 Ag. T3P
1) HCI-Dioxan 1.1 Ag. DIPEA

; O
Boc. /N’W 2)NaHCO; _ 1.0 Aq. 83 /J\
quantitativ DCM
H s vcm gt F
87%
Boc-Dolaphenin (94) % 79

I=z
O
</

Schema 4.21: Synthese von Dolaphenin-Alkin 79.

4.3.3.3 Nicht-amidische Alkine

Die Synthese der nicht-amidischen Alkine ist in Schema 4.22 dargestellt. Dabei
handelt es sich um die beiden Propargylderivate 80 und 81. Die Synthese der beiden
Verbindungen mittels Williamson’scher Ethersynthese ist in der Literatur beschrie-
ben. M8 piese Derivate wurden gewahlt, da sie wegen des Phenethyl- und des
Glycolrestes mit dem Original-Tubuphenylalanin eine gewisse strukturelle Verwandt-
schaft aufweisen und trotzdem sehr einfach zu synthetisieren sind.

OH 41 Aq. NaH /\Q
Br + ©/\/ THF/RT/20 h /\ O
95

\\

92%

80
0 0.8 Aq. NaH o N
8Aq. Na
///\ OH =+ Blr\)J\o/ THFIO'C/2.5 \O\)J\O/
96 ’ 81

Schema 4.22: Synthese von nicht-amidischen Alkinen.
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4.3.3.4 Synthese eines fluoreszierenden Alkins

Im Rahmen einer Dissertation in unserer Arbeitsgruppe wurde eine neuartige und
milde Synthese von Fluoreszenzfarbstoffen auf Cumarin-Basis entwickelt.**” Diese
kénnen verwendet werden um Peptide oder Aminosauren zu ,labeln®“. Daher bot sich
diese Methode an, um ein fluoreszenzmarkiertes Triazolderivat zu synthetisieren,
welches interessant fir Bindungsstudien sein kdnnte. Die Synthese ist in Schema
4.23 dargestellt. 4-Pentinsaure 97 wurde mit Carbodiimidazol (CDI) aktiviert und
anschlieBend mit Malonat 98 zum entsprechenden B-Ketoester 99 umgesetzt.[*?!!
Dieser wiederum wurde einer Variante der Pechmann-Kondensation unterzogen.
Normalerweise werden bei dieser Reaktion Phenole und Malonate bzw. B-Ketoester
in Gegenwart von starken Sauren (z.B. konz. Schwefelsdure) zu Cumarinen umge-
setzt.'??l Da aber bei der Verwendung eines Aminophenols eine Protonierung der
Aminfunktion durch die Schwefelsdure zu einer Desaktivierung des Aromaten flhren
wiirde, wurde in unserem Fall TiCI(O'Pr); als Lewissaure eingesetzt. So wurde der -
Ketoester 99 zusammen mit 2-Diethylaminophenol und der Lewissaure tber Nacht in
Toluol refluxiert. Leider konnte entgegen bisheriger Ergebnisse das gewlnschte
Cumarin-Derivat 82a nur mit 25% Ausbeute isoliert werden. Daneben erhielt man als
Hauptprodukt, den durch Umesterung gebildeten, Isopropylester 82b mit 67%
Ausbeute. Nichtsdestotrotz wurde das stark fluoreszierende Alkin 82a in der
nachfolgenden Synthese verwendet.

0 j\/l?\ 1.05 Aq. MgCl, o O
1.2 Aq. CDI /\M

S  —/— -

///\)J\ OH + KO O THF/RT/A7 h Z 0
97 66% 99
2.0 Aq. TICI(O'Pr); )\
1.0 Aq. m-Diethylaminophenol
Toluol/reflux/20 h
82b: 67%
82a: 25%

Schema 4.23: Synthese des fluoreszierenden Cumarin-Alkins 82a.

4.3.4 Synthese der Triazole via Click-Chemie

4.3.4.1 Triazolpratubulysin und Analoga

Die Synthese der Triazolpratubulysin-Derivate ausgehend von den Amid-Alkinen
ist in Schema 4.24 dargestellt. Azid 74 wurde mit den Alkinen A zu den entsprechen-
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den Triazolen 100 umgesetzt (Tabelle 4.1).2% Bej der Verwendung dieser Amid-
Alkine (im Gegensatz zum Propiolsduremethylester) musste die Reaktionszeit auf
drei Tage erhoht werden um einen quantitativen Umsatz zu gewahrleisten. AulRer-
dem benotigte man fur diese reaktionstrageren Alkine 20 mol% Katalysator in Form
von Kupfer(l). Die Ausbeute bei der Verwendung von Alkin 76 und 77 war nahezu
guantitativ. Im Falle von 77 musste ein DMSO/Wasser-Gemisch als Ldsemittel
verwendet werden,*?® da das Edukt in tert-Butanol/Wasser ausfiel und dadurch die
Ausbeute auf ca. 50% einbrach. Durch die Verwendung von DMSO konnte sie
immerhin auf sehr gute 81% gesteigert werden. AnschlieRend wurden die Triazole
100 am N-Terminus durch katalytische Hydrierung entschiitzt und reduktiv methyliert
(101). Bei der Entschitzung von Verbindung 100b wurde gleichzeitig die Doppel-
bindung am C-Terminus mithydriert. Im letzten Schritt wurde der Methylester
guantitativ verseift und die Sauren in die entsprechenden TFA-Salze 102 uberfuhrt.
Waéhrend bei der Synthese von Triazolpratubulysin 102a die Verseifung des
Methylesters bei 80T durchgefiuihrt werden musste (o hne detektierbare Race-
misierung) konnten die Analoga 102b und 102c bei Raumtemperatur entschutzt
werden.

1.5 Ag. Alkin (A)
(\ (0] L o o) 20 mol% CuSOy4
N, 20 mol% Na-Ascorbat
N N M

gbz | S /J\ H X~ N0 H0/Butano/RT/3 d

—— 100, R =Cbz

1) Pd/C (10%)/MeOH
E\? b0 I/\ 0 j\ 2 1.0A3. (CH0)y
: 1.1 Aq. NaBH,CN
N/\H/N”' N N/YJ\N x~ Yo~ MeOH/RT/ d
| v H
R (0] N=N

— 101, R=Me

1) NaOH/H,O/Dioxan I/\
2) TFA N / ﬁ)l\
N AN
“[r ,

TFA |
102

Schema 4.24: Synthese von Triazolpratubulysin und Analoga.
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Tabelle 4.1: Synthese von Triazolpratubulysin und Analoga.

Eintrag A X-COOMe 100 Ausbeute 101 Ausbeute 102 Ausbeute

1 8 Aooome 1002 96% 101a 81% 102a 97%
2 77 ~Acoome 100b*  81% 101b°  77% 102b" 99%
3 76 —coome  100c 93% 101c 79% 102¢ 89%

? Reaktion wurde in DMSO/H,0 durchgefiihrt. ® Produkt mit hydrierter Doppelbindung.

4.3.4.2 Synthese eines Pratubulysin-Dolastatin-Hybr  ids

Durch die Kupplung von Azid 74 mit dem Dolaphenin-Amid 79 wurde ein Hybrid
aus Pratubulysin (linke Seite) und Dolastatin 10 (rechte Seite) erhalten, wobei Triazol
103 in quantitativer Ausbeute isoliert werden konnte. Obwohl das Stereozentrum von
Dolaphenin-Derivaten anfallig fir Epimerisierungen ist, konnte in diesem Fall keine
Racemisierung beobachtet werden (*H-NMR), so dass Verbindung 103 mit >95% ds
erhalten wurde. Im letzten Schritt konnte die Cbz-Schutzgruppe wegen des Schwe-
fels im Molekul nicht katalytisch hydriert werden, so dass zur Entschitzung HBr in
Eisessig verwendet werden musste.*?

N, 20 mol% CuSO4
4 H

7 20 mol% Na-Ascorbat -
,/7 H,O/'Butanol/RT/3 d
99%

> H 0] 0] 1) 10 Ag. HBr/HOAc
: N N 2) 1.0 Aq. (CH,0),
N . N N N /J 1.1 Ag. NaBH3CN
| N=N

MeOH/RT/1 d
60%

103 >95% ds

N N N/VJ\N 4
| | IV

104  82%ds

©

Schema 4.25: Synthese eines Préatubulysin-Dolastatin Hybrids (104).
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Nach der reduktiven Methylierung der Pipecolinsaure konnte eine geringe
Epimerisierung (82% ds) im *H-NMR beobachtet werden. Allerdings konnten einige
mg 104 mit >95% ds durch Flashchromatograhie isoliert werden, die dann auf ihre
biologische Aktivitdt untersucht wurden. Die Gesamtausbeute im letzten Schritt
betrug allerdings nur moderate 60% (Uber zwei Stufen), was darauf hindeutet, dass
es neben der Racemisierung auch zu einer partiellen Zersetzung des Eduktes durch
den sehr aggressiven Bromwasserstoff kam.

4.3.4.3 Synthese weiterer Triazolpratubulysin-Analo  ga

Die bisher beschriebenen Triazol-Derivate sind strukturell eng mit dem
Pratubulysin verwandt, da sie zwischen der Triazol-Einheit und dem C-Terminus eine
Amidbindung besitzen. Im Folgenden ist nun die Synthese von Triazolderivaten
dargestellt, die keine Amidbindung, sondern einen Alkylrest am C-Terminus
aufweisen (Schema 4.26). Der Vorteil kdnnte dabei sein, dass durch das Fehlen der
Peptidbindung diese Molekile durch Enzyme nicht so leicht proteolytisch abgebaut
werden. Dadurch konnte man eine langere Halbwertszeit des Wirkstoffs im
Organismus erreichen. Wahrend die Amid-Alkine eine Reaktionszeit von drei Tagen
fur einen vollstandigen Umsatz bendtigen, betragt die Reaktionszeit der Propargyl-
ether 80 und 81 nur ein Tag bei gleichbleibenden Bedingungen. Die entsprechenden
Triazole 105 konnten dabei mit sehr guter Ausbeute erhalten werden (Tabelle 4.2).

(\: y o L 1.5 Ag. Alkin (A)

N 20 mol% CuSO,

'}l /\ﬂ/ N, N N . / R 20 mol% Na-Aséorbat
A

Cbz O | H,O/'Butanol/RT/1 d
74

—— 105,R' =Cbz

(\; ’ ) Iﬂ 1) Pd/C(10%)/MeOH

: N, 2) 1.0 Ag. (CH,0),

N/\[( "N NMR 11 Aq. NaBH,CN
R O I N=N MeOH/RT/1 d

—> 106, R'=Me

1) NaOH/H,O/Dioxan (\_ y O I/\
2) TFA N OH
106b N &z N N 0
I/\g/ M /W

quantitativ \
TFA | N=N o

107

Schema 4.26: Synthese von Triazolderivaten mit Alkylseitenketten.
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Tabelle 4.2: Synthese weiterer Triazolpratubulysin-Analoga.

Eintrag A X-COOMe 105 Ausbeute 106 Ausbeute 107 Ausbeute

O
1 80 v\(> 105a  85% 106a 87% / /

2 81 O _-COOMe 105b 83% 106b 72% 107 quant.
T
3 82 0 )N/\ 105c 86% 106¢c 79% / /

Sukzessive Entschitzung sowie N-Methylierung lieferte die Derivate 106 in
ebenfalls sehr guten Ausbeuten. Im Falle von Verbindung 106b musste diese noch
am C-Terminus zur freien Saure entschiitzt werden. Nach der Uberfiihrung in das
TFA-Salz erhielt man Derivat 107 in quantitativer Ausbeute. Im Gegensatz zu allen
anderen in dieser Dissertation beschriebenen TFA-Salzen konnte dieses Derivat auf
Grund seiner Polaritat nach der wassrigen Aufarbeitung nicht in die organische
Phase Uberfuhrt werden. Daher wurde das Produkt durch Lyophilisierung der
wassrigen Phase gewonnen. Deshalb enthielt das ansonsten saubere Produkt noch
geringe Mengen an Natriumtrifluoracetat, das aber bei der Bestimmung der
biologischen Aktivitat nicht storte, da es sowieso im Puffer vorhanden war. Im Falle
des Cumarin-Derivates 106¢ hat man nun ein fluoreszierendes Préatubulysin-Derivat,
welches neben der biologischen Evaluierung auch fur Bindungsstudien interessant
sein konnte.

4.4 Synthese von Hydroxypratubulysin

Die Synthese des Hydroxypratubulysins sollte analog zur Synthese des
N-Desacetoxytubulysin H nach Wipf et al. erfolgen (Abbildung 4.3).1! Dazu musste
zuerst entsprechend der Literatur der N-Desacetoxytubuvalin-Baustein synthetisiert
werden. Da es dabei allerdings zu unvorhergesehenen Problemen kam und daher
einiges optimiert werden musste, soll die Synthese dieses Derivates im n&chsten
Abschnitt ausfuhrlich diskutiert werden, obwohl die Verbindung in der Literatur
bekannt ist. Aul3erdem wurden durch die Optimierung der Reaktionsbedingungen die
Ausbeuten gegeniber der Literatur deutlich erhéht.
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OAc 0 S o) OH
R' N - H N
N 7" TOR - N "¢ N 4
| 5 — 1 3 |

N-Desacetoxytubuvalin Hydroxypréatubulysin

Abbildung 4.3: N-Desacetoxytubuvalin als Vorstufe zur Synthese von Hydroxypra-
tubulysin.

4.4.1 Synthese von N-Desacetoxytubuvalin

Der Schlusselschritt bei der Synthese des N-Desacetoxytubuvalins ist eine
Grignard-Reaktion nach Knochel (Schema 4.27).2° Zur Herstellung dieser beiden
Bausteine konnten in den vorherigen Kapiteln vorgestellte Produkte verwendet
werden. Wahrend das benétigte B-Valinal 108 durch Dess-Martin-Oxidation*?®! des
Alkohols 68 bereitgestellt wurde, konnte das Bromthiazol 110 durch quantitative
Reduktion des Ethylesters 38a und TBS-Schiitzung des resultierenden Alkohols 109
erhalten werden. Das Bromthiazol 110 wurde bei 0T durch Halogen-Metall-
Austausch mit sec-Butylmagnesiumchlorid (Knochel-Reagenz) in das entsprechende
Grignardreagenz uberfiihrt.**” AnschlieRend wurden 0.5 Aquivalente des Aldehyds
108 zugesetzt und die Reaktionsmischung 2.5 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.
Nach der Aufarbeitung erhielt man die beiden Diastereomere 111 im Verhéltnis 1:1
mit jeweils 35% Ausbeute. Die beiden Diastereomere liel3en sich allerdings problem-
los durch Flashchromatographie trennen.

0]
BOC\N\/(/\O 1.2 Aq. DMP Boc\Nji/mH

I H DCM/RT/3 h |
78%

68 108
g 8 ﬁq k;cllgH 1.1 Ag. TBSCI
Br _20Aq NaBHy gy N 2.5 Ag. Imidazol Br
\(J)J\O/\ THF/ETOH/20 h \(fOH DMFia fOTBS
0°C — RT S °C—= RT
38a 92% 109 ¢ 99% 110
OAc OAc
1) 1.0 Ag. sec-Butyl-MgCl Boc.-. N ~__N
THF/0°C/30 min °°~N /J/\OTBS . Boc~y /J/\OTBS
2)0.5Aq. 108 | S | S
THF/RT/2.5h syn-111: 35% anti-111: 35%

Schema 4.27: Grignard-Reaktion nach Knochel.
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Ruhrt man den Ansatz dagegen wie in der Literatur*® beschrieben tiber langere
Zeit bei 0T findet man neben nicht umgesetzten Aldehyd 108 auch nicht
identifizierbare Nebenprodukte. AuRerdem ist in der Literatur beschrieben, dass die
Diastereomere 111 im Verhaltnis 2:1 (syn:anti) entstehen. Obwohl die Reaktion mit
unterschiedlichen Reaktionsbedingungen (Variation der Temperatur, Zeit) durchge-
fuhrt wurde, war das Verhaltnis der Diastereomere stets 1:1. Die weitere Synthese ist
in Schema 4.28 dargestelit.

Die OH-Gruppe wurde mit Essigsdureanhydrid und DMAP quantitativ acetyliert,
da die in der Literatur beschriebene Umsetzung mit Acetylchlorid zur partiellen
Zersetzung des Eduktes fihrte. Das erhaltene Acetat 112 wurde mit TBAF quantitativ
entschitzt und die Hydroxygruppe anschlief3end in zwei Stufen mit einer exzellenten
Ausbeute (93% Uber beide Stufen) zur Carbonsaure oxidiert, wobei N-Desacetoxy-
tubuvalin (114) erhalten wurde. Im ersten Schritt wurde dabei der Alkohol mittels
Dess-Martin-Reaktion zum Aldehyd oxidiert und dieser anschlieend durch eine
Lindgren-Oxidation*?®! mit Natriumchlorit in die Carbonsaure tberfiihrt. Zur Zersto-
rung des entstehenden Hypochlorites wurde 2-Methyl-2-buten als milder ,Scavenger”
eingesetzt, der viele funktionelle Gruppen toleriert.*?°!

(ST - g

Boc-. N 0.1 Aq. DMAP Boc.-. N 1.5 Aq. TBAF5H,0

T S/ J/\OTBS DCM/16 h T ;J/\OTBS THF/RT/20 min
112

0°C— RT 97%
syn-111 97%

1) 1.2 Aq. DMP
DCM/RT/3 h
OAc 2) 10 Aq. NaCIO, OAc 0
N 7 Aq NaH,PO N
Boc. N /J/\OH 20 Aq. 2-|\3Ieth§l|-2-buten Boc.. N /j)J\OH
| S |

tButanol/H,O/RT/16 h S
113 93% (2 Stufen) N-Desacetoxytubuvalin (114)

Schema 4.28: Synthese von N-Desacetoxytubuvalin (114).

4.4.2 Synthese des Hydroxypratubulysins

Die Komplettierung der Synthese zum Hydroxypratubulysin ist in Schema 4.29
dargestellt. 114 wurde als gemischtes Anhydrid aktiviert und anschliel3end mit Tubu-
phenylalanin in hervorragender Ausbeute zum Dipeptid 115 geknipft. Im nachsten
Schritt wurde das Dipeptid mit TFA quantitativ entschitzt. Bei der Verwendung von
HCI in Dioxan kam es teilweise zur Zersetzung des Dipeptides, was zu unerwinsch-
ten Nebenprodukten bei der Peptidknipfung fuhrte. Wahrscheinlich eliminiert das
Dipeptid im stark sauren Milieu Essigsaure. Das TFA-Salz wurde mit NaHCO3 in das
freie Amin Uberfuhrt und anschlie3end mit (S,S)-Fmoc-Isoleucin unter Verwendung
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von BEP in guter Ausbeute zum Tripeptid 117 geknupft. Die Cbz-Schutzgruppe
konnte nicht verwendet werden, da deren Spaltung mit HBr/HOAc wiederum zu einer
Zersetzung des Molekuls fuhren wirde (s. oben HCI in Dioxan). Das Tripeptid wurde
mit TRIS am N-Terminus entschitzt und das freie Amin mit (R)-N-Methyl-
Pipecolinsaure gekniipft, welche entsprechend der Literatur hergestellt wurde.”” Die
Pipecolinsdure wurde in diesem Fall als Pentafluorphenolester (PFP) aktiviert.
Dadurch erspart man sich zwar den Schritt der reduktiven Methylierung am Stickstoff,
allerdings ist die Reaktion nicht so sauber wie bei der Kniupfung mit Cbz-
Pipecolinsédure (via gemischtes Anhydrid) und die Aufreinigung des Tetrapeptides
gestaltet sich ungleich schwieriger. In diesem Fall wurde diese Variante gewahlt, da
nicht klar war, ob die Acetatgruppe in Nachbarschaft zum Thiazolring mit
Reduktionsmitteln wie NaBH3CN reagiert. So konnte das Tetrapeptid 118 mit einer
sehr guten Ausbeute von 78% uber zwei Stufen erhalten werden. Im letzten Schritt
erfolgte eine simultane Verseifung der Acetatgruppe und des Methylesters mit NaOH.
Da der Methylester bei Raumtemperatur unter diesen Bedingungen nur extrem
langsam reagierte, wurde die Entschitzung bei 50C ohne detektierbare Racemi-
sierung (*H-NMR) durchgefiihrt, so dass das gewiinschte Hydroxypratubulysin 119
mit einer sehr guten Ausbeute von 85% isoliert wurde. Dieses wird nun im AK Mdiller
zur biologischen Evaluation und zur weiteren Aufklarung der Biosynthese des
Tubulysins eingesetzt.

1.1 Aq. IBCF 1) TFA/IDCM/RT/2 h 115, R =Boc
2.2 Aq. NMM 2) Na&'(i.%
A ) quantitativ
114 (1A TupHC R ONG — 116, R=H
THF/16 h
-20°C —= RT |
91%
i 1) 14 Aq. TRIS
1.1 Aq. BEP DCM/RT/20 min
2.0 Aq. DIPEA H (0] OAc 0] 2) 2.0 Aq. (R)-Mep-PFP
1.1 Ag. (S,S)-Fmoc-lle N, N DCM/RT/1 d
DCM/20 h Fmoc™ ™ N 4 p H 78% (zwei Stufen)
-10°C — RT | S
74%
0 117

— 118, R=Me, R'=Ac

1) 4.0 Aq. NaOH/MeOH/H,0
2) TFA
85%

» Hydroxypratubulysin (119),
R=H, R =H, TFA-Salz

Y N
N “r” °N 4 N
IA([)r (ﬁ' sﬁ :
Schema 4.29: Synthese von Hydroxypratubulysin (119).
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4.5 Synthese photoaktivierbarer Pratubulysin-Deriva  te

Wie schon in der Aufgabenstellung beschrieben ist das Ziel die Synthese eines
photoaktivierbaren Pratubulysinderivates. Dabei bietet sich eine Benzophenon-
Einheit an, die den Phenylring im Tubuphenylalanin ersetzen soll. Dies hat zum
einen den Vorteil, dass diese photolabile Gruppe recht dhnlich zum Phenylring ist
und zum anderen sollte die Benzophenon-Einheit durch Kreuzkupplungen leicht syn-
thetisch zugénglich sein. Das erste Ziel war es daher p-Benzoyl-Tubuphenylalanin
(pBTup) zu synthetisieren (Abbildung 4.4).

p-Benzoyl-Tubuphenylalanin (pBTup)

Abbildung 4.4: Struktur der photolabilen Einheit p-Benzoyl-Tubuphenylalanin
(pBTup).

4.5.1 Synthese von p-Benzoyl-Tubupenylalanin

Die Idee war das pBTup ausgehend vom entsprechenden Triflat Gber eine
carbonylierende Kreuzkupplung aufzubauen. Das Triflat wiederum sollte leicht
zuganglich sein aus dem entsprechenden verlangerten Tyrosin, dem Tubutyrosin
(Tut). Bevor allerdings die Synthese mit Tubutyrosin durchgefihrt wurde, sollte die
Kreuzkupplung zuerst am Triflat des Tyrosins optimiert werden. Wéhrend carbony-
lierende Stille- und Suzuki-Kupplungen mit lodphenylalanin in der Literatur bekannt
sind, sind die entsprechenden Reaktionen mit dem Tyrosin-Triflat nur ohne CO-
Insertion beschrieben.*%M3Y Nichtsdestotrotz sollte nun Triflat 120 in einer Suzuki-
bzw. Stille-Reaktion unter CO-Insertion zum Benzophenon-Derivat 121a umgesetzt
werden (Schema 4.30). Das Triflat selbst wurde nahezu quantitativ Gber drei Stufen
aus L-Tyrosin dargestellt.™*? Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst.
Die Suzuki-Kupplung wurde mit 1.1 Ag. Phenylboronsaure, 3.0 Agq. K,CO3 als Base
und jeweils 5 mol% Palladium-Katalysator in Anisol oder Toluol als Lésemittel
durchgefiihrt.*¥ Alle Ansatze wurden einen Tag bei 80T geriihrt, wo bei jeweils der
Katalysator variiert wurde. Als Additiv wurde Kaliumiodid verwendet um die Reak-
tivitat des Triflates zu erh6hen.
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(0]
OTf  Suzuki: 1.1 Aq. Phenylboronsaure BOC\N O 121a
3.0 Ag. K o)

Stille: 1.1 Ag. PhSnBu,
3.0 Aq. LiCl
BOC\N O\ - +
H CO/80°C/1d
° g
120

Boc\N O

H

121b

0]

Schema 4.30: Carbonylierende Kreuzkupplungen mit Triflat 120.

Bei der Verwendung von PdCIl>(PPhs), konnte ein Umsatz von 10% beobachtet
werden. Allerdings war im Roh-NMR nur das uninsertierte Produkt 121b zu finden.
Das gewinschte Produkt 121a hat sich erst gar nicht gebildet. Nimmt man dagegen
»1etrakis® (Pd(PPhs),) als Katalysator findet man im Roh-NMR 20% des gewiinsch-
ten Produktes 121a, der Rest ist nicht umgesetztes Edukt 120. Das Hauptproblem
bei dieser Reaktion ist, dass das CO den Palladium-Katalysator zu elementarem
Palladium reduziert und dieses dann ausfallt. Schon nach kurzer Zeit (1-2 Stunden)
farbt sich die Reaktionsmischung vom Palladium schwarz. Daher wurde als nachstes
PdCl,(dppf), als Katalysator verwendet, da dieser laut Suzuki et al. besser geeignet
ist um Triflate unter diesen Bedingungen umzusetzen.™®® Eintrag 3 zeigt, dass in
diesem Fall das gewtnschte Produkt 121a immerhin mit 66% Ausbeute isoliert
werden konnte. Daneben erhielt man noch 2% uninsertiertes Produkt 121b und 9%
nicht umgesetztes Triflat 120.

Tabelle 4.3: Kreuzkupplungen mit Triflat 120.

Eintrag  Reaktion Katalysator Lm Umsatz® Ausbeute Ausbeute Ausbeute

(5mol%) (121a) (121b) (120)

1 Suzuki PdCI,(PPhz),  Anisol 10% 121b n. isol. n. isol. n. isol.

2 Suzuki Pd(PPhgz), Toluol 20% 121a n. isol. n. isol. n. isol.

3 Suzuki PdCl,(dppf),  Anisol n. best. 66% 2% 9%

4 Stille PdCl,(dppf). DMF n. best. 7% Spuren 54%

5 Stille Pd(PPhz), DMF n. best. 25% Spuren 33%

6 Stille PdCI,(PPhjz), DMF 20% 121a n. isol. n. isol. n. isol.

& Bestimmt im *H-NMR aus dem Rohprodukt.
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Anscheinend ist dieser Palladium-Katalysator auf Grund seiner Ferrocen-
Liganden in der CO-Atmosphare langer stabil. Als nachstes sollte die Stille-Kupplung
untersucht werden. Diese wurde mit 1.1 Ag. PhSnBus und 3.0 Ag. LiCl in DMF als
Losemittel durchgefiihrt. ™** Die Ansatze wurden ebenfalls unter CO-Atmosphére bei
80C fur einen Tag geruhrt. Verwendet man hier ebenfalls den PdCl,(dppf).-
Katalysator erhalt man allerdings nur 7% von 121a neben 54% Edukt. Dieser
Katalysator scheint fur die Stille-Kupplung weniger geeignet zu sein. Bei der Verwen-
dung von ,Tetrakis* konnten 25% des gewiinschten Produktes neben 33% Edukt
isoliert werden. In beiden Fallen waren nur Spuren des uninsertierten Produktes
121b zu finden. Zuletzt wurde noch der PdCl,(PPh3),-Katalysator getestet. In diesem
Fall konnten im Roh-NMR nur 20% 121a gefunden werden neben nicht abreagiertem
Triflat 120. Auch bei der Stille-Kupplung ist das Hauptproblem die Reduktion des
Palladiums durch das CO. Das beste Ergebnis lieferte somit die Suzuki-Kupplung
unter Verwendung des Palladium-Ferrocen-Katalysators PdCl,(dppf).. Daher sollte
dieser nun auf das verlangerte Tyrosin-Derivat angewendet werden. Die Synthese
des verlangerten Triflates 127 ist in Schema 4.31 dargestellt.

OH OTBS
o, |
1.0 Aq. TBSCI Ph3p{ COOEt
2.5 Aq. Imidazol 2 Aq. DibalH/Hexan KO'Bu
~ ———— Boc. (0]
Boc N O~ DMF/RT/3 h °C~N ~ DCM/-78°C/90 min DCM
H 99% H -78°C —= RT
O O 64% (2 Stufen)
122 123
OTBS OR 125, R=TBS
1.5 Aq. TBAF
THF/RT/30 min
99%
5 Pd/C(10%)/H, ) 126, R=H
oc\N = ~" MeOWRT/22 h Boc\N (OGP 1.2 Aq. Tf,0
H 94% H 5.0 Aq. Py
0] DCM/0°C/1 h
124 dr =60:40 92%
— 127, R=Tf
O
1.1 Aq. Phenylboronsaure Q Q
5 mol% PdCl,(dppf),
3 Aq K2003
3Aq. KI Boc-. 0 + Boc. o)
Anisol/CO/80°C/1 d H ~ |I:l| ~
0] (@)
128a: 37% 128b: 27%

Schema 4.31: Synthese und Suzuki-Kupplung von Triflat 127.
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L-Boc-Tyrosinmethylester 122 wurde im ersten Schritt TBS-geschutzt (123) und
anschlieend mittels bewahrter DibalH-Wittig-Eintopfreaktion um zwei C-Einheiten
zu Derivat 124 verlangert. Die Ausbeute war mit 63% Uber drei Stufen recht gut.
Anschliel3end wurde die Doppelbindung quantitativ mit Palladium auf Kohle hydriert,
wobei das TBS-geschitzte Tubutyrosin-Derivat 125 mit einem Diastereomeren-
verhaltnis von 60:40 isoliert wurde. Die beiden Diastereomere sind mittels Flashchro-
matographie nicht trennbar. Allerdings war dies nicht weiter tragisch, da hier zuerst
einmal die Syntheseroute ausgearbeitet werden sollte. Falls diese erfolgreich ist kann
man sich immer noch um eine diastereoselektive Synthese Gedanken machen. Die
Silylschutzgruppe wurde mit TBAF problemlos abgespalten und die freie OH-Gruppe
nahezu quantitativ ins Triflat Gberfuhrt (127). Das Triflat wurde anschliel3end unter
den zuvor optimierten Bedingungen in einer Suzuki-Reaktion umgesetzt. Dabei
erhielt man allerdings das gewinschte Benzophenon-Derivat 128a nur mit 37%
Ausbeute. Daneben konnten noch 27% des Nebenproduktes 128b isoliert werden.
Dies bedeutet, dass im Vergleich zum unverlangerten Tyrosin-Triflat 120 die beiden
Kreuzkupplungsprodukte nahezu im gleichen Verhéltnis entstehen. Das restliche
Edukt hatte sich wahrend der Reaktion zersetzt.

In der Literatur ist von Huffman et al. eine milde Methode beschrieben um
Aryltriflate in Boronsaureester umzuwandeln.™® Diese Variante sollte nun testweise
auf das Tyrosin-Triflat angewendet werden (Schema 4.32). Triflat 120 wurde mit
Pinakolboran und PdCl,(dppf) als Katalysator in Dioxan bei 100C umgesetzt. Der
gewilnschte Boronsaureester 129 konnte dabei mit 61% Ausbeute gewonnen
werden. Daneben entstanden noch 4% Boc-Tyrosinmethylester. Anschlie3end wurde
129 in einer carbonylierenden Suzuki-Kupplung mit Phenyliodid umgesetzt. Dies
sollte den Vorteil haben, dass man die elektrophile mit der nucleophilen Komponente
tauscht und so das reaktivere Phenyliodid (im Vergleich zum Triflat) nutzen kann.

?
OTf B.
) O

1.5 Aqg. Pinakolboran

3.0 Aq. NEt,

3 mol% PdCl,(dppf)

BOC\” O< Dioxan/100°C/22 h Boc.\, SN + BOC\” O<
H
o) O  129:61% o
120 85: 4%

1.1 Aq. Phenyliodid

5mol% PACI(PPha), |
3 Ag. K,CO3 kein Umsatz

Anisol/CO/80°C/1 d

Schema 4.32: Umwandlung von Triflat 120 in den Boronsaureester 129.
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Erstaunlicherweise war auch nach einem Tag kein Umsatz der Edukte zu
beobachten. Daher wurde an dieser Stelle die Idee mit den Triflaten verworfen und
die Synthese des pBTup sollte ausgehend von lodphenylalanin 130 erfolgen
(Schema 4.33), da sowohl Stille- als auch Suzuki-Kupplungen mit diesem Substrat in
der Literatur beschrieben sind.**"! L-Boc-lodphenylalaninmethylester wurde entspre-
chend der Literatur aus L-Phenylalanin in drei Stufen hergestellt.**® Die standard-
mafige Verlangerung zu Verbindung 131 gelang in exzellenter Ausbeute. Dabei
tolerierte das DibalH problemlos das lod. Das verlangerte lodphenylalanin 131 wurde
mittels Suzuki-Kupplung unter CO-Insertion nahezu quantitativ in das Benzophenon-
Derivat 132 umgewandelt. Im Anschluss sollte versucht werden die Doppelbindung
unter Erhalt des Ketons zu hydrieren. Bei der Verwendung von Pd/C (5%) wurde 132
allerdings glatt zu 128b reduziert. Das Keton wurde also bis zum Alkan reduziert.
Anschlieend wurde getestet, ob sich die Doppelbindung homogen mit dem
Wilkinson- bzw. Iridium-Katalysator (Ir(COD)CI) reduzieren lasst. In beiden Fallen
blieb die Doppelbindung trotz 20 bar Wasserstoffdruck unangetastet. Auch der
Versuch die Doppelbindung vor der Kreuzkupplung auf der Stufe des lodides 131 zu
hydrieren scheiterte, da das verwendete Palladium auf Kohle mit dem lod reagierte.

|
|
.t ..
PhsP” “COOEt 1.1 Aq. PhB(OH),
2 Aq. DibalH/H KO'B 3 mol% PdCl,(PPhs)
. viba exan u
Boc. - d : Boc.. O 309KLO
N DCM/-78°C/50 min DCM N Anisol/CO/80°C/19 h
H -78°C == RT H o 979
13 131

o)
%
o 82% (2 Stufen)
0
0
Pd/C(5%)/H,
BOC\N ¥ o~ “MeOHRTAR BOC\N o~
H o 87% H o
132 128b

Schema 4.33: Synthese des pBTup ausgehend von lodphenylalanin 130.

Da sich die Synthese des pBTup weitaus problematischer gestaltete als Anfangs
angenommen, wurde an dieser Stelle beschlossen zuerst vereinfachte Benzo-
phenon-Tubuphenylalanin-Derivate zum Aufbau von Benzophenon-Pratubulysin-
Derivaten zu verwenden. Zum einen sollte das ungesattigte Derivat 132 und zum
anderen das unverlangerte p-Benzophenon-Phenylalanin 121a zur Synthese der
Pratubulysin-Derivate genutzt werden. Von den entsprechenden Verbindungen ohne
Benzophenon-Gruppe wurden schon biologische Aktivitditen im Rahmen der Dis-
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sertation von Angelika Ullrich bestimmt.”? Somit kénnte man im Vergleich mit den
entsprechenden Benzophenon-Derivaten direkt Ruckschlisse darauf ziehen
inwiefern sich die Benzophenongruppe auf die biologische Aktivitat der Pratubulysin-
Derivate auswirkt. Sollten die Aktivitaten komplett einbrechen macht es keinen Sinn
noch mehr Zeit fur die Synthese von pBTup zu verwenden. Die Synthese des
p-Benzoyl-Tubuphenylalanins (pBTup) 121a ist in Schema 4.34 dargestellt. Im
Vergleich zum Triflat konnte das lodid 130 problemlos in einer carbonylierenden
Suzuki-Kupplung zu 121a umgesetzt werden (83% Ausbeute). Daneben entstanden
noch 7% Nebenprodukt 121b, das aber problemlos abgetrennt werden konnte.

O
[ Boc\N (ONQ 121a: 83%
1.1 Aq. PhB(OH), H 0]
3 mol% PdCl,(PPhs),
3 Aq K2003
Boc. O
°CN ~ Anisol/CO/80°C/19 h * O
H
0]
130 O
121b: 7%
Boc. N O
H 0

Schema 4.34: Synthese von pBTup 121a mittels Suzuki-Kupplung.

4.5.2 Synthese der Benzophenon-Pratubulysin-Derivat e

Die finale Synthese der Pratubulysin-Derivate ist in Schema 4.35 dargestellt. Die
beiden Benzophenon-Tubuphenylalanine (BTup) 121a und 131 wurden im ersten
Schritt quantitativ mit HCI in Dioxan entschitzt und anschlieRend mit N-Boc-Tubu-
valin 133, aktiviert als gemischtes Anhydrid, zu den Dipeptiden 134 geknipft. Das
Tubuvalin wurde entsprechend der Literatur synthetisiert.*? Die Ausbeuten waren in
beiden Fallen hervorragend (Tabelle 4.4). AnschlieRend wurde die Boc-Schutz-
gruppe erneut mit HCI in Dioxan gespalten und das resultierende Hydrochlorid mit
Cbz-geschitztem (S,S)-Isoleucin zu den Tripeptiden 135 umgesetzt. Als Knupfungs-
reagenz fur die N-Methyl-Peptide wurde standardméafig BEP verwendet. Auch hier
waren die Ausbeuten mit knapp 90% uber beide Stufen exzellent. Anschlie3end
wurde der N-Terminus mit HBr in Eisessig entschitzt, da eine Hydrierung der Cbz-
Schutzgruppe nicht méglich war. Das freie Amin wurde dann mit (R)-N-Methyl-
Pipecolinsaure-PFP zum Tetrapeptid umgesetzt./*”!
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i (@]
1) HCI-Dioxan
2) 1.1 Aq. TuvOH 133
1.1 Aq. IBCF
2.2 Ag. NMM o)
Boc. _.COOR 1.1 Ag. TupHCI R N )
oc N~ X = Boc N / N x COOR
" | s/ H
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O
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1.1 Aqg. (S,S)-Cbz-lle Cbz/N/" N /J)J\N X/COOR 2) 2.0 Aqg. (R)-Mep-PFP
| S H
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DCM DCM/RT/1 d
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0]

O O —— 136, R = Me, Et
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N/\[( N /J)J\N X
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Schema 4.35: Synthese der Benzophenon-Pratubulysin-Derivate 137.

Tabelle 4.4: Synthese der Benzophenon-Pratubulysin-Derivate 137.

Eintrag BTup X-COOR 134 Ausbeute 135 Ausbeute
1 121a —COOMe 134a 85% 135a 86%
2 131 /J\ 134b 92% 135b 90%
o COOEt
Eintrag 135 X-COOR 136 Ausbeute 137 Ausbeute®
3 135a —COOMe 136a 84% 137a 97%
4 135b )\ 136b 66% 137b 92%
~ COOEt

? |soliert als TFA-Salz.

Wahrend die Ausbeute zum Tetrapeptid 136a mit 84% sehr gut verlief, wurde
Verbindung 136b nur mit guten 66% Uber beide Stufen isoliert. Eventuell hat sich das
Edukt bei der Entschitzung mit HBr zum Teil zersetzt. Die Variante mit N-Methyl-
Pipecolinsdure musste hier angewendet werden, da eine nachtragliche reduktive
Methylierung wegen der Benzophenongruppe nicht moglich war. Im letzten Schritt
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wurde noch der Methylester mit NaOH verseift und die freien Sauren quantitativ in
die TFA-Salze 137 Uberfihrt. Diese Pratubulysin-Derivate wurden zum einen an den
Arbeitskreis Miuller von der Pharmazie zur Bestimmung der biologischen Aktivitat
weitergegeben und zum anderen nach Minchen zu Prof. Sieber von der LMU
gesendet, um mit ihnen Bindungsstudien zu betreiben.

4.6 Biologische Evaluierung der Pratubulysin-Deriva  te

4.6.1 Cytotoxizitatsstudien

Alle zuvor synthetisierten Préatubulysin-Derivate wurden im AK Miuller auf ihre
cytotoxischen Eigenschaften gegen diverse Krebszelllinien getestet. Die Aktivitats-
messungen wurden von Jennifer Herrmann mit dem sogenannten MTT Assay
durchgefiihrt.*®*"! Dies ist eine einfache und bequeme Methode um den Einfluss
externer Faktoren auf das Zellwachstum zu studieren. So kann der Assay zum
Beispiel verwendet werden um die Cytotoxizitdt von Wirkstoffen oder die
Proliferation'® von Zellen zu messen. Grundlage des Verfahrens ist die enzymatische
NADH-abhangige Reduktion des Tetrazoliumsalzes MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid] zu dem Farbstoff Formazan (Schema 4.36).

O-gy = O
N=N N=N
O
MTT (gelb, wasserldslich) Formazan (violett, wasserunloslich)

Schema 4.36: Enzymatische NADH-abhangige Reduktion von MTT zu Formazan.

Wahrend das Salz gelb und wasserloslich ist, fallt das Formazan im wéassrigen
Milieu in Form von violetten Nadeln aus. Diese irreversible Reduktion findet in den
Mitochrondrien lebender Zellen statt. Die Zellen werden zusammen mit dem Wirkstoff
und MTT inkubiert. Nach einer festgelegten Inkubationszeit werden die Zellen mit
einem Detergenz lysiert und das unlosliche Formazan in iso-Propanol geldst.
Anschliel3end wird die Absorption der Losung photometrisch gegen eine Wellenlange
von 570 nm bestimmt. Die Absorption ist dabei direkt proportional zur Stoffwechsel-

!> Gewebsvermehrung durch Wucherung oder Sprossung.
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aktivitat der Zellen bzw. zur Anzahl der noch lebenden Zellen. Die Ergebnisse der
Cytotoxizitatsstudien der Pratubulysin-Derivate sind in Tabelle 4.5 zusammen-
gefasst.

Die Strukturen der Pratubulysin-Derivate sind nochmals in Abbildung 4.5 und
4.6 dargestellt. Die Aktivitdten werden in Form von [Cso-Werten in ng/ml angegeben,
wobei Pratubulysin als Referenzsubstanz immer mitgemessen wurde. Die mit
Abstand hochste Aktivitat zeigt das Oxazol-Derivat 21, die nur um den Faktor zwei
geringer ist als Pratubulysin. Dies ist auch nicht verwunderlich, da der Oxazolring
sich nur geringfiigig vom Thiazolring unterscheidet.

Tabelle 4.5: Effekt der synthetisierten Pratubulysin-Derivate auf das Zellwachstum
der Krebszelllinien U-2 OS und HCT-116.

Zelllinien 2 (ICs, [ng/ml]) ®

U-2 OS HCT-116
Tubulysin A 0.19 0.59
Tubulysin D 0.03 0.03
Pratubulysin 0.56 1.02
Oxazolpratubulysin (21) 1.2 n. b.
Phenylpratubulysin (58) 78.6 n. b.
Phenoxypréatubulysin (59) 318 n. b.
Triazolpratubulysin (102a) 421 1770
102b >300000 >300000
102c >300000 >300000
104 13700 14200
106a 80.0 440
106¢ 350 300
107 6.060 24.340
Hydroxypratubulysin (119) 84.2 42.5
137a 84.000 >300000
137b 3470 1700

# U-20S: Humanes Osteosarkom, HCT-116: Humanes Kolonkarzinom:; b n. b.: nicht bestimmt.
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Oxazolpratubulysin (20)
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Abbildung 4.5: Synthetisierte Pratubulysin-Derivate (I).
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Hydroxypratubulysin (119)

0]
“__N,, N ___OH 137b
T rﬁw Ja R

Abbildung 4.6: Synthetisierte Pratubulysin-Derivate (I1).

Wahrend das Phenylpratubulysin 58 gegentiber dem Oxazolderivat um den
Faktor 70 schlechter ist, sinkt die Aktivitdt des Phenoxypratubulysins um den Faktor
300. Dies zeigt, dass der Phenylring nicht mehr so leicht toleriert wird wie der
Oxazolring. Die Aktivitdten der verschiedenen Triazol-Derivate schwanken stark. Das
Triazolpratubulysin 102a, welches strukturell dem Original am né&chsten kommt,
besitzt eine Aktivitat von 421 ng/ml und liegt somit noch im nanomolaren Bereich. Die
Derivate 102b und 102c besitzen keine Aktivitat mehr im messbaren Bereich (>300
pg/ml). Die Dolastatin-Pratubulysin-Chimare 104 zeigt dagegen noch eine passable
Aktivitat im unteren pg-Bereich. Etwas verwunderlich dagegen ist, dass die beiden
Triazol-Derivate 106a und 106c eine héhere Cytotoxizitat besitzen als 102a, obwohl
diese am C-Terminus sehr stark von der Originalstruktur abweichen. Die Werte
liegen im ng-Bereich und sind vergleichbar mit den beiden Phenyl-Derivaten 58 und
59. Die Aktivitdt des fluoreszierenden Cumarin-Derivates 107 befindet sich im
unteren pg-Bereich. Im Falle des Hydroxy-Pratubulysins 119 liegt der ICso-Wert
dagegen im unteren ng-Bereich. Dies sollte man wegen der strukturellen Ahnlichkeit
zum Tubulysin D auch erwarten. Wahrend das 2,3-Dihydro-Benzophenon-Derivat
137b noch eine passable Aktivitdt im unteren pg-Bereich besitzt, ist die Cytotoxizitat
des verkirzten Benzophenon-Derivates 137b kaum noch messbar. Vergleicht man
die beiden Verbindungen mit den entsprechenden Préatubulysin-Derivaten ohne
Benzophenongruppe, zeigt sich, dass die Aktivitat nur um den Faktor 30 geringer
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ist.?? Kénnte man also das richtige Benzophenonpratubulysin synthetisieren, sollte
die Aktivitat dieser Verbindung immer noch im subnanomolaren Bereich liegen.

Da die Aktivitat des Oxazolpratubulysins 21 so hervorragend war, wurde die
Verbindung an weiteren Krebszelllinien getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.6
zusammengefasst. Auch hier wurde als Referenz Pratubulysin mitgemessen. Die
Werte sind auch hier vergleichbar mit denen vom Pratubulysin und liegen fast alle im
subnanomolaren Bereich. Eine Ausnahme bilden die HL-60 und U-937 Zellen. Hier
sind die Cytotoxizitaten des Pratubulysins ein bzw. zwei Zehnerpotenzen hoher als
beim Oxazol-Derivat. Nichtsdestotrotz liegen die Werte immer noch im picomolaren
Bereich.

Tabelle 4.6: Effekt von Oxazolpratubulysin (20) auf das Zellwachstum diverser
Krebszelllinien.

ICs0 [ng/m]

Zelllinie® Pratubulysin Oxazolpratubulysin (20)
A-549 10.9 11.84
COS-7 18.5 20.14

HEK-293T/17 0.59 0.44
HepG2 0.95 1.67
HL-60 0.009 0.03
K-562 0.10 0.24
KB3.1 7.92 3.51
KBV.1 274 34.0
L-929 5.19 7.30

NIH/3T3 7.89 7.41

SW-480 0.45 0.98
U-937 0.009 0.34

% A-549: Humanes Lungenkarzinom, COS-7: Nierenkarzinom der afrikanischen Meerkatze, HEK-
293T/17: Humanes Nierenkarzinom, HepG2: Humanes hepatozellulares Karzinom, HL-60: Humane
akute Promyelozytenleukamie, K-562: Humane chronische myeloische Leukamie, KB3.1: Humanes
Gebarmutterhalskarzinom, KBV.1: Humanes Epidermoidkarzinom, L-929: Subkutanes Bindegewebe
der Maus, NIH/3T3: Embryonische Mausfibrolasten, SW-480: Humanes Kolon-Adenokarzinom, U-937:
Humanes histiozytisches Lymphon.
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4.6.2 Fluoreszenzmessungen

Da das Cumarin-Derivat 107 stark fluoreszierende Eigenschaften besitzt, sollte
mit diesem auch Fluoreszenzmikroskopie betrieben werden. Dazu wurden PTK-2-
Zellen'® zusammen mit dem Wirkstoff inkubiert und die Zellen anschlieBend unter
dem Fluoreszenzmikroskop untersucht (Abbildung 4.7). Um den genauen Wirkort
von 107 wahrend der Inkubation bestimmen zu kénnen, wurden die verschiedenen
Zellkompartimente mit spezifischen Farbstoffen angefarbt. Ein Vergleich der
Aufnahme von Cumarin-Derivat 107 mit den Aufnahmen der angefarbten Zell-
bestandteile zeigt, dass sich dieses in den Lysosomen befindet. Dies ist insofern
verwunderlich, da es sich dabei um die ,Abfalleimer* der Zellen handelt, wo
Fremdstoffe entweder abgebaut oder mittels Exocytose aus der Zelle geschleust
werden. Dabei ist allerdings unklar, ob das Pratubulysin-Derivat 107 komplett in den
Lysosomen landet, oder ob der Fluoreszenzfarbstoff abgespalten wurde und nur ein
Fragment in die Lysosomen gelangt ist.

Abbildung 4.7: Fluoreszenzmikroskopie von Cumarin-Derivat 107 mit PTK-2-Zellen.

16 Nierenzellen der Beutelratte.
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4.6.3 Biosynthetische Untersuchungen

Wie in der Aufgabenstellung beschrieben soll das Hydroxypratubulysin 119
verwendet werden um den Biosyntheseweg der Tubulysine weiter aufzuklaren. Im
AK Mualler wurde vor kurzem im Genom der Myxobakterien ein Gen entdeckt,
welches eine Acyltransferase codiert, die fur die Acetylierung der Hydroxygruppe im
Tubulysin verantwortlich sein kdnnte. Dieses Enzym wurde exprimiert und isoliert und
soll nun mit dem synthetisierten Hydroxypratubulysin 119 umgesetzt werden.
Anschlief3end soll durch den Nachweis des Acetoxypratubulysins bewiesen werden,
dass es sich bei der Acyltransferase um das gesuchte Enzym handelt (Schema
4.37). Diese Untersuchungen dauern zurzeit noch an.

Hydroxypratubulysin (119) Acyltransferase

: H N
N “r” N 4 N
| /\W | ﬁ H
O S
Acetoxypréatubulysin

Schema 4.37: Umsetzung von Hydroxypratubulysin 119 mit einer Acyltransferase.

4.6.4 Bindungsstudien

Die Benzophenon-Derivate 137 zeigten leider nicht die erhoffte Aktivitdt um mit
ihnen Bindungsstudien am Tubulin zu betreiben. Nichtsdestotrotz kdnnen diese
Derivate verwendet werden, um weitere biologische Angriffsziele (z.B. Proteine) der
Tubulysine zu identifizieren. Dazu wurden einige mg der Substanz derivatisiert und
nach Midnchen zu Herrn Prof. Siebert geschickt. Im AK Siebert sollen nun durch eine
Kombination aus aktivitatsbasiertem Protein-Profiing (ABPP) und photoaffinity
labeling neue Targets gefunden werden.®™®®® Dazu wurden die Benzophenon-
Derivate 137 in die Propargylamide 138 Uberfiihrt (Schema 4.38). Dadurch besitzt
das Molekul sowohl eine photoaktivierbare Gruppe in Form der Benzophenongruppe
als auch eine Alkin-Funktion an der mittels bioorthogonaler Click-Chemie ein Marker
angebracht werden kann. Durch Bestrahlung des Molekils mit UV-Licht entstehen an
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der Carbonylgruppe der Benzophenon-Einheit Radikale, die dann kovalent an die
potentiellen Angriffsziele binden. Anschliel3end kann der Marker angebracht und die
Molekile mittels Affinitatschromatographie identifiziert werden. So kann man schnell
und effizient ganze Proteome nach neuen Targets ,scannen®. Die Untersuchungen

dauern zurzeit noch an.
o)
S o) 0 o)
- H N47)k )KWOH
N/\”/ >N 2 N~ X
| (0] | S J H 0]
137

Derivatisierung

photoaktivierbare
Gruppe

0

U

(\ H o\/(/\( 0 o)

W“ﬁ S
138

Schema 4.38: Derivatisierung von 137 fur die ABPP.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeine Angaben

Schmelzpunkte wurden in offenen Glaskapillaren mit einer MEL-TEMP I[I-Schmelz-
punktbestimmungsapparatur der Firma Laboratory Devices gemessen und nicht
korrigiert.

Elementaranalysen wurden am Institut fir Organische Chemie der Universitat des
Saarlandes von Frau Heike Roser und Frau Susanne Harling durchgefthrt.

Hochaufgeloste Massenspektren (HRMS)  wurden am Institut fur Organische
Chemie von Herrn Rudi Thomes mit Hilfe eines MAT 95-Gerétes der Firma Finnigan
aufgenommen. Die lonisierung erfolgte durch chemische lonisation (Cl).

'H-NMR-Spektren wurden mit einem 400 MHz-Kernresonanzspektrometer Avance I
der Firma Bruker BioSpin aufgenommen. Die Kalibrierung wurde auf die Lésungs-
mittel CDCl; (J= 7.26 ppm), MeOD (J= 3.31 ppm) oder DMSO-d°® (&= 2.50 ppm)
vorgenommen. Die Auswertung erfolgte nach erster Ordnung mittels Mestre-C-Soft-
ware. Die Multiplizitaten wurden folgendermalRen abgekirzt: s = Singulett, bs =
breites Signal, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, m = Multiplett, sh = Signalhaufen.
Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben.

13C-NMR-Spektren wurden ebenfalls mit oben genanntem Kernresonanz-
spektrometer bei einer Messfrequenz von 100 MHz aufgenommen. Die Kalibrierung
erfolgte in Bezug auf die Losungsmittel CDCl3; (6= 77.0 ppm), MeOD (0= 49.05 ppm)
oder DMSO-d® (= 49.43 ppm). Bedeutung der Abkiirzungen: s = Singulett (quar-
tares C-Atom), d = Dublett (CH-Gruppe), t = Triplett (CH»-Gruppe), q = Quartett (CHs-
Gruppe).

Zur Dunnschichtchromatographie  wurden ,Polygram Sil G/UVs4“ Fertigfolien der
Firma Macherey-Nagel verwendet. Die Detektion erfolgte mittels UV-Licht (A =
254 nm) und Tauchreagenzien (Kaliumpermanganat, Ninhydrin, Molybdatophosphor-
saure).

Zur Kugelrohrdestillation  wurde ein Gerat GKR-51 der Firma Bichi verwendet. Der
angegebene Siedebereich bezieht sich auf die Temperatur des Luftbades.

Zur Saulenchromatographie wurden Saulen mit Kieselgel der Porengrof3e 60 M
(0.04-0.063 mm / 230-400 mesh ASTM) der Firma Macherey-Nagel bzw. 63—
200 um (70-230 mesh ASTM) der Firma Fluka nassgepackt. Bei der Verwendung
von DCM/Methanol als Laufmittel wurde das Kieselgel vorher mit DCM/Methanol
(8:2) gespdlt.
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Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) erfolgte an einem Geréat der
Firma Shimadzu (Modell 10A VP). Als chirale Trennphasen dienten eine Reprosil 100
Chiral-NR-Fertigsaule (250 x 4.6 mm, Korngro3e 8 um) der Firma Trentec Analysen-
technik Gerlingen, sowie eine Chiralcel OD-H (250 x 4.6 mm) der Firma Daicel
Chemical Industries. Als achirale Kieselgelsaule wurde eine Lichrosorb Si-60
(250 x 4 mm, KorngréRe 5 pum) der Firma Phenomenex benutzt. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe der Class VP-Software (Shimadzu).

Gaschromatographie (GC) wurde mit Hilfe des Gaschromatographen GC-2010 der
Firma Shimadzu durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte mit der Software GCsolution
(Shimadzu). Als Trennphase diente eine Chirasil-Dex CB-Kapillarsdule (25 m Lange,
0.25 mm Innendurchmesser). Als Tragergas wurde Helium verwendet.

Optische Drehwerte wurden mit einem Perkin-Elmer-Polarimeter (Model 341) in
einer thermostatisierten (20C) 1 dm-Kivette gemess en. Als Strahlungsquelle diente
eine Natriumdampflampe (A = 589 nm). Die spezifische Rotation ([a]*°5) wurde nach
Eingabe der Konzentration vom Messgerat berechnet. Die Konzentrationen sind in
0/100 ml angegeben.

Ldosungsmittel und verwendete Chemikalien wurden von dem zentralen Chemika-
lienlager der Universitat des Saarlandes bezogen oder stammten aus Laborbestan-
den. Die Losungsmittel wurden vor dem Gebrauch destilliert.

Wasserfreie Losungsmittel wurden nach den Ublichen Verfahren getrocknet (Tetra-
hydrofuran und Diethylether Uber Lithiumaluminiumhydrid, Dichlormethan uber
Calciumhydrid) und unter einer Stickstoffatmosphare aufbewahrt.

5.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Peptidkniipfung via gemischtes Anhydrid *3!

Ein Aquivalent der Saurekomponente (n mmol) wurde in absolutem THF gelost
(10 ml/mmol) und mit 1.1 Ag. N-Methylmorpholin (NMM) versetzt. Bei —20C wurden
1.1 Ag. Chlorameisensaure-iso-butylester (IBCF) zugetropft. Nach einer Aktivierungs-
periode von 20 min wurden entweder direkt 1.1 Aq. des freien Amins, geldst in 2 n ml
abs. THF, zugetropft oder es wurden erst weitere 1.4 Aq. NMM zugegeben, gefolgt
von 1.1 Ag. des Amins als Hydrochlorid. Die weiRe Suspension wurde tiber Nacht auf
Raumtemperatur erwadrmt. Zur Aufarbeitung wurde die Reaktionsmischung mit
Wasser gequencht und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde mit
1 M HCI, ges. NaHCO3-LOosung, Wasser sowie ges. NaCl-Lésung gewaschen und
Uber Natriumsulfat getrocknet. Das LoOsemittel wurde am Rotationsverdampfer
entfernt und der Riuckstand s&ulenchromatographisch gereinigt.
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AAV 2: Peptidkniipfungen  N-methylierter Aminosauren mit BEP 1"

Zu einer Losung aus 1.0 Ag. des N-methylierten Aminosauremethylesters als Hydro-
chlorid, 1.1 Ag. Cbz- bzw. Fmoc-geschiitztem Isoleucin und 1.1 Ag. 2-Brom-1-ethyl-
pyridiniumtetrafluoroborat (BEP) in absolutem DCM (10 ml/mmol) wurden bei —10C
3.0 Ag. Di-iso-propylethylamin (DIPEA) getropft. Nach 20 min wurde das Kaltebad
entfernt und das Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt.
Die Reaktionsmischung wurde mit DCM verdinnt und nacheinander mit 1 M HCI,
ges. NaHCOs-Losung, Wasser sowie ges. NaCl-Losung gewaschen und uber
Natriumsulfat getrocknet. Das Lésemittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt
und der Rickstand saulenchromatographisch gereinigt.

AAV 3: Peptidkniipfung mit T3p 1%

Zu einer Losung aus 1.0 Ag. des freien Amins und 1.1 Ag. DIPEA in absolutem DCM
(10 ml/mmol) wurden bei 0C 1.0 Aqg. Propiolsdure und 1.5 Ag. 2-Propanphosphon-
saureanhydrid (T3P, 50 Gew% in Ethylacetat) getropft. Anschlielend wurde das
Reaktionsgemisch tber Nacht auf Raumtemperatur erwéarmt. Die Reaktionsmischung
wurde mit DCM verdinnt und nacheinander mit 1 M HCI, ges. NaHCOg3;-LOsung,
Wasser (3x) sowie ges. NaCl-Lésung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet.
Das Losemittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und der Ruckstand saulen-
chromatographisch gereinigt.

AAV 4: Peptidkniipfung via Pentafluorphenolester !

Zur Herstellung des Pentafluorphenolesters wurden ein Aquivalent N-Methyl-(R)-
pipecolinsaure und 1.1 Aqg. Pentafluorphenol in absolutem DCM geldst (10 ml/mmol).
Nach der Zugabe von 1.1 Aq. DCC wurde die Reaktionsmischung (iber Nacht bei
Raumtemperatur geruhrt.

Der ausgefallene Harnstoff wurde unter Stickstoffatmosphére abfiltriert und das Filtrat
zusammen mit 0.5 Ag. des freien Amins erneut ber Nacht bei Raumtemperatur
geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde die Reaktionsmischung mit DCM verdinnt und
nacheinander mit ges. NaHCOg3-Losung, Wasser sowie ges. NaCl-Lésung gewa-
schen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Lésemittel wurde am Rotationsver-
dampfer entfernt und der Riuckstand saulenchromatographisch gereinigt.

AAV 5: Esterverseifung mit NaOH

Eine Losung von einem Aquivalent des Esters (n mmol) in 10 n ml Dioxan bzw.
MeOH wurde bei 0T mit 1.1 Ag. einer 1 M NaOH-L6sun g versetzt und tiber Nacht
bei Raumtemperatur geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und der Riuckstand in Wasser aufgenommen. Die wassrige Phase wurde mit
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1 M HCI bzw. TFA auf pH 1 gebracht und mit Essigsaureethylester extrahiert. Die
organische Phase wurde tUber Na,SO, getrocknet und das Losemittel am Rotations-
verdampfer entfernt. Die Saure wurde entweder roh weiterverarbeitet oder saulen-
chromatographisch gereingt.

AAV 6: Boc-Entschitzung mit HCI in Dioxan

Ein Aquivalent der Boc-geschiitzten Aminosaure wurde bei 0C mit 10 Ag. einer 4 M
HCI-Losung in Dioxan versetzt. Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle) wurde das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Hydrochlorid im Hoch-
vakuum getrocknet.

AAV 7: Cbz-Entschitzung mittels katalytischer Hydri erung

Ein Aquivalent des Substrats (n mmol) wurde in 5nml Methanol geldst, mit
10 Gew% Palladium auf Aktivkohle (10%) versetzt und unter Wasserstoffatmosphéare
bis zur vollstandigen Entschitzung geruhrt (DC-Kontrolle). Der Katalysator wurde
tber Celite abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Das freie
Amin wurde im Hochvakuum getrocknet und ohne weitere Reinigung in der nachsten
Stufe eingesetzt.

AAV 8: Cbz-Entschitzung mit HBr/AcOH

Zu einem Agquivalent des Cbz-geschiitzten Peptids wurden bei 0C 10 Aquivalente
einer Losung von HBr in Eisessig (33 Gew%) gegeben und die Reaktionsmischung
bei Raumtemperatur bis zur vollstandigen Entschitzung gerthrt (DC-Kontrolle).
Anschlielend wurde Diethylether zum Reaktionsgemisch gegeben, wobei das
entstandene Hydrobromid als gelber Feststoff ausfiel. Der Ether wurde abdekantiert
und der Ruckstand mehrfach mit Ether gewaschen. Um das freie Amin in weiteren
Reaktionen einsetzen zu kdnnen, wurde das Hydrobromid mit gesattigter NaHCOs-
Losung versetzt und die wassrige Phase mehrfach mit DCM extrahiert. Die vereinte
organische Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Das freie Amin wurde im Hochvakuum getrocknet und ohne weitere
Reinigung in Folgereaktionen eingesetzt.

AAV 9: Fmoc-Entschitzung mit  tris(2-Aminoethyl)amin

Ein Aquivalent des Fmoc-geschiitzten Peptides wurde bei Raumtemperatur mit
14 Ag. tris(2-Aminoethyl)amin (TRIS) versetzt. Nach beendeter Reaktion (DC-Kon-
trolle) wurde die Reaktionsmischung mit Essigsaureethylester verdinnt, zweimal mit
ges. NaHCOs3-LOosung gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Das L&ésemittel
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wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das freie Amin im Hochvakuum getrock-
net.

AAV 10: Reduktive Aminierung

Ein Aquivalent des Peptids (n mmol) wurden in 10 n ml MeOH gelést und mit 1.0 Aq.
Paraformaldehyd 3—4 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wurden
1.05 Ag. Natriumcyanoborhydrid zugegeben und die Reaktionsmischung tiber Nacht
bei Raumtemperatur gerthrt. Das Losemittel wurde am Rotationsverdampfer ent-
fernt, der Ruckstand mit ges. NaHCOg3-LOsung versetzt und mit DCM extrahiert. Die
organische Phase wurde uUber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des Ldosemittels
wurde der Rickstand der sdulenchromatographisch gereinigt.

AAV 11: Methylierung von NH-Boc

Ein Aquivalent der Boc-geschiitzten Aminosaure (n mmol) wurde in 8 n ml absolutem
DMF gelost und mit 4 Aq. Methyliodid versetzt. AnschlieRend wurden bei 0C
vorsichtig 2.3 Ag. NaH (60% in Mineralol) zugegeben und die Suspension tiber Nacht
auf Raumtemperatur erwarmt. Zur Aufarbeitung wurde die Reaktionsmischung mit
ges. NH4Cl-Losung gequencht und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die organische
Phase wurde mit Wasser (3x), 5%iger Na,SOs-Losung, Wasser sowie ges. NaCl-
Losung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Lésemittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und Ruckstand sdulenchromatographisch gereinigt.

AAV 12: Synthese der Triazole via Click-Chemie 102123

Ein Aquivalent des Azids (n mmol) und 1.5 Aqg. des entsprechenden Alkins wurden in
10 n mmol tert-Butanol bzw. DMSO gel6st und langsam mit der gleichen Menge
Wasser versetzt. Nach der Zugabe von 0.2nmmol 1M CuSOg4-Lésung und
0.2 nmmol 1 M Natriumascorbat-Losung (frisch zubereitet) wurde die Reaktions-
mischung bis zum vollstdndigen Umsatz kréftig geriihrt (DC-Kontrolle, 1-3 Tage). Zur
Aufarbeitung wurde die Reaktionsmischung mit Wasser gequencht und mit
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde dreimal mit Wasser sowie ges.
NaCl-Lésung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Loésemittel wurde
am Rotationsverdampfer entfernt und der RuUckstand s&ulenchromatographisch
gereinigt.
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5.3 Synthese der Verbindungen

(E,S)-2-(3-(tert-Butoxycarbonylamino)-4-methylpent-1-enyl)oxazol-4- carbon-
sauremethylester (7)

Zu einer Losung von 292 mg (1.26 mmol) Boc-Valinmethylester 6 in 3 ml absolutem
DCM wurden bei —78T innerhalb von 30 min 2.52 ml (2.52 mmol) Di-iso-butyl-
aluminiumhydrid-Losung (DibalH, 1 M in Hexan) zugetropft und die klare Losung
zwei Stunden bei dieser Temperatur gerthrt. Anschlielend wurden 668 mg
(1.39 mmol) Wittigsalz 5" und 153 mg (1.36 mmol) Kalium-tert-butanolat zugege-
ben und das tiefrote Reaktionsgemisch Uber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt.
Zur Aufarbeitung wurde die Reaktionsmischung in 30 ml 10%ige Weinsaure-Ldsung
gegossen und 10 min kraftig geriihrt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige
Phase wurde mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinte organische Phase
wurde mit ges. NaCl-Lésung gewaschen und uber Na,SO, getrocknet. Nach dem
Entfernen des LoOsemittels im Vakuum wurde der Ruckstand s&ulenchromato-
graphisch gereinigt (Kieselgel, Hexan/EE = 7:3), wobei 7 (266 mg, 0.82 mmol, 65%,
94% E) als farbloses Ol erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 7:3, Ry(7) = 0.19]

(E)-lsomer

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): = 0.94 (d, 3J100 = 6.9 Hz, 3 H, 10-H), 0.96 (d, 3J10.0 =
6.8 Hz, 3 H, 10-H), 1.89 (m, 1 H, 9-H), 1.45 (s, 9 H, 13-H), 3.92 (s, 3 H, 1-H), 4.22
(bs, 1 H, 8-H), 4.58 (d, *Juns = 6.4 Hz, 1 H, NH), 6.43 (dd, %Js7 = 16.1 Hz, *Jeg =
1.5 Hz, 1 H, 6-H), 6.78 (dd, 3J;6 = 16.0 Hz, %J;5= 5.4 Hz, 1 H, 7-H), 8.15 (s, 1 H,
4-H).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): o= 18.0 (g, C-10), 18.8 (q, C-10°), 28.3 (g, C-13), 32.3
(d, C-9), 52.2 (q, C-1), 57.1 (d, C-8), 79.7 (s, C-12), 115.8 (d, C-6), 134.0 (s, C-3),
140.8 (d, C-7), 143.3 (d, C-4), 155.3 (s, C-11), 161.4, 161.6 (2 s, C-2, C-5).
(2)-Isomer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 6.37 (dd, 3Js7 = 12.1 Hz, *Js5= 0.7 Hz, 1 H, 6-H),
8.20 (s, 1 H, 4-H).

Optische Drehung: [a]?% = —30.1°(c = 0.8, 94% E, CHCls)
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HRMS (ClI) berechnet gefunden

C12H17N>Os [M—C4H8+H]+ 269.1137 269.1167

Elementaranalyse:

C]_6H24N205 ber. C59.24 H 7.46 N 8.64
(324.37) gef. C 58.84 H7.33 N 8.39

(R)-2-(3-(tert-Butoxycarbonylamino)-4-methylpentyl)oxazol-4-carbo nsaure-
methylester (8)

73 mg (0.23mmol) 7 wurden in 2 ml Methanol gelost, mit 8 mg Palladium auf
Aktivkohle (5%) versetzt und unter Wasserstoffatmosphére bis zur vollstandigen
Entschitzung gertihrt (DC-Kontrolle, 4 h). Der Katalysator wurde tber Celite abfiltriert
und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Rickstand wurde saulen-
chromatographisch gereinigt (Kieselgel, Hexan/EE = 7:3), wobei Oxazol 8 (70 mg,
0.21 mmol, 95%, >99% ee) als weilRer Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 94—
95 erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 7:3, R¢(8) = 0.12]
10
;L oY o)
12 6 N 1
O)1J1\N 7% /%o/
H o7,
8

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.89 (d, 3J100= 6.8 Hz, 3 H, 10-H), 0.91 (d, 3J100=
6.8 Hz, 3 H, 10'-H), 1.42 (s, 9 H, 13-H), 1.68 (m, 1 H, 9-H), 1.81 (m, 1 H, 7-H,), 2.03
(m, 1 H, 7-Hy), 2.87 (m, 2 H, 6-H), 3.49 (m, 1 H, 8-H), 3.90 (s, 3 H, 1-H), 4.31 (d,
3Jnne=9.2 Hz, 1 H, NH), 8.13 (s, 1 H, 4-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): §=17.7 (g, C-10), 19.0 (g, C-10’), 25.4 (t, C-6), 28.3 (q,
C-13), 29.9 (t, C-7), 32.4 (d, C-9), 52.1 (d, C-1), 55.3 (q, C-8), 79.1 (s, C-12), 133.1
(s, C-3), 143.7 (s, C-4), 155.9 (s, C-11), 161.7 (s, C-2), 165.7 (s, C-5).

HPLC (Reprosil, Hexan/iso-Propanol = 98:2, 1 ml/min):
(R)-8: tr = 18.96 min
(S)-8: tr = 20.45 min

Optische Drehung: [a]?% = —15.4°(c = 1.0, >99% ee, CHCI 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden
C16H27N205 [M+H]* 327.1920 327.1962
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Elementaranalyse:
C]_6H24N205 ber. C59.24 H 7.46 N 8.64

(326.38) gef. C58.95 H7.85 N 8.28

2-[(R)-3-(tert-Butoxycarbonyl-methyl-amino)-4-methyl-pentyl]-oxaz ol-4-carbon-
sauremethylester (9)

Gemall AAV 11 wurden 197 mg (0.60 mmol) Oxazol 8, 150 ul (2.41 mmol)
Methyliodid und 64 mg (1.60 mmol) NaH (60% in Mineralol) umgesetzt. Nach

Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 1:1)
wurde Oxazoltubuvalin 9 (197 mg, 0.58 mmol, 97%) als farbloses Ol erhalten.

[DC: Hexan/EE = 1:1, R¢(9) = 0.29]
10
9
14 O 5 0]

N 1
13 O)1J2\N 8 5 /j3)zj\0/

|7 /

11 04

9

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.95 (d, 3J100= 6.3 Hz, 3 H, 10-H), 0.97 (d, 3J100=
6.3 Hz, 3 H, 10-H), 1.45 (s, 9 H, 14-H), 1.69 (m, 1 H, 9-H), 1.82 (m, 1 H, 7-H,), 2.14
(m, 1 H, 7-Hy), 2.67 (s, 3 H, 11-H), 2.73 (m, 2 H, 6-H), 3.81 (m, 1 H, 8-H), 3.90 (s,
3 H, 1-H), 8.14 (s, 1 H, 4-H).

*C-NMR (CDCl3, 100 MHz): 6= 20.0 (g, C-10), 20.1 (q, C-10"), 25.2 (t, C-6), 26.7 (,
C-7), 27.9 (t, C-11), 28.3 (g, C-14), 30.4 (d, C-9), 51.9 (d, C-1), 60.2 (d, C-8), 79.1 (s,
C-13), 133.0 (s, C-3), 143.6 (s, C-4), 156.3 (s, C-12), 161.6 (s, C-2), 165.4 (s, C-5).
Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): J = 0.84 (d, ®Ji00 = 6.6 Hz, 3 H, 10-H), 1.43 (s, 9 H,
14-H), 2.67 (s, 3 H, 11-H), 3.60 (bs, 1 H, 8-H), 3.90 (s, 3 H, 1-H), 8.13 (s, 1 H, 4-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): §=19.5 (g, C-10), 19.8 (g, C-10’), 26.8 (t, C-7), 30.6 (d,
C-9), 52.0 (g, C-1), 61.5 (d, C-8), 79.4 (s, C-13), 133.1 (s, C-3), 156.5 (s, C-12),
161.6 (s, C-2), 165.6 (s, C-5).

Optische Drehung: [a]?%5 = —=11.7 (c = 0.9, CHCl,)

HRMS (CI) berechnet gefunden
C17H29N205 [M+H]* 341.2076 341.2067
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Elementaranalyse:
C17H28N>05 ber. C 59.98 H 8.29 N 8.23

(340.41) gef. C 59.57 H 8.07 N 7.99

(S)-2-((R)-4-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-methylhexanamido)-3-hydroxy pro-
pansauremethylester (13)

Gemald AAV 1 wurden 2.38 g (9.70 mmol) (R)-4-tert-Butoxycarbonylamino-5-methyl-
hexansadure 12, 1.67g (10.7 mmol) (S)-Serinmethylester-Hydrochlorid, 3.30 ml
(23.7 mmol) Triethylamin und 1.40 ml (10.7 mmol) IBCF umgesetzt. Nach Aufarbei-
tung und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, EE) wurde Dipeptid 13
(3.23 g, 9.32 mmol, 96%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 128—
130<C erhalten.

[DC: Ethylacetat, R{(13) = 0.19]

O
H
12 6 1
0)111\N 8 . N\S.)ZJ\O/
H 7 o
13 4\OH

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls3, 400 MHz): = 0.91 (d, 3J100= 6.8 Hz, 3 H, 10-H), 0.94 (d, J100=
6.8 Hz, 3 H, 10"-H), 1.45 (s, 9 H, 13-H), 1.62 (m, 1 H, 7-Ha), 1.75 (m, 1 H, 9-H), 1.89
(m, 1 H, 7-Hy), 2.33 (t, %J67= 6.9 Hz, 2 H, 6-H), 3.60 (m, 1 H, 8-H), 3.80 (s, 3 H, 1-H),
3.99 (M, 2 H, 4-H), 4.47 (d, *Jxne= 9.3 Hz, 1 H, NH), 4.60 (m, 1 H, 3-H), 7.12 (d,
3Jnna= 7.1 Hz, 1 H, NH).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): 6= 17.7 (g, C-10), 19.1 (g, C-10"), 28.4 (q, C-13), 28.5
(t, C-7), 32.5 (d, C-9), 33.4 (t, C-6), 52.5 (g, C-1), 55.0 (d, C-3), 55.2 (d, C-8), 63.0 {(t,
C-4), 79.6 (s, C-12), 156.8 (s, C-11), 170.9, 173.4 (2 s, C-2, C-5).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 0= 3.32 (bs, 1 H, 8-H), 6.50 (bs, 1 H, NH).

13C-NMR (CDCls;, 100 MHz): o= 17.8 (g, C-10), 19.2 (g, C-10"), 27.3 (t, C-7), 33.8 (t,
C-6), 52.6 (g, C-1), 55.6 (d, C-3), 58.3 (d, C-8), 62.3 (t, C-4), 80.5 (s, C-12), 157.2 (s,
C-11), 171.1, 173.3 (2 s, C-2, C-5).

Optische Drehung: [0]*°p = +21.7°(c = 1.0, CHCl 5)

HRMS (CI) berechnet gefunden
C16H31N2Og [M+H]+ 347.2182 347.2180
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Elementaranalyse:
CleHgoNzoe ber. C 55.47 H8.73 N 8.09

(346.42) gef. C 55.52 H 8.48 N 7.96

(S)-2-((R)-3-tert-Butoxycarbonylamino-4-methyl-pentyl)-4,5-dihydro-o xazol-4-
carbonsauremethylester (14)

1.40 ml (3.30 mmol) Deoxo-Fluor (50% in THF) wurden bei —20C langsam zu einer
Suspension von 1.00 g (2.94 mmol) Dipeptid 13 in 30 ml absolutem DCM getropft.
Nach einer Stunde Ruhren bei dieser Temperatur wurde die gelbe Losung mit ges.
NaHCOs-L6sung gequencht. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
wurde mit DCM extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde Uber Na,SO4
getrocknet und anschlieRend das Lésemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der
Ruckstand wurde séulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Hexan/EE = 3:7),
wobei Oxazolin 14 (892 mg, 2.72 mmol, 92%) als gelblicher Feststoff mit einem
Schmelzpunkt von 64-65T erhalten wurde.

[DC: Hexan:EE = 3:7, R¢(14) = 0.22]
10
9
13 o) O
12 6 1
XO%RX/\(N%O/
H™7 %W 3
O—4
14

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): J= 0.88 (d, 3J100= 6.8 Hz, 3 H, 10-H), 0.90 (d, 3J100=
6.8 Hz, 3 H, 10"-H), 1.42 (s, 9 H, 13-H), 1.59 (m, 1 H, 7-Ha), 1.71 (m, 1 H, 9-H), 1.89
(m, 1H, 7-Hp), 2.38 (m, 2 H, 6-H), 3.45 (m, 1 H, 8-H), 3.78 (s, 3 H, 1-H), 4.34 (d,
3Inne= 9.2 Hz, 1 H, NH), 4.39 (dd, ®J4as = 10.6 Hz, 3J4a4p = 8.7 Hz, 1 H, 4-H,), 4.47
(dd, *Japsa = 8.4 Hz, 3Jsp3 = 8.2 Hz, 1 H, 4-Hy), 4.72 (dd, 3J342 = 10.4 Hz, %34 =
8.1 Hz, 1 H, 3-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): §=17.7 (g, C-10), 19.0 (g, C-10’), 25.2 (t, C-6), 28.4 (q,
C-13), 28.8 (t, C-7), 32.4 (d, C-9), 52.6 (d, C-1), 55.5 (g, C-8), 68.0 (d, C-3), 69.3 (t,
C-4), 79.0 (s, C-12), 155.9 (s, C-11), 170.8 (s, C-2), 171.7 (s, C-5).

Optische Drehung: [a]?% = +59.3°(c = 1.0, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C16H20N205 [M+H]* 329.2076 329.2131

Elementaranalyse:

Ci16H28N205 ber. C 58.52 H 8.59 N 8.53
(328.40) gef. C 58.06 H 8.35 N 8.20
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(R)-2-(3-(tert-Butoxycarbonylamino)-4-methylpentyl)oxazol-4-carbo nsaure-
methylester (8)

2.40 g (7.30 mmol) Oxazolin 14 wurden in 60 ml absolutem DCM gel6st und auf 0C
abgekihlt. Anschlie3end wurden 4.40 ml (19.5 mmol) DBU und 2.90 ml (29.2 mmol)
BrCCl; zugetropft. AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch 8 Stunden bei 0T
geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde die Reaktionsmischung mit ges. NH4CI-Lésung
gequencht und dreimal mit DCM extrahiert. Die organische Phase wurde uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand
wurde saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Hexan/EE = 7:3), wobei Oxazol
8 (70 mg, 0.21 mmol, 95%, >99% ee) als weilRer Feststoff mit einem Schmelzpunkt
von 94-95<C erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 7:3, R¢(8) = 0.12]
10
9
13 (0] (0]
12 6 1
>L0%Hj;/\5(“‘j)§o/
H o,
8

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.89 (d, 3J100= 6.8 Hz, 3 H, 10-H), 0.91 (d, 3J100=
6.8 Hz, 3 H, 10’-H), 1.42 (s, 9 H, 13-H), 1.68 (m, 1 H, 9-H), 1.81 (m, 1 H, 7-H,), 2.03
(m, 1 H, 7-Hy), 2.87 (m, 2 H, 6-H), 3.49 (m, 1 H, 8-H), 3.90 (s, 3 H, 1-H), 4.31 (d,
3Jnne=9.2 Hz, 1 H, NH), 8.13 (s, 1 H, 4-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): d=17.7 (g, C-10), 19.0 (g, C-10’), 25.4 (t, C-6), 28.3 (q,
C-13), 29.9 (t, C-7), 32.4 (d, C-9), 52.1 (d, C-1), 55.3 (q, C-8), 79.1 (s, C-12), 133.1
(s, C-3), 143.7 (s, C-4), 155.9 (s, C-11), 161.7 (s, C-2), 165.7 (s, C-5).

HPLC (Reprosil, Hexan/iso-Propanol = 98:2, 1 ml/min):
(R)-8: tr = 18.96 min
(S)-8: tr = 20.45 min

Optische Drehung: [a]?% = —15.4°(c = 1.0, >99% ee, CHCI 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C16H27N205 [M+H]* 327.1920 347.1962

Elementaranalyse:

Ci16H24N205 ber. C59.24 H 7.46 N 8.64
(326.38) gef. C 58.95 H 7.85 N 8.28
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2-{(R)-3-[((2S,3S)-2-Benzyloxycarbonylamino-3-methyl-pentanoyl)-meth yl-
amino]-4-methyl-pentyl}-oxazol-4-carbonsauremethyle ster (15)

Gemald AAV 6 wurden 191 mg (0.56 mmol) 9 mit 1.00 ml (4.00 mmol) HCI in Dioxan
(4 M) entschitzt und anschlieBend mit 167 mg (0.62 mmol) Cbz-geschitztem (S,S)-
Isoleucin, 170 mg (0.62 mmol) BEP und 290 pl (1.70 mmol) DIPEA nach AAV 2
umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel,
Hexan/EE = 1:1) wurde Dipeptid 15 (231 mg, 0.44 mmol, 80%) als farbloses Ol
erhalten.

[DC: Hexan/EE = 1:1, Ry(15) = 0.20]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6= 0.76 (d, 3J100 = 6.6 Hz, 3 H, 10-H), 0.88 (t, 3J1615 =
7.4 Hz, 3 H, 16-H), 0.96 (3J1714 = 6.0 Hz, 3 H, 17-H), 0.98 (d, *J10.6 = 6.3 Hz, 3 H,
10-H), 1.39 (m, 1 H, 15-H,), 1.58 (m, 1 H, 15-Hy), 1.65-1.77 (sh, 2 H, 9-H, 14-H),
1.84 (m, 1 H, 7-Ha), 2.19 (m, 1 H, 7-Hy), 2.59 (m, 1 H, 6-H,), 2.64 (m, 1 H, 6-Hy), 2.93
(s, 3 H, 11-H), 3.90 (s, 3 H, 1-H), 4.31 (m, 1 H, 8-H), 4.53 (dd, 3J13n1 = 9.5 Hz, 3J1314
= 7.0 Hz, 1 H, 13-H), 5.06 (d, “J1919 = 12.6 Hz, 1 H, 19-H), 5.10 (d, 2J19.10 = 12.5 Hz,
1 H, 19'-H), 5.42 (d, 5.06 (d, 3Jnn1s = 9.4 Hz, 1 H, NH), 7.24-7.36 (sh, 5 H, 21-H,
22-H, 23-H), 8.13 (s, 1 H, 4-H).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): 6= 11.2 (q, C-16), 16.0 (g, C-17), 19.5 ( q, C-10), 19.9
(g, C-10", 23.4 (t, C-15), 25.3 (t, C-6), 26.5 (t, C-7), 29.2 (q, C-11), 30.1 (d, C-9), 37.5
(d, C-14), 52.1 (g, C-1), 55.7 (d, C-13), 59.0 (d, C-8), 66.8 (t, C-19), 127.8, 128.0,
128.4 (3 d, C-21, C-2, C-23), 133.2 (s, C-3), 136.4 (s, C-20), 143.7 (d, C-4), 156.4 (s,
C-18), 161.7 (s, C-2), 165.1 (s, C-5), 173.4 (s, C-12).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): J = 1.06 (d, Ji09 = 6.5 Hz, 3 H, 10-H), 2.74 (s, 3 H,
11-H), 3.59 (m, 1 H, 8-H), 3.88 (s, 3 H, 1-H), 8.07 (s, 1 H, 4-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.3 (q, C-16), 16.2 (g, C-17), 20.2 (g, C-10), 27.2
(q, C-11), 37.5 (d, C-14), 66.8 (t, C-19), 156.2 (s, C-18).

Optische Drehung: [a]?% = —24.0°(c = 0.9, CHCl 3)
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HRMS (CI) berechnet gefunden
CoeH3sN30g [M+H]+ 488.2760 488.2762

(R)-2-[(1S,25)-1-({(R)-1-[2-(4-Methoxycarbonyl-oxazol-2-yl)-ethyl]-2-met  hyl-
propyl}-methyl-carbamoyl)-2-methyl-butylcarbamoyl]- piperidin-1-carbonséaure-
benzylester (16)

Gemald AAV 7 wurden 183 mg (0.38 mmol) Dipeptid 15 mit 20 mg Pd/C (10%)
entschitzt und anschlieend mit 109 mg (0.41 mmol) Cbz-geschutzter (R)-Pipecolin-
saure, 46 pl (0.42 mmol) NMM und 55 pl (0.41 mmol) IBCF nach AAV 1 umgesetzt.
Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE
= 3:7) wurde Tripeptid 16 (200 mg, 0.33 mmol, 88%) als weil3er Feststoff mit einem
Schmelzpunkt von 70-72<T erhalten.

[DC: Hexan/EE = 1:1, Ry(16) = 0.20]

10
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5= 0.76 (d, 3J100 = 6.6 Hz, 3 H, 10-H), 0.85 (m, 3 H,
16-H), 0.93 (t, 3 H, 3J1714 = 6.6 Hz, 3 H, 17-H), 0.98 (d, %J10¢ = 6.6 Hz, 3 H, 10’-H),
1.08 (M, 1 H, 15-Ha), 1.30-1.46 (sh, 2 H, 21-Hay, 22-Hay), 1.46-1.63 (sh, 4 H, 15-Hj,
20-Hay, 21-Heg, 22-Heg), 1.69 (M, 1 H, 9-H), 1.72-1.87 (sh, 2 H, 7-H,, 14-H), 2.20 (m,
1 H, 7-Hp), 2.29 (d, aoeq20ax = 12.7 Hz, 1 H, 20-Heg), 2.64 (M, 2 H, 6-H), 2.87 (bs,
1 H, 23-Ha), 2.97 (s, 3 H, 11-H), 3.90 (s, 3 H, 1-H), 4.08 (bs, 1 H, 23-Heg), 4.32 (m,
1 H, 8-H), 4.79 (dd, 2Jisnn = 9.2 Hz, 331314 = 7.7 Hz, 1 H, 13-H), 4.88 (bs, 1 H, 19-H),
5.14 (m, 2 H, 25-H), 6.81 (bs, 1 H, NH), 7.26-7.33 (sh, 27-H, 28-H, 29-H), 8.12 (s,
1 H, 4-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.0 (g, C-16), 16.0 (g, C-17), 19.5 (g, C-10), 19.9
(q, C-107), 20.4 (t, C-21), 24.2 (t, C-15), 24.6 (t, C-22), 25.4 (t, C-6), 25.7 (t, C-20),
26.6 (t, C-7), 29.2 (g, C-11), 30.1 (d, C-9), 37.0 (d, C-14), 42.3 (t, C-23), 52.1 (q, C 1),
53.7 (d, C-13), 54.9 (d, C-19), 59.0 (d, C-8), 67.7 (t, C-25), 127.8, 128.1, 128.5 (3 d,
C-27, C-28, C-29), 133.2 (s, C-3), 136.3 (s, C-26), 143.8 (d, C-4), 156.5 (s, C-24),
161.9 (s, C-2), 165.1 (s, C-5), 170.8 (s, C-18), 173.5 (s, C-12).
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.07 (d, 3J100 = 6.6 Hz, 3 H, 10-H), 2.74 (s, 3 H,
11-H), 3.62 (bs, 1 H, 8-H), 3.88 (s, 3 H, 1-H), 4.20 (bs, 1 H, 23-Heg), 4.93 (m, 1 H,
13-H), 6.5 (bs, 1 H, NH), 8.10 (s, 1 H, 4-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.3 (g, C-16), 16.2 (g, C-17), 20.3 (g, C-10), 27.3
(g, C-11), 37.8 (d, C-14), , 52.1 (q, C-1), 53.1 (d, C-13), 62.6 (d, C-8), 67.6 (t, C-25).

Optische Drehung: [0]*p = +2.1°(c = 1.0, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
CaoH47N4O7 [M+H]+ 599.3444 599.3465

(R)-2-[(1S,2S)-1-({(R)-1-[2-(4-Carboxy-oxazol-2-yl)-ethyl]-2-methyl-prop  yl}-
methyl-carbamoyl)-2-methyl-butylcarbamoyl]-piperidi n-1-carbonsaurebenzyl-
ester (17)

Gemald AAV 5 wurden 244 mg (0.41 mmol) Tripeptid 16 mit 0.61 ml (0.61 mmol) 1 M
NaOH-Lo6sung entschitzt (MeOH, 16 h). Nach der Aufarbeitung (angesauert mit 1 M

HCI) wurde die Saure 17 (231 mg, 0.40 mmol, 98%) als weil3er Feststoff mit einem
Schmelzpunkt von 58-60<C erhalten.

20

21?
2\

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6= 0.73 (m, 3 H, 9-H), 0.82 (m, 3 H, 15-H), 0.91 (m, 3 H,
16-H), 0.95 (d, %Jg 5 = 6.5 Hz, 3 H, 9'-H), 1.07 (m, 1 H, 14-H,), 1.26-1.39 (sh, 2 H,
20-Hax, 21-Hay), 1.45-1.74 (sh, 5 H, 8-H, 14-Hp, 19-Hay, 20-Heq, 21-Heg), 1.74-1.93
(sh, 2 H, 6-Ha, 13-H), 2.18 (M, 1 H, 6-Hy), 2.28 (d, 2J1eq10ax = 13.0 Hz, 1 H, 19-Hey),
2.63 (M, 2 H, 5-H), 2.84 (bs, 1 H, 22-Hay), 3.00 (s, 3 H, 10-H), 4.07 (bs, 1 H, 22-Hey),
4.31 (m, 1 H, 7-H), 4.80 (dd, 3Jionn = 3Ji314 = 8.8 Hz, 1 H, 12-H), 4.90 (bs, 1 H,
18-H), 5.11 (d, ®Josazap = 12.4 Hz, 1 H, 24-H), 5.17 (d, *Josp24a = 12.4 Hz, 1 H,
24-Hy), 7.14 (bs, 1 H, NH), 7.25-7.34 (sh, 5 H, 26-H, 27-H, 28-H), 8.14 (s, 1 H, 3-H),
9.40 (bs, 1 H, OH).

13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): J= 10.7 (g, C-15), 15.8 (g, C-16), 19.5 (q, C-9), 19.9 (q,
C-9"), 20.4 (t, C-20), 24.3 (t, C-14), 24.8 (t, C-21), 25.3 (t, C-5), 25.8 (t, C-19), 26.4 (t,
C-5), 29.4 (q, C-10), 30.1 (d, C-8), 36.4 (d, C-13), 42.2 (t, C-22), 54.9 (d, C-12), 55.2
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(d, C-18), 59.3 (d, C-7), 67.5 (t, C-24), 127.7, 127.9, 128.4 (3 d, C-26, C-27, C-28),
133.1 (s, C-2), 136.4 (s, C-25), 144.4 (d, C-3), 156.3 (s, C-23), 163.8 (s, C-4), 164.9
(s, C-1), 170.9 (s, C-17), 174.1 (s, C-11).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 1.04 (d, 3Jgg = 6.4 Hz, 3 H, 9-H), 2.72 (s, 3 H, 10-H),
3.69 (m, 1 H, 7-H), 4.98 (dd, 3J1onn = 31213 = 8.8 Hz, 1 H, 12-H), 4.98 (dd, 3Jionm =
9.2 Hz, %J1213 = 6.9 Hz, 1 H, 12-H), 8.09 (s, 1 H, 3-H).

13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): = 11.0 (g, C-15), 16.1 (g, C-16), 20.1 (q, C-9), 27.5 (q,
C-10).

Optische Drehung: [0]*p = —1.8°(c = 1.0, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C3oH45N4O5 [M-C02+H]+ 541.3390 541.3362

Elementaranalyse:

C31H44N4O7 ber. C 63.68 H 7.58 N 9.58
(584.70) gef. C 63.30 H 7.50 N 9.36

(R)-2-{(1S,2S)-1-[((R)-1-{2-[4-((3R,5S)-3-Benzyl-5-methoxycarbonyl-hexanoyl)-
oxazol-2-yl]-ethyl}-2-methyl-propyl)-methyl-carbamo  yl]-2-methyl-butylcarba-
moyl}-piperidin-1-carbonsaurebenzylester (18)

Gemall AAV 1 wurden 154 mg (0.26 mmol) Saure 17 mit 75 mg (0.29 mmol)
Tubuphenylalaninmethylester-Hydrochlorid®?, 64 pl (0.58 mmol) NMM und 38 pl
(0.29 mmol) IBCF umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer
Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 4:6) wurde Tetrapeptid 18 (182 mg, 0.23 mmol,
88%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 58—60<CT erhalten.

[DC: Hexan/EE = 4:6, R¢(18) = 0.30]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5= 0.78 (d, %J15.15 = 6.6 Hz, 3 H, 19-H), 0.85 (m, 3 H,
25-H), 0.94 (m, 3 H, 26-H), 1.01 (d, 3J1915 = 6.6 Hz, 3 H, 19-H), 1.07 (m, 1 H, 24-Hy),

107



Experimenteller Tell

1.15 (d, 3J19.18 = 6.6 Hz, 3 H, 19'-H), 1.32-1.45 (sh, 2 H, 30-Hay, 31-Ha), 1.52-1.64
(sh, 5 H, 3-Ha, 24-Hp, 29-Hax, 30-Heq, 31-Heg), 1.70-1.85 (sh, 3 H, 16-Ha, 18-H, 23-H),
2.0 (M, 1 H, 3-Hp), 2.16 (M, 1 H, 16-Hy), 2.31 (d, 2Jageqoax = 13.0 Hz, 1 H, 29-Hey),
2.50-2.68 (sh, 3 H, 2-H, 15-H), 2.83-2.94 (sh, 3 H, 5-H, 32-Ha,), 2.98 (s, 3 H, 20-H),
3.65 (s, 3 H, 39-H), 4.10 (bs, 1 H, 32-He), 4.28-4.42 (sh, 2 H, 4-H, 17-H), 4.81 (dd,
3Joonm = 8.4 Hz, 335523 = 8.4 Hz, 2 H, 22-H), 4.90 (bs, 1 H, 28-H), 5.15 (d, 2Js4a340 =
12.4 Hz, 1 H, 34-Hy), 5.19 15 (d, Jasp.34a = 12.4 Hz, 1 H, 34-Hp), 6.60 (bs, 1 H, NH),
6.69 (d, 3Jnna = 9.3 Hz, 1 H, NH), 7.19-7.24 (sh, 3 H, 7-H, 9-H), 7.28-7.35 (sh, 7 H,
8-H, 36-H, 37-H, 38-H), 8.03 (s, 1 H, 13-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.0 (g, C-25), 15.9 (g, C-26), 17.7 (g, C-10), 19.5
(q, C-19), 19.9 (g, C-19’), 20.3 (t, C-30), 24.3 (t, C-24), 24.6 (t, C-31), 25.2 (t, C-15),
26.1 (t, C-29), 26.5 (t, C-16), 29.4 (g, C-20), 30.0 (t, C-18), 36.5 (d, C-2), 36.8 (d,
C-23), 37.9 (t, C-3), 41.2 (t, C-5), 42.3 (t, C-32), 48.2 (d, C-4), 51.8 (g, C-39), 54.0 (d,
C-22), 54.9 (d, C-28), 59.3 (d, C-17), 67.9 (t, C-34), 126.5 (d, C-9), 127.9, 128.1,
128.4, 128.5, 129.5 (5 d, C-7, C-8, C-36, C-37, C-38), 135.8, 136.2 (2 s, C-6, C-35),
137.4 (s, C-12), 140.8 (d, C-13), 156.8 (s, C-33), 160.3 (s, C-11), 163.8 (s, C-14),
170.4 (s, C-27), 173.9 (s, C-21), 176.8 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): &= 1.07 (d, 3Jie1s = 6.5 Hz, 1 H, 19-H), 2.77 (s, 3 H,
20-H), 3.64 (s, 3 H, 39-H), 4.20 (bs, 1 H, 32-Heg), 5.00 (m, 1 H, 22-H), 6.53 (bs, 1 H,
NH), 6.99 (bs, 1 H, NH), 7.99 (s, 1 H, 13-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 16.3 (g, C-10), 126.4 (d, C-9), 137.7 (s, C-12).
Optische Drehung: [0]*°p = +31.8°(c = 0.9, CHCl 5)

HRMS (CI) berechnet gefunden

Ca3HsgNsO7 [M-CH30]" 756.4336 756.4309

Elementaranalyse:

C44H58N508 ber. C 67.07 H 7.80 N 8.89
(787.98) gef. C 67.60 H 8.06 N 8.60

(2S,4R)-4-Benzyl-2-methyl-6-{2-[( R)-4-methyl-3-(methyl-{(2 S,3S)-3-methyl-2-
[((R)-1-methyl-piperidin-2-carbonyl)-amino]-pentanoyl}- amino)-pentyl]-oxazol-4-
yl}-6-oxo-hexansauremethylester (19)

Gemall AAV 7 wurden 166 mg (0.21 mmol) Tetrapeptid 18 mit 19 mg Pd/C (10%)
entschitzt und anschlieRend mit 21 mg (0.22 mmol) Paraformaldehyd und 14 mg
(0.22 mmol) Natriumcyanoborhydrid nach AAV 10 umgesetzt. Nach Aufarbeitung
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und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 9:1) wurde 19
(122 mg, 0.17 mmol, 80%) als farbloses Harz erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 9:1, Ry(19) = 0.43]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 0= 0.77 (d, 3J1915 = 6.6 Hz, 3 H, 19-H), 0.91 (t, 3J5.04 =
7.4 Hz, 3 H, 25-H), 0.97 (d, 335623 = 6.8 Hz, 3 H, 26-H), 1.00 (d, 3J19.15 = 6.6 Hz, 3 H,
19'-H), 1.15 (d, 33102 = 7.1 Hz, 3 H, 10-H), 1.26-1.81 (sh, 2 H, 24-H,, 30-Ha), 1.35
(M 1 H, 29-Hay), 1.46-1.75 (sh, 6 H, 3-H,, 18-H, 24-Hp, 30-Heq, 31-H), 1.78-1.92 (sh,
3 H, 16-Ha, 23-H, 29-Heg), 1.97-2.05 (sh, 2 H, 3-Hy, 32-Hgy), 2.16 (m, 1 H, 16-Hy),
2.23 (s, 3 H, 33-H), 2.49 (dd, 3J2g20eq = 11.0 Hz, *J2g 20ax = 3.4 Hz, 1 H, 28-H), 2.53-
2.70 (sh, 2-H, 15-H), 2.82-2.96 (sh, 3 H, 5-H, 32-He), 3.00 (s, 3 H, 20-H), 3.65 (s,
3 H, 34-H), 4.29-4.41 (sh, 2 H, 4-H, 17-H), 4.77 (dd, 3Joonn = 9.5 Hz, 332003 =
8.3 Hz, 1 H, 22-H), 6.72 (d, 3Jnn4 = 9.3 Hz, 1 H, NH), 7.03 (d, 3Jnnz22 = 9.5 Hz, 1 H,
NH), 7.20-7.23 (sh, 3 H, 7-H, 9-H), 7.28 (m, 2 H, 8-H), 8.04 (s, 1 H, 13-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 10.9 (g, C-25), 15.9 (g, C-26), 17.7 (g, C-10), 19.5
(q, C-19), 20.0 (g, C-19'), 23.2 (t, C-30), 24.5 (t, C-24), 25.0 (t, C-31), 25.2 (t, C-15),
26.4 (t, C-16), 29.3 (g, C-20), 30.0 (t, C-18), 30.3 (t, C-29), 36.3 (d, C-2), 36.9 (d,
C-23), 37.7 (t, C-3), 41.1 (t, C-5), 44.8 (t, C-33), 48.0 (d, C-4), 51.6 (g, C-34), 52.9 (d,
C-22), 55.3 (t, C-32), 58.8 (d, C-17), 69.6 (d, C-28), 126.4 (d, C-9), 128.3 (d, C-8),
129.4 (d, C-7), 135.9 (s, C-6), 137.4 (s, C-12), 140.5 (d, C-13), 160.1 (s, C-11), 163.8
(s, C-14), 173.2 (s, C-21), 174.2 (s, C-27), 176.4 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5= 1.08 (d, 3Jie1s = 6.6 Hz, 3 H, 19-H), 2.23 (s, 3 H,
33-H), 2.78 (s, 3 H, 20-H), 6.64 (s, 3 H, 34-H), 4.96 (dd, 3Joonn = 9.7 Hz, 3305 =
6.0 Hz, 1 H, 22-H), 6.83 (d, 3Jnna = 9.3 Hz, 1 H, NH), 7.15 (d, 3Jnu22 = 9.7 Hz, 1 H,
NH), 7.99 (s, 1 H, 13-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.3 (g, C-25), 16.5 (g, C-26), 17.7 (q, C-10), 20.2
(g, C-19), 20.5 (q, C-19'), 27.2 (q, C-20), 44.9 (t, C-33), 48.1 (d, C-4), 52.1 (d, C-22),
55.4 (t, C-32), 69.7 (d, C-28), 126.3 (d, C-9), 137.5 (s, C-12), 160.1 (s, C-11), 163.6
(s, C-14), 172.8 (s, C-21), 173.9 (s, C-27).
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Optische Drehung: [0]*°5 = +16.5°(c = 0.7, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C37H58Ns0¢ [M+H]+ 668.4387 668.4406

Elementaranalyse:

C37H57NsO0g ber. C 66.54 H 8.60 N 10.49
(667.61) gef. C 66.60 H 8.26 N 10.54

(2S,4R)-4-Benzyl-2-methyl-6-{2-[( R)-4-methyl-3-(methyl-{(2 S,3S)-3-methyl-2-
[((R)-1-methyl-piperidin-2-carbonyl)-amino]-pentanoyl}- amino)-pentyl]-oxazol-4-
yl}-6-oxo-hexansaure-TFA-Salz (20)

Gemal AAV 5 wurden 59 mg (88 umol) 19 mit 175 pl (175 pumol) 1 M NaOH-L6sung
bei 80C entschiitzt (Dioxan, 4 h). Nach Aufarbeitung (angesauert mit TFA) und
saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 9:1) wurde Oxazol-
pratubulysin 20 (63 mg, 82 umol, 93%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt
von 118-120<C erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 9:1, Ry(20) = 0.20]

Hauptrotamer

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): 0= 0.80 (d, 3J1918 = 6.5 Hz, 3 H, 19-H), 0.93 (t, 3J5.24 =
7.3 Hz, 3 H, 25-H), 1.00 (d, 3J2623 = 6.2 Hz, 3 H, 26-H), 1.01 (d, *J19.1s = 5.9 Hz, 3 H,
19'-H), 1.14 (d, 3J102 = 6.6 Hz, 3 H, 10-H), 1.24 (m 2 H, 24-H,), 1.43-1.76 (sh, 6 H,
3-Ha, 18-H, 24-Hp, 29-Hax, 30-Hax, 31-Hax), 1.81-2.01 (sh, 6 H, 3-Hp, 16-H,, 23-H,
29-Heq, 30-Heq, 31-Heg), 2.32 (M, 1 H, 16-Hp), 2.46 (bs, 1 H, 2-H), 2.53 (s, 3 H, 33-H),
2.60-2.76 (sh, 3 H, 15-H, 32-Hy), 2.86 (m, 2 H, 5-H), 3.07 (s, 3 H, 20-H), 3.27 (m,
1 H, 32-Heg), 3.33 (M, 1 H, 28-H), 4.24 (m, 1 H, 17-H), 4.38 (m, 1 H, 4-H), 4.70 (d,
332223 = 8.2 Hz, 1 H, 22-H), 7.14 (m, 1 H, 9-H), 7.21-7.22 (sh, 4 H, 7-H, 8-H), 8.17 (s,
1 H, 13-H).

*C-NMR (MeOD, 100 MHz): d= 11.2 (g, C-25), 16.1 (q, C-26), 19.1 (g, C-10), 20.3
(g, C-19), 20.5 (g, C-19’), 23.0 (t, C-30), 24.7 (t, C-31), 25.6 (t, C-24), 26.1 (t, C-15),
27.3 (t, C-16), 30.2 (g, C-20), 30.7 (t, C-29), 30.8 (d, C-18), 37.6 (d, C-23), 39.5 (d,
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C-2), 40.3 (t, C-3), 42.4 (t, C-5), 43.5 (g, C-33), 50.6 (d, C-4), 55.7 (d, C-22), 56.3 (t,
C-32), 60.9 (d, C-17), 68.9 (d, C-28), 118.2 (q, 2Jcr = 292 Hz, CFsCOOH), 127.3 (d,
C-9), 129.3, 130.5 (2 d, C-7, C-8), 137.1 (s, C-6), 139.6 (s, C-12), 142.6 (d, C-13),
162.7 (s, C-11), 165.8 (s, C-14), 171,3 (s, C-27), 174.8 (s, C-21).

Das Signal von C-1 war im **C-NMR nicht erkennbar.
Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

IH-NMR (MeOD, 400 MHz): 8= 2.57 (s, 3 H, 33-H), 2.76 (s, 3 H, 20-H), 3.43 (m, 1 H,
4-H), 3.61 (m, 1 H, 2-H), 3.70 (M 1 H, 17-H), 4.94 (d, 332,23 = 5.4 Hz, 1 H, 22-H).

13C-NMR (MeOD, 100 MHz): Jd=11.7 (q, C-25), 19.1 (q, C-26), 23.0 (g, C-19), 42.3
(t, C-5), 43.7 (g, C-33), 68.8 (d, C-28), 139.7 (s, C-12).

Optische Drehung: [a]?%5 = —13.7°(c = 1.0, MeOH)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
Ca6Hs56N506 [M+H]+ 654.4230 654.4256

(S,E)-3-(3-(tert-Butoxycarbonylamino)-4-methylpent-1-enyl)benzoesau re-
methylester ( E-28)

(S,2)-3-(3-(tert-Butoxycarbonylamino)-4-methylpent-1-enyl)benzoesau re-
methylester ( Z-28)

Zu einer Losung von 1.02 g (4.41 mmol) Boc-Valinmethylester 6 in 25 ml absolutem
DCM wurden bei —78T innerhalb von 30 min 9.00 ml (9.00 mmol) DibalH-L&sung
(1 M in Hexan) zugetropft und die klare Losung 2 Stunden bei dieser Temperatur
geriihrt. AnschlieBend wurden 2.38 g (4.84 mmol) Wittigsalz 27% und 544 mg
(4.85mg) KOBu zugegeben und das Reaktionsgemisch (ber Nacht auf
Raumtemperatur erwarmt. Zur Aufarbeitung wurde die Reaktionsmischung in 100 mi
10%ige Weinsaure-Losung gegossen und 30 min kraftig gerthrt. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinte
organische Phase wurde mit ges. NaCl-Lésung gewaschen und Uber Na,SO,
getrocknet. Nach dem Entfernen des Losemittels im Vakuum wurde der Rickstand
saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Hexan/EE = 9:1), wobei 28 (1.18 mg,
3.54 mmol, 80%, E:Z = 4:1) als farbloses Ol erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 8:2, R¢(28) = 0.29]
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(E)-lsomer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.96 (d, 3J131» = 6.8 Hz, 3 H, 13-H), 0.97 (d, 3J13.1> =
6.8 Hz, 3 H, 13'-H), 1.47 (s, 9 H, 16-H), 1.87 (m, 1 H, 12-H), 3.93 (s, 3 H, 1-H), 4.15
(bs, 1 H, 4-H), 4.63 (bs, 1 H, NH), 6.17 (dd, 3Ji09= 15.9 Hz, 3J101:= 6.5 Hz, 1 H,
10-H), 6.53 (d, Jg10= 15.9 Hz, 1 H, 9-H), 7.38 (dd, 3Js¢ = %Js4 = 7.7 Hz, 1 H, 5-H),
7.53(d, 3J45= 7.8 Hz, 1 H, 4-H), 7.89 (d, ®J¢5= 7.8 Hz, 1 H, 6-H), 8.05 (s, 1 H, 8-H).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): o= 18.3 (g, C-13), 18.8 (q, C-13'), 28.4 (q, C-16), 32.7
(d, C-12), 52.1 (g, C-1), 57.7, (d, C-11), 79.4 (s, C-15), 127.2 (d, C-8), 128.4 (d, C-6),
128.6 (d, C-5), 129.7 (d, C-9), 130.4 (s, C-3), 130.6 (d, C-10), 130.8 (s, C-4), 137.3
(s, C-7), 155.5 (s, C-14), 167.0 (s, C-2).

(2)-Isomer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): J = 0.88 (d, 3J1312 = 6.6 Hz, 6 H, 13-H), 1.42 (s, 9 H,
16-H), 1.78 (m, 1 H, 12-H), 3.91 (s, 3 H, 1-H), 4.40 (bs, 1 H, 4-H), 4.53 (bs, 1 H, NH),
5.55 (dd, 3J109=11.8 Hz, 3J1011 = 6.5 Hz, 1 H, 10-H), 6.54 (d, 3Jg10 = 9.6 Hz, 1 H,
9-H) , 7.41 (dd, 3Js6 = 3354 = 7.7 Hz, 1 H, 5-H), 7.64 (bs, 1 H, 4-H), 7.91 (d, 3J¢5 =
7.8 Hz, 1 H, 6-H), 7.94 (s, 1 H, 8-H).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): 6= 18.2 (g, C-13), 18.4 (q, C-13’), 28.3 (g, C-16), 33.4
(d, C-12), 52.1 (g, C-1), 53.4, (d, C-11), 79.1 (s, C-15), 128.1 (d, C-6), 128.5 (d, C-5),
129.9 (d, C-4), 130.1 (d, C-9), 130.2 (s, C-3), 132.1 (d, C-10), 133.0 (s, C-8), 137.0
(s, C-7), 155.2 (s, C-14), 167.0 (s, C-2).

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C15H20NO4 [M—C4H7]" 278.1392 278.1380

Elementaranalyse:

C19H27NO4 ber. C 68.44 H 8.16 N 4.20
(333.42) gef. C 68.43 H 8.54 N 4.20

(R)-3-(3-(tert-Butoxycarbonylamino)-4-methylpentyl)benzoesauremet hylester
(29)

513 mg (1.53 mmol) 28 wurden in 7 ml Methanol geldst, mit 50 mg Palladium auf
Aktivkohle (5%) versetzt und unter Wasserstoffatmosphére bis zur vollstandigen
Entschitzung gertihrt (DC-Kontrolle, 3 h). Der Katalysator wurde tber Celite abfiltriert
und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Ruckstand wurde
saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Hexan/EE = 8:2), wobei 29 (470 mg,
1.40 mmol, 92%, 99% ee) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 72—-73T
erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 8:2, R¢(29) = 0.31]
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.87 (d, %J131» = 6.8 Hz, 3 H, 13-H), 0.90 (d, 3J13.1> =
6.8 Hz, 3 H, 13-H), 1.45 (s, 9 H, 16-H), 1.56 (m, 1 H, 10-H,), 1.69-1.83 (sh, 2 H,
10-Hp, 12-H), 2.67 (m, 1 H, 9-H,), 2.75 (m, 1 H, 9-Hy), 3.50 (m, 1 H, 11-H), 3.90 (s,
3 H, 1-H), 4.35 (d, 3Jn11 = 9.4 Hz, 1 H, NH), 7.32-7.39 (sh, 2 H, 5-H, 6-H), 7.84—
7.86 (sh, 2 H, 4-H, 8-H).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): 6= 17.6 (g, C-13), 19.1 (q, C-13’), 28.4 (q, C-16), 32.4
(d, C-12), 32.6 (t, C-9), 34.7 (t, C-10), 52.0 (q, C-1), 55.4, (d, C-11), 79.0 (s, C-15),
127.1 (d, C-4), 128.4 (d, C-5), 129.4 (d, C-8), 130.2 (s, C-3), 133.1 (d, C-6), 142.5 (s,
C-7), 156.0 (s, C-14), 167.2 (s, C-2).

Optische Drehung: [a]*p = =7.6°(c = 1.0, 99% ee, CHCI 3)

HPLC (Chiracel OD-H, Hexan/iso-Propanol = 95:5, 1 ml/min):
(R)-29: tr = 6.61 min
(S)-29: tr = 8.19 min

HRMS (CI) berechnet gefunden

C19H30NO,4 |:|\/|+H]Jr 336.2175 336.2169

Elementaranalyse:

C19H29NO,4 ber. C 68.03 H8.71 N 4.18
(335.44) gef. C 68.02 H 8.63 N 4.20

(R)-3-(3-(tert-Butoxycarbonyl(methyl)amino)-4-methylpentyl)benzoe saure-
methylester (30)

Gemal3 AAV 11 wurden 373 mg (1.11 mmol) 29, 280 ul (4.50 mmol) Methyliodid und
102 mg (2.55 mmol) NaH (60% in Mineral6l) umgesetzt. Nach Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 8:2) wurde Phenyl-
tubuvalin 30 (380 mg, 1.09 mmol, 98%) als farbloses Ol erhalten.

[DC: Hexan/EE = 8:2, R¢(30) = 0.33]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.83 (d, 3J131,= 6.6 Hz, 3 H, 13-H), 0.90 (d, 3J13.15=
6.6 Hz, 3 H, 13"-H), 1.43 (s, 9 H, 16-H), 1.57-1.67 (sh, 2 H, 10-H,, 12-H), 1.91 (m,
1 H, 10-Hy), 2.55 (m, 2 H, 9-H), 2.65 (s, 3 H, 17-H), 3.82 (m, 1 H, 11-H), 3.90 (s, 3 H,
1-H), 7.31-7.38 (sh, 2 H, 5-H, 6-H), 7.83—7.87 (sh, 2 H, 4-H, 8-H).

3C-NMR (CDCl;, 100 MHz): 6= 20.1 (g, C-13), 20.3 (g, C-13’), 28.1 (q, C-17), 28.4
(g, C-1), 30.6 (d, C-12), 31.7 (t, C-10), 32.7 (t, C-9), 52.0 (q, C-1), 60.5 (d, C-11),
79.3 (s, C-15), 127.1 (d, C-4), 128.4 (d, C-5), 129.0 (d, C-8), 130.2 (s, C-3), 133.1 (d,
C-6), 142.7 (s, C-7), 156.6 (s, C-14), 167.2 (s, C-2).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.84 (d, 3J131,= 6.7 Hz, 3 H, 13-H), 0.92 (d, 3J13.1»=
6.6 Hz, 3 H, 13"-H), 1.47 (s, 9 H, 16-H), 2.72 (s, 3 H, 17-H), 3.59 (bs, 1 H, 11-H), 3.90
(s, 3 H, 1-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 19.6 (g, C-13), 19.9 (g, C-13’), 28.5 (g, C-1), 30.9 (d,
C-12), 31.5 (t, C-10), 32.5 (t, C-9), 52.0 (g, C-1), 79.0 (s, C-15), 127.1 (d, C-4), 128.3
(d, C-5), 130.1 (s, C-3), 133.0 (d, C-6), 142.4 (s, C-7), 167.2 (s, C-2).

Optische Dehung: [a]*p = =7.5°(c = 0.9, CHCl 5)

HRMS (CI) berechnet gefunden

CooHz2NO4 [M+H]* 350.2331 350.2378

Elementaranalyse:

CooH31NO4 ber. C 68.74 H 8.94 N 4.01
(349.46) gef. C 68.46 H 8.97 N 4.32

(S)-3-(2-(tert-Butoxycarbonylamino)-3-methylbutoxy)benzoesauremet hylester
(33a)

116 mg (0.57 mmol) Boc-geschitztes Valinol 31, 81 mg (0.53 mmol) 3-Hydroxy-
benzoesauremethylester 32 and 140 mg (0.53 mmol) Triphenylphosphin wurden in
2 ml absolutem THF geldst und auf OC abgekuhlt. Nach der Zugabe von 112 pl
(0.53 mmol) DIAD (94% Reinheit) wurde das Reaktionsgemisch ein Tag bei
Raumtemperatur gerthrt. Anschlie3end wurde das Lésemittel am Rotationsverdamp-
fer entfernt und der Rickstand saulenchromatographisch (SiO,, Hexan/EE = 9:1, 8:2)
gereinigt, wobei 33a (90 mg, 0.27 mmol, 51%, 99% ee) als farbloses Ol erhalten
wurde.

[DC: Hexan/EE = 8:2, R¢(33a) = 0.32]
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.98 (d, %J1211 = 6.8 Hz, 3 H, 12-H), 0.99 (d, 3J1211 =
6.8 Hz, 3 H, 12"-H), 1.45 (s, 9 H, 15-H), 2.02 (m, 1 H, 11-H), 3.74 (bs, 1 H, 10-H),
3.99 (s, 3 H, 1-H), 4.06 (dd, 2Jgags = 9.3 Hz, %Joa10 = 3.2 Hz, 1 H, 9-H.), 4.10 (dd,
2Jopsa= 9.3 Hz, Jgp10= 4.0 Hz, 1 H, 9-Hy), 4.79 (d, Inm,10 = 9.0 Hz, 1 H, NH), 7.09
(ddd, 3Js5= 8.2 Hz, *Jeg = 2.6 Hz, “J¢4 = 0.8 Hz, 1 H, 6-H), 7.34 (dd, 3Js6= J54 =

8.0 Hz, 1 H, 5-H) , 7.54 (dd, “Jg = 2.2 Hz, *Jg4= 1.5 Hz, 1 H, 8-H), 7.63 (ddd, 3J45=
7.8 Hz, *J46 = “Jsg=1.1 Hz, 1 H, 4-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 0= 18.7 (g, C-12), 19.6 (q, C-12'), 28.4 (q, C-15), 29.5
(d, C-11), 52.2 (g, C-1), 55.2 (d, C-10), 68.4 (t, C-9), 79.3 (s, C-14), 114.8 (d, C-8),
119.7 (d, C-6), 122.2 (d, C-4), 129.4 (d, C-5), 131.5 (s, C-3), 155.7 (s, C-13), 158.7
(s, C-7), 166.9 (s, C-2).

Optische Drehung: [a]*°5 = —-60.7°(c = 0.7, 99% ee, CHCl 5)

HPLC (Chiracel OD-H, Hexan/Ethanol = 99:1, 1 ml/min):
(R)-33a: tr = 11.55 min
(S)-33a: tr = 12.64 min

HRMS (CI) berechnet gefunden

C1gH28NOs [M+H]" 338.1967 338.1962

Elementaranalyse:

C1sH27NOs5 ber. C 64.07 H 8.07 N 4.15
(337.41) gef. C 64.01 H 7.81 N 3.75

(S)-3-(2-(tert-Butoxycarbonyl(methyl)amino)-3-methylbutoxy)benzoe saure-
methylester (34)

Gemall AAV 11 wurden 551 mg (1.63 mmol) 33a, 410 pl (6.59 mmol) Methyliodid
und 170 mg (4.25 mmol) NaH (60% in Mineral6l) umgesetzt. Nach Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 8:2) wurde Phenoxy-
tubuvalin 34 (542 mg, 1.54 mmol, 95%) als farbloses Ol erhalten.

[DC: Hexan/EE = 8:2, R¢(34) = 0.35]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 0.93 (d, J1211 = 6.6 Hz, 6 H, 12-H), 1.41 (s, 9 H,
15-H), 1.98 (m, 1 H, 11-H), 2.80 (s, 3 H, 16-H), 3.90 (s, 3 H, 1-H), 4.06—4.15 (sh, 3 H,
9-H, 10-H), 7.06 (d, ®J¢5= 8.2 Hz, 1 H, 6-H), 7.32 (dd, 3J56=3J54= 8.0 Hz, 1 H, 5-H),
7.53 (s, 1 H, 8-H), 7.62 (d, %J,5= 7.6 Hz, 1 H, 4-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 19.9 (q, C-12), 27.0 (d, C-11), 28.4 (g, C-15), 30.4
(q, C-16), 52.1 (g, C-1), 60.3 (d, C-10), 67.5 (t, C-9), 79.3 (s, C-14), 114.6 (d, C-8),
119.9 (d, C-6), 122.1 (d, C-4), 129.4 (d, C-5), 131.4 (s, C-3), 156.3 (s, C-13), 158.6
(s, C-7), 166.9 (s, C-2).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 1.01 (d, %J1211 = 6.4 Hz, 3 H, 12-H), 1.02 (d, 3J1211 =
6.4 Hz, 3 H, 12'-H), 1.46 (s, 9 H, 15-H), 2.09 (m, 1 H, 11-H), 2.81 (s, 3 H, 16-H), 3.90
(m, 1 H, 10-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): o= 19.8 (g, C-12), 20.1 (q, C-12’), 27.8 (d, C-11), 61.6
(d, C-10), 68.3 (t, C-9), 79.5 (s, C-14), 114.9 (d, C-8), 120.1 (d, C-6), 122.2 (d, C-4),
129.4 (d, C-5), 156.4 (s, C-13), 158.8 (s, C-7).

Optische Drehung: [0]*°p = —49.0°(c = 1.2, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C10H30NOs [M+H]" 352.2124 352.2135

Elementaranalyse:

C19H29NO5 ber. C 64.93 H 8.32 N 3.99
(351.44) gef. C 64.90 H 8.09 N 4.22

(S)-2-(3-Methyl-2-(2,2,2-trifluoroacetamido)butoxy)th  iazol-4-carbonsaure (42a)

1.00 g (4.81 mmol) Saure 39 und 1.90 mg (9.54 mmol) TFA-Valinol 4187 wurden
in 30 ml absolutem DMF gelost und auf 0C abgekuhlt. Bei dieser Temperatur
wurden vorsichtig 962 mg (24.1 mmol) NaH (60% in Mineral6l) zugesetzt (starke
H,-Entwicklung) und die Suspension ein Tag bei Raumtemperatur gerthrt. Zur
Aufarbeitung wurde mit 1 M KHSO4-L6sung gequencht und mit Ethylacetat extrahiert.
Die organische Phase wurde dreimal mit Wasser gewaschen und anschlieend
dreimal mit ges. NaHCOs-L6sung extrahiert. Die wassrige Phase wurde wiederum

116



Experimenteller Tell

mit 1 M KHSO,4-LOsung angesauert (pH =1) und erneut dreimal mit Ethylacetat
extrahiert. Die organische Phase wurde tUber Na,SO,4 getrocknet und das Ldsemittel
im Vakuum entfernt, wobei Saure 42a (1.10 g, 3.38 mmol, 70%) als weil3er Feststoff
mit einem Schmelzpunkt von 177-179< erhalten wurde .

4
F>1HL 0 Nj)k
2 N3 \(/ 10 " OH
6 7
F F H S /8
42a

'H-NMR (DMSO-d®, 400 MHz): 5= 0.89 (3Js4 = 6.8 Hz, 3 H, 5-H), 0.94 (d, 3J54 =
6.8 Hz, 3 H, 5-H), 1.94 (m, 1 H, 4-H), 4.03 (m, 1 H, 3-H), 4.47 (dd, *Jsaer = 16.3 Hz,
3J6a3= 8.6 Hz, 1 H, 6-H,), 4.57 (dd, *Jep6a= 16.3 Hz, 3Jsp3= 8.6 Hz, 1 H, 6-Hy), 7.86
(s, 1 H, 8-H), 9.40 (d, 3Jnns= 8.8 Hz, 1 H, NH), 13.0 (bs, 1 H, OH).

13C-NMR (DMSO-d®, 100 MHz): = 18.4 (q, C-5), 19.0 (q, C-5°), 28.7 (d, C-4), 54.2
(d, C-3), 71.1 (t, C-6), 115.9 (q, “Jcr = 287 Hz, CF;COOH), 121.8 (d, C-8), 141.0 (s,
C-9), 156.5 (g, 3Jcr = 35.9 Hz, CF3COOH), 161.6 (s, C-10), 172.6 (s, C-7).

BE.NMR (DMSO-d®, 400 MHz): 5= —74.1 (s, CF3),
Optische Drehung: [a]?% = —22.8°(c = 1.0, DMF)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C11H14F3N>04S [M'*'H]Jr 327.0626 327.0610

Elementaranalyse:

C]_]_H13F3N204S ber. C 40.49 H 4.02 N 8.59
(326.29) gef. C 40.10 H 3.97 N 8.50

(S)-2-(3-Methyl-2-(2,2,2-trifluoroacetamido)butoxy)th  iazol-4-carbonséduremethyl-
ester (43)

Zu einer Loésung aus 854 mg (2.62 mmol) Saure 42a und 530 ml (8.51 mmol) Methyl-
iodid in 15 ml absolutem DMF wurden bei Raumtemperatur 483 mg (3.49 mmol)
K>.COj3; gegeben und die Suspension 2.5 Stunden gerihrt. Zur Aufarbeitung wurde
mit Wasser gequencht und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase
wurde nacheinander mit Wasser (3x), 5% Na,SO3-Losung, Wasser sowie ges. NaCl-
Losung gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Nach dem Entfernen des
Losemittels im Vakuum wurde der Rickstand saulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, Hexan/EE =9:1, 8:2, 1:1), wobei Methylester 43 (819 mg, 2.41 mmol,
92%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 89-90<C erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 8:2, R¢(43) = 0.16]
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.98 (*J54= 6.8 Hz, 3 H, 5-H), 1.02 (d, J5 4= 6.8 Hz,
3 H, 5-H), 1.91 (m, 1 H, 4-H), 3.87 (s, 3 H, 11-H), 4.13 (m, 1 H, 3-H), 4.55 (dd, *Jsacb
= 11.5 Hz, %J6a3= 3.2 Hz, 1 H, 6-Hy), 4.70 (dd, 2Jgp6a= 11.5 Hz, %Jep3= 6.4 Hz, 1 H,
6-Hp), 7.11 (d, ®Jnnz=8.8 Hz, 1 H, NH), 7.86 (s, 1 H, 8-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): 6= 18.6 (g, C-5), 19.2 (g, C-5), 29.4 (d, C-4), 52.3 (q,
C-11), 54.9 (d, C-3), 71.7 (t, C-6), 117.3 (q, *Jcr = 286 Hz, CFsCOOH), 121.2 (d,
C-8), 140.5 (s, C-9), 157.2 (q, *Jcr = 36.8 Hz, CF3COOH), 161.3 (s, C-10), 173.6 (s,
C-7).

F-NMR (CDCls, 400 MHz): 5= -75.8 (s, CF3).
Optische Drehung: [a]*%, = —83.9°(c = 1.0, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C12H16F3N204S [M+H]* 341.0783 341.0784

Elementaranalyse:

Ci2H1sF3N204S  ber. C 42.35 H 4.44 N 8.23
(340.32) gef. C 42.77 H 4.45 N 7.98

(S)-2-(2-(tert-Butoxycarbonylamino)-3-methylbutoxy)thiazol-4-carb onsaure-
methylester (44a)

Zu einer Losung aus 664 mg (1.94 mmol) Séure 46 und 380 ml (6.10 mmol) Methyl-
iodid in 10 ml absolutem DMF wurden bei Raumtemperatur 345 mg (2.50 mmol)
K>COj3; gegeben und die Suspension 15 Stunden gerihrt. Zur Aufarbeitung wurde mit
Wasser gequencht und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase
wurde nacheinander mit Wasser (3x), 5% Na,SO3-Losung, Wasser sowie ges. NaCl-
Losung gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Nach dem Entfernen des
Losemittels im Vakuum wurde der Rickstand saulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, Hexan/EE = 9:1, 7:3), wobei Methylester 44a (585 mg, 1.70 mmol, 88%)
als weilRer Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 70-71<C erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 7:3, R¢(44a) = 0.32]
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44a

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.96 (*Jg5= 6.8 Hz, 3 H, 6-H), 0.98 (d, ®J¢ 5= 6.8 Hz,
3 H, 6-H), 1.42 (s, 9 H, 1-H), 1.90 (m, 1 H, 5-H), 3.77 (m, 1 H, 4-H), 3.88 (s, 3 H,
12-H), 4.47 (dd, %J7a7 = 10.5 Hz, %J7a4 = 4.2 Hz, 1 H, 7-Hy), 4.55 (dd, %J7p7a =
10.5 Hz, %J7p4= 5.2 Hz, 1 H, 7-Hp), 4.69 (d, *Jnns= 8.9 Hz, 1 H, NH), 7.60 (s, 1 H,
9-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): 5= 18.5 (g, C-6), 19.5 (g, C-6*), 28.4 (g, C-1), 29.7 (d,
C-5), 52.4 (q, C-12), 54.9 (d, C-4), 72.8 (t, C-7), 79.5 (s, C-2), 120.8 (d, C-9), 140.8
(s, C-10), 155.7 (s, C-3), 161.7 (s, C-11), 173.8 (s, C-8).

Optische Drehung: [a]?% = —48.1°(c = 0.9, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C15H25N205S [M+H]” 345.1484 345.1424

Elementaranalyse:

CisH24N20sS  ber. C53.31 H 7.02 N 8.13
(340.32) gef. C 51.83 H 6.75 N 7.78

(S)-2-(2-(tert-Butoxycarbonylamino)-3-methylbutoxy)thiazol-4-carb onsaure (46)

88 mg (0.27 mmol) Methylester 43 wurden in 3 ml Dioxan geldst, bei 0C mit 0.60 ml
(0.60 mmol) 1 M NaOH-L6sung versetzt und 8 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.
Anschlie3end wurde eine Losung aus 42 mg (0.19 mmol) Di-tert-butyldicarbonat in
1 ml Dioxan zugetropft und die Reaktionsmischung erneut 16 Stunden bei Raumtem-
peratur gertihrt. Zur Aufarbeitung wurde das Lésemittel weitestgehend am Rotations-
verdampfer entfernt und der Rickstand in Wasser geldst. Die wéassrige Phase wurde
mit Ethylacetat gewaschen (verworfen) und mit 1 M HCI angesauert (pH = 1). Die
ausgefallene Saure wurde mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase Uber
Na SO, getrocknet. Nach Entfernen des Ldsemittels im Vakuum wurde Saure 46
(94 mg, 0.28 mmol, 97%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 147—
148 (Zersetzung) erhalten.

6 5
S AT 0w
1 O. _Nuo
203N47 ;(;JQ)A\OH
46
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'H-NMR (DMSO-d®, 400 MHz): = 0.87 (3Je5= 6.9 Hz, 3 H, 6-H), 0.89 (d, 3J¢ 5=
6.9 Hz, 3 H, 6-H), 1.38 (s, 9 H, 1-H), 1.78 (m, 1 H, 5-H), 3.65 (m, 1 H, 4-H), 4.29 (dd,
2J7a70= 10.0 Hz, 3704= 8.3 Hz, 1 H, 7-Ha), 4.57 (dd, 2J7p7a= 10.4 Hz, %J7p4= 4.1 Hz,
1 H, 7-Hy), 6.89 (d, 3Jnns= 9.2 Hz, 1 H, NH), 7.86 (s, 1 H, 9-H), 12.8 (bs, 1 H, OH).

13C-NMR (DMSO-d®, 100 MHz): = 18.2 (g, C-6), 19.1 (q, C-6), 28.1 (q, C-1), 29.1
(d, C-5), 54.2 (d, C-4), 72.2 (t, C-7), 77.5 (s, C-2), 121.5 (d, C-9), 141.0 (s, C-10),
155.6 (s, C-3), 161.7 (s, C-11), 172.8 (s, C-8).

Optische Drehung: [0]*° = —13.6°(c = 0.8, DMF)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C14H23N>05S [M'*'H]Jr 331.1327 331.1363

Elementaranalyse:

C14H25oN>05S ber. C 50.89 H6.71 N 8.48
(330.40) gef. C 50.42 H 6.58 N 7.60

(S)-2-(2-(tert-Butoxycarbonyl(methyl)amino)-3-methylbutoxy)thiazo I-4-carbon-
sauremethylester (47)

Gemall AAV 11 wurden 50 mg (0.15 mmol) Oxythiazol 44a, 36 ul (0.58 mmol)
Methyliodid und 14 mg (0.35 mmol) NaH (60% in Mineraldl) umgesetzt (22 Stunden
bei 0 ). Nach Aufarbeitung und saulenchromatograp hischer Reinigung (Kieselgel,
Hexan/EE = 8:2) wurde Oxythiazoltubuvalin 47 (46 mg, 0.13 mmol, 89%) als farblo-
ses Ol erhalten.

[DC: Hexan/EE = 8:2, R¢(47) = 0.14]
’ 6
ST o]
1 N 13
o - O;(ﬁo/
4| S 10
47

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.91 (3J;6= 6.6 Hz, 3 H, 7-H), 1.02 (d, J; 6= 6.6 Hz,
3 H, 7-H), 1.42 (s, 9 H, 1-H), 1.90 (m, 1 H, 6-H), 2.73 (s, 3 H, 4-H), 3.89 (s, 3 H,
13-H), 3.94 (m, 1H, 5-H), 4.55 (dd, 2Jgag, = 11.0 Hz, *Jgas5= 9.2 Hz, 1 H, 8-H,), 4.65
(dd, 2Jgpga= 11.1 Hz, 3Jgp5= 3.7 Hz, 1 H, 8-Hp), 7.59 (s, 1 H, 10-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): 6= 19.5 (g, C-7), 19.8 (g, C-7*), 27.2 (d, C-6), 28.4 (q,
C-1), 29.6 (g, C-4), 52.2 (g, C-13), 60.0 (d, C-5), 71.0 (t, C-8), 79.3 (s, C-2), 120.7 (d,
C-10), 140.6 (s, C-11), 156.1 (s, C-3), 161.5 (s, C-12), 173.5 (s, C-9).
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5= 1.44 (s, 9 H, 1-H), 2.77 (s, 3 H, 4-H), 4.16 (m, 1 H,
5-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 19.9 (q, C-7), 20.0 (g, C-7"), 27.6 (d, C-6), 60.8 (d,
C-5), 71.3 (t, C-8), 79.6 (s, C-2), 156.3 (s, C-3), 161.6 (s, C-12), 173.7 (s, C-9).

Optische Drehung: [0]*°p = =37.1°(c = 1.3, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C16H27N20O5S [M'*'H]Jr 359.1640 359.1650

Elementaranalyse:

C16H26N205S ber. C 53.61 H7.31 N 7.82
(358.45) gef. C 53.07 H 7.07 N 7.67

3-((R)-3-((2S,3S)-2-(Benzyloxycarbonylamino)- N,3-dimethylpentanamido)-4-
methylpentyl)benzoesduremethylester (48)

Gemall AAV 6 wurden 357 mg (1.02 mmol) 30 mit 2.50 ml (10.0 mmol) HCI in
Dioxan (4 M) entschitzt und anschlielRend mit 320 mg (1.21 mmol) Cbz-geschutztem
(S,S)-Isoleucin, 310 mg (1.13 mmol) BEP und 520 pl (3.06 mmol) DIPEA nach
AAV 2 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und séulenchromatographischer Reinigung
(Kieselgel, Hexan/EE = 7:3) wurde Dipeptid 48 (472 mg, 0.95 mmol, 92%) als
farbloses Ol erhalten.

[DC: Hexan/EE = 7:3, R¢(48) = 0.25]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6= 0.77 (d, ®J1312= 6.6 Hz, 3 H, 13-H), 0.89 (t, J1515=
7.40 Hz, 3 H, 19-H), 0.94 (d, *Ji13.1o= 6.5 Hz, 3 H, 13'-H), 1.01 (d, 3J,017 = 6.7 Hz,
3 H, 20-H), 1.15 (m, 1 H, 18-H,), 1.52-1.72 (sh, 3 H, 10-H,, 12-H, 18-Hy), 1.80 (m,
1 H, 17-H), 1.94 (m, 1 H, 10-Hp), 2.50 (m, 2 H, 9-H), 2.98 (s, 3 H, 14-H), 3.90 (s, 3 H,
1-H), 4.34 (m, 1 H, 11-H), 4.58 (dd, *Jinn= 9.3 Hz, %J1617= 6.8 Hz, 1 H, 16-H), 5.09
(m, 2 H, 22-H), 5.51 (d, 316 = 9.4 Hz, 1 H, NH), 7.25-7.34 (sh, 7 H, 5-H, 6-H,
24-H, 25-H, 26-H), 7.83 (s, 1 H, 8-H), 7.86 (m, 1 H, 4-H).
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13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.2 (g, C-19), 16.0 (g, C-20), 19.5 (g, C-13), 20.0
(q, C-13'), 23.8 (t, C-18), 29.2 (g, C-14), 30.2 (d, C-12), 31.4 (t, C-10), 32.7 (t, C-9),
37.5 (d, C-17), 52.0 (g, C-1), 55.8 (d, C-16), 59.3 (d, C-11), 66.7 (t, C-22), 127.2 (d,
C-4), 127.8, 128.0, 128.4, 128.5 (4 d, C-5, C-24, C-25, C-26), 129.1 (d, C-8), 130.3
(s, C-3), 132.9 (d, C-6), 136.4 (s, C-23), 142.2 (s, C-7), 156.4 (s, C-21), 167.1 (s,
C-2), 173.1 (s, C-15).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): &= 1.04 (d, 330,17 = 6.6 Hz, 3 H, 20-H), 1.87 (m, 1 H,
17-H), 2.01 (m, 1 H, 10-H), 2.35 (dt, 2Jgasp= 13.2 Hz, 3Jg.10= 4.3 Hz, 1 H, 9-Hy), 2.91
(s, 3 H, 14-H), 3.60 (m, 1 H, 11-H), 3.89 (s, 3 H, 1 H), 4.67 (dd, 3Jisnm = 9.7 Hz,
3316.17= 6.4 Hz, 1 H, 16-H), 7.80 (s, 1 H, 8-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.3 (g, C-19), 16.1 (g, C-20), 20.3 (g, C-13), 20.5
(q, C-13'), 23.6 (t, C-18), 27.2 (g, C-14), 38.0 (d, C-17), 55.2 (d, C-16), 63.1 (d, C-11),
66.8 (t, C-22), 132.9 (d, C-6), 136.3 (s, C-23), 141.9 (s, C-7), 156.1 (s, C-21), 167.1
(s, C-2), 172.8 (s, C-15).

Optische Drehung: [0]*p = —15.6°(c = 1.4, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
Co9H41N5Os5 [M+H]+ 497.3015 497.3005

3-((S)-2-((2S,3S)-2-(Benzyloxycarbonylamino)-  N,3-dimethylpentanamido)-3-
methylbutoxy)benzoesauremethylester (49)

Gemall AAV 6 wurden 512 mg (1.48 mmol) 34 mit 3.80 ml (15.0 mmol) HCI in
Dioxan (4 M) entschitzt und anschliel3end mit 429 mg (1.62 mmol) Cbz-geschutztem
(S,S)-Isoleucin, 448 mg (1.64 mmol) BEP und 750 pl (4.41 mmol) DIPEA nach
AAV 2 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und séulenchromatographischer Reinigung
(Kieselgel, Hexan/EE = 7:3) wurde Dipeptid 49 (693 mg, 1.39 mmol, 94%) als
farbloses Ol erhalten.

[DC: Hexan/EE = 7:3, R{(49) = 0.21]

122



Experimenteller Tell

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.84-0.90 (sh, 6 H, 12-H, 18-H), 0.98 (d, 3J1g16 =
6.7 Hz, 3 H, 19-H), 1.01 (d, 3Ji.11 = 6.9 Hz, 3 H, 12"-H), 1.15 (m, 1 H, 17-H,), 1.60
(m, 1 H, 17-Hy), 1.77 (m, 1 H, 16-H), 2.03 (m, 1 H, 11-H), 3.06 (s, 3 H, 13-H), 3.90 (s,
3 H, 1-H), 4.10 (m, 2 H, 9-H), 4.56 (dd, 3Ji5nn = 9.0 Hz, 3J15.16 = 7.5 Hz, 1 H, 15-H),
4.65 (bs, 1 H, 10-H), 5.09 (s, 2 H, 21-H), 5.51 (d, 3Jnns = 9.3 Hz, 1 H, NH), 7.03 (dd,
3365 = 8.3 Hz, “Js4 = 2.0 Hz, 1 H, 6-H), 7.27-7.34 (sh, 6 H, 5-H, 23-H, 24-H, 25-H),
7.51 (s, 1 H, 8-H), 7.63 (d, 3Js5= 7.8 Hz, 1 H, 4-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.2 (g, C-18), 15.5 (g, C-19), 19.5 (g, C-12), 19.8
(q, C-12"), 24.0 (t, C-17), 27.0 (d, C-11), 30.5 (g, C-13), 37.7 (d, C-16), 52.1 (q, C-1),
55.5 (d, C-15), 58.3 (d, C-10), 66.7 (d, C-21), 67.0 (t, C-9), 114.5 (d, C-8), 119.7 (d,
C-6), 122.3 (d, C-4), 127.8, 127.9, 128.4 (3d, C-23, C-24, C-25), 129.4 (d, C-5),
131.5 (s, C-3), 136.4 (s, C-22), 156.4 (s, C-20), 158.5 (s, C-7), 166.7 (s, C-2), 173.2
(s, C-14).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.01 (d, 3J1511 = 6.9 Hz, 3 H, 12-H), 1.12 (d, 3J1.11 =
6.6 Hz, 3 H, 12’-H), 1.86 (m, 1 H, 16-H), 2.82 (s, 3 H, 13-H), 3.87 (s, 3 H, 1-H), 3.94—
4.01 (sh, 3 H, 9-H, 10-H), 4.78 (dd, 3J1sn = 9.4 Hz, 3J1516 = 6.3 Hz, 1 H, 15-H), 5.00
(d, 2212210 = 12.3 Hz, 1 H, 21-H,), 5.60 (d, %Jnn1s = 9.5 Hz, 1 H, NH), 7.00 (m, 1 H,
6-H), 7.20 (dd, Js6=3J5,= 8.0 Hz, 1 H, 5-H), 7.48 (s, 1 H, 8-H), 7.61 (m, 1 H, 4-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.4 (g, C-18), 16.1 (g, C-19), 20.2 (q, C-12), 23.6
(t, C-17), 37.9 (d, C-16), 37.9 (d, C-16’), 52.1 (g, C-1), 62.1 (d, C-10), 66.6 (d, C-21),
114.0 (d, C-8), 120.3 (d, C-6), 122.3 (d, C-4), 127.9, 128.0, 128.4 (3 d, C-23, C-24,
C-25), 129.4 (d, C-5), 131.2 (s, C-3), 156.2 (s, C-20), 158.3 (s, C-7), 173.4 (s, C-14).

Optische Drehung: [0]*°p = =38.0°(c = 1.3, CHCl 5)

HRMS (CI) berechnet gefunden
CogH3gN>Og [M+H]+ 499.2808 499.2804

3-((R)-3-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-(3-phenylpropanoyl)piperidin-2-carbox-
amido)pentanamido)-4-methylpentyl)benzoesauremethyl ester (50)

Gemall AAV 7 wurden 214 mg (0.43 mmol) Dipeptid 48 mit 24 mg Pd/C (10%)
entschitzt und anschlielend mit 125 mg (0.43 mmol) Cbz-geschutzter (R)-Pipecolin-
saure, 53 pl (0.48 mmol) NMM und 63 pl (0.47 mmol) IBCF nach AAV 1 umgesetzt.
Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE
= 6:4) wurde Tripeptid 50 (230 mg, 0.38 mmol, 88%) als farbloses Harz erhalten.

[DC: Hexan/EE = 6:4, R¢(50) = 0.22]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 0.76 (d, 3Ji3.12 = 6.6 Hz, 3 H, 13-H), 0.85 (bs, 3 H,
19-H), 0.94 (d, Ji13.12 = 6.5 Hz, 3 H, 13-H), 0.97 (bs, 3 H, 20-H), 1.09 (m, 1 H,
18-Ha), 1.25-1.71 (sh, 8 H, 10-Ha, 12-H, 18-Hp, 23-Hay, 24-H, 25-H), 1.81 (m, 1 H,
17-H), 1.95 (M, 1 H, 10-Hy), 2.31 (M, 2 H, 23-Heg), 2.49 (M, 2 H, 9-H), 2.89 (bs, 1 H,
26-Hay), 3.01 (s, 3 H, 14-H), 3.90 (s, 3 H, 1-H), 4.08 (bs, 1 H, 26-Heg), 3.34 (m, 1 H,
11-H), 4.84 (dd, 3Jignn = 8.7 Hz, 331617 = 7.9 Hz, 1 H, 16-H), 4.91 (bs, 1 H, 22-H),
5.17 (m, 2 H, 28-H), 6.70 (bs, 1 H, NH), 7.27-7.40 (sh, 7 H, 5-H, 6-H, 30-H, 31-H,
32-H), 7.82 (s, 1 H, 8-H), 7.87 (m, 1 H, 4-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.1 (g, C-19), 15.9 (g, C-20), 19.6 (g, C-13), 20.0
(q, C'-13), 20.4 (t, C-25), 24.1 (t, C-18), 24.8 (t, C-24), 25.6 (t, C-23), 29.2 (g, C-14),
30.2 (d, C-12), 31.4 (t, C-10), 32.8 (t, C-9), 37.2 (d, C-17), 42.3 (t, C-26), 52.1 (q,
C-1), 53.7 (d, C-16), 55.0 (d, C-22), 59.3 (d, C-11), 67.6 (t, C-28), 127.3 (d, C-4),
127.8, 128.0, 128.5 (4 d, C-5, C-30, C-31, C-32), 129.1 (d, C-8), 130.3 (s, C-3), 132.9
(d, C-6), 136.4 (s, C-29), 142.2 (s, C-7), 156.4 (s, C-21), 167.2 (s, C-2), 170.5 (s,
C-21), 173.1 (s, C-15).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): d= 1.04 (d, 3Jx017 = 6.5 Hz, 3 H, 20-H), 2.01 (m, 1 H,
10-Hp), 2.26 (M, 1 H, 23-Heg), 2.64 (M, 2 H, 9-H), 2.81 (s, 3 H, 14-H), 2.63 (m, 1 H,
11-H), 3.88 (s, 3 H, 1-H), 4.20 (bs, 1 H, 26-He), 4.34 (m, 1 H, 11-H), 5.05-5.07 (sh,
2 H, 16-H, 28-H,), 6.58 (bs, 1 H, NH).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.3 (g, C-19), 16.2 (g, C-20), 20.3 (g, C-13), 20.6
(t, C-25), 23.6 (t, C-18), 24.6 (t, C-24), 26.1 (t, C-23), 27.3 (g, C-14), 31.3 (d, C-12),
32.2 (t, C-10), 33.2 (t, C-9), 38.2 (d, C-17), 52.0 (g, C-1), 53.0 (d, C-16), 55.4 (d,
C-22), 63.3 (d, C-11), 67.5 (t, C-28), 155.5 (s, C-21).

Optische Drehung: [a]*p = =7.2°(c = 1.0, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden
C3s5Hs0N3O06 [M+H]* 608.3699 608.3729
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3-((S)-2-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-(3-phenylpropanoyl)piperidin-2-carbox-
amido)pentanamido)-3-methylbutoxy)benzoesauremethyl ester (51)

Gemall AAV 7 wurden 629 mg (1.26 mmol) Dipeptid 49 mit 60 mg Pd/C (10%)
entschitzt und anschlielend mit 366 mg (1.39 mmol) Cbz-geschutzter (R)-Pipecolin-
saure, 155 pl (1.41 mmol) NMM und 185 pul (1.39 mmol) IBCF nach AAV 1 umge-
setzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel,
Hexan/EE = 7:3) wurde Tripeptid 51 (680 mg, 1.12 mmol, 89%) als weil3er Feststoff
mit einem Schmelzpunkt von 38—-40C erhalten.

[DC: Hexan/EE = 7:3, Ry(51) = 0.13]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): J= 0.79-0.88 (sh, 6 H, 12-H, 18-H), 0.95 (d, 3J1g16 =
5.5 Hz, 3 H, 19-H), 1.04 (d, 3J1».11 = 6.5 Hz, 3 H, 12-H), 1.09 (m, 1 H, 17-H,), 1.26—
1.44 (sh, 2 H, 23-Hax, 24-Ha), 1.45-1.66 (sh, 4 H, 17-Hy, 22-Hay, 23-Heq, 24-Heg),
1.80 (m, 1 H, 16-H), 2.00 (m, 1 H, 11-H), 2.30 (M, 1 H, 22-Heg), 2.88 (M, 1 H, 25-Hyy),
3.09 (s, 3 H, 13-H), 3.91 (s, 3 H, 1-H), 4.02-4.12 (sh, 3 H, 9-H, 25-H), 4.67 (bs, 1 H,
10-H), 4.80 (dd, 3Jisnn = 331516 = 8.5 Hz, 1 H, 15-H), 4.91 (bs, 1 H, 21-H), 5.17 (m,
2 H, 27-H), 6.59 (bs, 1 H, NH), 7.02 (dd, 3Js5 = 8.1 Hz, *Js4= 1.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.25—
7.40 (sh, 6 H, 5-H, 29-H, 30-H, 31-H), 7.50 (s, 1 H, 8-H), 7.63 (d, ®J,6 = 7.8 Hz, 1 H,
4-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 11.0 (g, C-18), 15.4 (g, C-19), 19.5 (g, C-12), 19.8
(g, C-127), 20.4 (t, C-23), 24.4 (t, C-17), 24.8 (t, C-24), 25.7 (t, C-22), 26.7 (d, C-11),
27.3 (g, C-13), 37.2 (d, C-16), 42.3 (t, C-25), 52.1 (g, C-1), 53.5 (d, C-15), 55.0
(C-21), 58.3(d, C-10), 66.9 (t, C-9), 67.6 (t, C-27), 114.4 (d, C-8), 119.7 (d, C-6),
122.3 (d, C-4), 127.8, 128.0, 128.5 (3 d, C-29, C-30, C-31), 129.4 (d, C-5), 131.5 (s,
C-3), 136.4 (s, C-28), 156.4 (s, C-26), 158.5 (s, C-7), 166.8 (s, C-2), 170.6 (s, C-20),
173.3 (s, C-14).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 0= 1.01 (d, 3J111 = 6.7 Hz, 3 H, 12-H), 1.11 (d, 3315’11 =
6.5 Hz, 3 H, 12"-H), 2.11 (m, 1 H, 11-H), 2.36 (M, 1 H, 22-He), 2.85 (s, 3 H, 13-H),
2.98 (m, 1 H, 25-Hy), 3.89 (s, 3 H, 1-H), 4.20 (bs, 1 H, 25-Heg), 6.77 (d, *Inmaz =
9.2 Hz, 1 H, NH), 7.10 (m, 1 H, 6-H), 7.48 (s, 1 H, 8-H), 7.61 (m, 1 H, 4-H).
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13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.4 (g, C-18), 16.1 (g, C-19), 20.1 (g, C-12), 20.3
(q, C-12"), 26.1 (t, C-22), 30.5 (g, C-13), 37.7 (d, C-16), 52.1 (q, C-1), 55.4 (C-21),
62.1 (d, C-10), 67.2 (t, C-9), 67.5 (t, C-27), 113.0 (d, C-8), 120.7 (d, C-6), 122.6 (d,
C-4), 131.3 (s, C-3), 158.4 (s, C-7), 170.1 (s, C-20).

Optical rotation: [0]*% = =7.2°(c = 1.0, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden
Ca4H48N307 [M+H]+ 610.3492 610.3454

3-((R)-3-((2S,3S)-2-((R)-1-(Benzyloxycarbonyl)piperidin-2-carboxamido)- N, 3-di-
methylpentanamido)-4-methylpentyl)benzoesaure (52)

Gemald AAV 5 wurden 405 mg (0.67 mmol) Tripeptid 50 mit 1.00 ml (1.00 mmol) 1 M
NaOH-L6sung bei 60T entschitzt (MeOH, 4 h). Nach d er Aufarbeitung (angeséauert
mit 1 M HCI) wurde die S&ure 52 (394 mg, 0.66 mmol, 99%) als weil3er Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 66—68<T erhalten.

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5= 0.76 (d, 3J2201 = 6.4 Hz, 3 H, 22-H), 0.85 (m, 3 H,
17-H), 0.93 (d, 33221 = 6.6 Hz, 3 H, 22-H), 0.98 (m, 3 H, 15-H), 1.10 (m, 1 H, 16-Hy),
1.30-1.45 (sh, 2 H, 8-Hay, 9-Hay), 1.47-1.75 (sh, 6 H, 8-Heq, 9-Heq, 10-Ha, 16-H,
21-H, 23-H,), 1.83-1.99 (sh, 2 H, 14-H, 23-Hp), 2.33 (M, 1 H, 10-Heg), 2.54 (m, 2 H,
24-H), 2.89 (M, 1 H, 7-Hg), 3.05 (s, 3 H, 19-H), 4.09 (m, 1 H, 7-Heg), 4.36 (M, 1 H,
20-H), 4.87 (dd, 3Jiznn = 3J1s14= 8.6 Hz, 1 H, 13-H), 4.94 (m, 1 H, 11-H), 5.13 (d,
2Jsasb= 12.4 Hz, 1 H, 5-Hy), 5.13 (d, 2Jsp5a= 12.4 Hz, 1 H, 5-Hy), 7.03 (m, 1 H, NH),
7.27-7.41 (sh, 7 H, 1-H, 2-H, 3-H, 26-H, 27-H), 7.89-7.96 (sh, 2 H, 28-H, 30-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 10.8 (g, C-17), 15.8 (g, C-15), 19.5 (g, C-22), 19.9
(q, C-22"), 20.4 (t, C-8), 24.4 (t, C-186), 24.4 (t, C-9), 25.9 (t, C-10), 29.4 (g, C-19),
30.2 (d, C-21), 31.5 (t, C-23), 32.8 (t, C-24), 36.6 (d, C-14), 41.9 (t, C-7), 53.8 (d,
C-13), 55.1 (d, C-11), 59.5 (d, C-20), 67.5 (t, C-5), 127.6, 127.7, 128.4, 128.5 (5 d,
C-1, C-2, C-3, C-27, C-28), 129.6 (d, C-30), 130.1 (d, C-29), 133.3 (d, C-26), 136.5
(s, C-4), 142.0 (s, C-25), 155.5 (s, C-6), 170.3 (s, C-31), 170.9 (s, C-12), 173.9 (s,
C-18).
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): &= 1.05 (d, 3Jis14 = 6.5 Hz, 3 H, 15-H), 2.83 (s, 3 H,
19-H), 4.17 (m, 1 H, 7-Heg).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.2 (g, C-17), 16.1 (g, C-15), 20.2 (q, C-22), 20.7
(q, C-22Y), 23.7 (t, C-16), 26.4 (t, C-10), 27.5 (g, C-19), 31.4 (t, C-23), 33.2 (t, C-24),
36.6 (d, C-14), 42.3 (t, C-7), 53.0 (d, C-13), 55.4 (d, C-11), 63.4 (d, C-20), 65.2 (t,
C-5), 156.3 (s, C-6).

Optische Drehung: [0]*p = +4.2°(c = 0.9, CHCI 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C34H4gN30g [M+H]+ 594.3543 594.3555

Elementaranalyse:

Ca4H47N30g ber. C 68.78 H 7.98 N 7.08
(593.75) gef. C 68.16 H 8.21 N 6.93

3-((S)-2-((2S,35)-2-((R)-1-(Benzyloxycarbonyl)piperidin-2-carboxamido)-  N,3-di-
methylpentanamido)-3-methylbutoxy)benzoeséaure (53)

Gemall AAV 5 wurden 610mg (1.00 mmol) Tripeptid 51 mit 1.50 ml
(.50 mmol) 1 M NaOH-Losung bei 70C entschitzt (M eOH, 4 h). Nach der Auf-
arbeitung (angesauert mit 1 M HCI) wurde die Saure 53 (590 mg, 0.99 mmol, 99%)
als weilRer Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 68—70C erhalten.

29 0
24 23 28
© 30°OH
25 27

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.80-0.90 (sh, 6 H, 17-H, 22-H), 0.99 (d, 3J;514 =
6.5 Hz, 3 H, 15-H), 1.06 (d, 3J22.21 = 6.5 Hz, 3 H, 22-H), 1.15 (m, 1 H, 16-Ha), 1.30—
1.48 (sh, 2 H, 8-Hay, 9-Hay), 1.50-1.70 (sh, 4 H, 8-Heq, 9-Heq, 10-Hay, 16-Hp), 1.86—
2.04 (sh, 2 H, 14-H, 21-H), 2.34 (m, 1 H, 10-Heg), 2.92 (M, 1 H, 7-Hyy), 3.16 (s, 19-H),
4.03-4.17 (sh, 3 H, 7-Heq, 23-H), 4.74 (m, 1 H, 20-H), 4.85 (dd, 3Jiznn = 2J1314 =
8.9 Hz, 1 H, 13-H), 4.96 (m, 1 H, 11-H), 5.12 (m, 1 H, 5-Ha), 5.23 (d, 2Jsp5a = 12.4 Hz,
1 H, 5-Hy), 7.07 (dd, 3Jas26 = 8.1 Hz, “Jos 26 = 2.0 Hz, 1 H, 25-H), 7.24-7.40 (sh, 7 H,
1-H, 2-H, 3-H, 26-H, NH), 7.61 (s, 1 H, 29-H), 7.72 (d, 33726 = 7.7 Hz, 1 H, 27-H),
10.01 (bs, 1 H, OH).

127



Experimenteller Tell

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 10.8 (g, C-17), 15.3 (g, C-15), 19.4 (g, C-22), 19.8
(q, C-22"), 20.5 (t, C-9), 24.6 (t, C-16), 24.9 (t, C-8), 25.9 (t, C-10), 26.8 (d, C-21),
30.5 (g, C-19), 36.7 (d, C-14), 42.0 (t, C-7), 53.7 (d, C-13), 54.9 (d, C-11), 58.3 (d,
C-20), 66.8 (t, C-23), 67.4 (t, C-5), 114.7 (d, C-29), 120.3 (d, C-25), 122.9 (d, C-27),
127.6, 127.9, 128.4 (3 d, C-1, C-2, C-3), 129.4 (d, C-26), 131.3 (s, C-4), 155.5 (s,
C-6), 158.3 (s, C-24), 170.0 (s, C-30), 171.0 (s, C-12), 174.2 (s, C-18).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5= 1.12 (d, 3J2221= 6.5 Hz), 2.40 (M, 1 H, 10-Heg), 2.88
(s, 3 H, 19-H), 7.68 (d, 3Ja726 = 7.9 Hz, 1 H, 27-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.3 (g, C-17), 16.1 (q, C-15), 20.1 (q, C-22), 26.4
(t, C-10), 28.3 (g, C-19), 36.6 (d, C-14), 42.3 (t, C-7), 53.6 (d, C-13), 55.4 (d, C-11),
62.2 (d, C-20), 156.4 (s, C-6), 158.4 (s, C-24), 170.5 (s, C-30), 171.2 (s, C-12), 173.4
(s, C-18).

Optische Drehung: [0]%p = +4.2°(c = 0.9, CHCI 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

Ca3H4sN307 [M+H]+ 596.3336 596.3349

Elementaranalyse:

Ca3zHis5N307 ber. C 66.53 H7.61 N 7.05
(595.72) gef. C 65.77 H 7.45 N 6.72

(R)-2-((2S,39)-1-(((R)-1-(3-((2R,4S)-5-Methoxy-4-methyl-5-0x0-1-phenylpentan-2-
ylcarbamoyl)phenyl)-4-methylpentan-3-yl)(methyl)ami no)-3-methyl-1-oxopen-
tan-2-ylcarbamoyl)piperidin-1-carbonsaurebenzyleste r (54)

Gemall AAV 1 wurden 169 mg (0.28 mmol) Saure 52 mit 78 mg (0.30 mmol)
Tubuphenylalaninmethylester-Hydrochlorid®?, 78 pl (0.71 mmol) NMM und 39 pl
(0.30 mmol) IBCF umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer

Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 1:1) wurde Tetrapeptid 54 (165 mg, 0.21 mmol,
74%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 59-61<C erhalten.

[DC: Hexan/EE = 1:1, R¢(54) = 0.23]

39
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5= 0.74 (d, 33221 = 6.6 Hz, 3 H, 22-H), 0.84 (m, 3 H,
28-H), 0.89 (d, 332221 = 6.5 Hz, 3 H, 22"-H), 0.93-1.03 (sh, 4 H, 27-H,, 29-H), 1.16 (d,
3335 = 7.1 Hz, 3 H, 3-H), 1.28-1.48 (sh, 2 H, 33-Hay, 34-Hay), 1.48-1.76 (sh, 7 H,
4-Ha, 19-H,, 21-H, 27-Hp, 32-Hay, 33-Heq, 34-Heg), 1.76-1.92 (sh, 2 H, 19-Hy, 26-H),
1.98 (M, 1 H, 4-Hp), 2.27 (M, 1 H, 32-Heg), 2.50 (m, 1 H, 18-H), 2.64 (m, 1 H, 2-H),
2.88 (dd, 2Jsae = 13.6 Hz, 3Jas=6.8 Hz, 3 H, 1 H, 6-H,), 2.82-3.08 (sh, 6-Hy, 23-H,
35-Hay), 3.60 (s, 3 H, 42-H), 4.06 (M, 1 H, 35-Heg), 4.31 (M, 1-H, 20-H), 4.41 (m, 1 H,
5-H), 4.76—-4.91 (sh, 2 H, 25-H, 31-H), 5.11 (d, 2Ja7asm = 12.5 Hz, 1 H, 37-Hy), 5.18
(d, 3Ja7p.37a = 12.5 Hz, 1 H, 37-Hy), 6.41 (bs, 1 H, NH), 6.78 (bs, 1 H, NH), 7.18-7.36
(sh, 12 H, 8-H, 9-H, 10-H, 14-H, 15-H, 39-H, 40-H, 41-H), 7.46 (m, 1 H, 13-H), 7.58
(m, 1 H, 17-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.0 (g, C-28), 15.8 (q, C-29), 17.3 (g, C-3), 19.5
(C-22), 19.9 (q, C-22"), 20.2 (t, C-33), 24.2 (t, C-27), 24.6 (t, C-34), 25.9 (t, C-32),
29.4 (g, C-23), 30.2 (d, C-21), 31.3 (t, C-19), 32.6 (t, C-18), 36.4 (d, C-2), 37.0, 37.1
(d, t, C-4, C-26), 40.7 (t, C-6), 42.2 (t, C-35), 49.0 (d, C-5), 51.8 (q, C-42), 53.8 (d,
C-25), 54.9 (d, C-31), 58.9 (d, C-20), 67.7 (t, C-37), 124.1 (d, C-13), 126.5, 127.8,
127.7, 128.0, 128.3, 128.4, 128.6, 129.4 (s, 8 d, C-8, C-9, C-10, C-12, C-14, C-17,
C-39, C-40, C-41), 131.4 (s, C-15), 136.2 (s, C-38), 137.7 (s, C-7), 142.1 (s, C-16),
155.6 (s, C-36), 167.0 (s, C-11), 170.4 (s, C-30), 173.5 (s, C-24), 177.0 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): &= 1.02 (d, 3J211 = 6.5 Hz, 3 H, 22-H), 2.78 (s, 3 H,
23-H), 3.57 (m, 1 H, 20-H), 4.20 (M, 1 H, 35-He), 4.97-5.05 (sh, 3 H, 25-H, 37-H),
7.50-7.52 (sh, 2 H, 13-H, 17-H).

13C-NMR (CDClz, 100 MHz): 6= 11.2 (q, C-28), 16.2 (q, C-29), 17.5 (g, C-3), 20.3
(C-22), 20.5 (g, C-22'), 27.4 (q, C-23), 31.3 (d, C-21), 32.0 (t, C-19), 32.9 (t, C-18),
63.2 (d, C-20), 67.5 (t, C-37), 137.9 (s, C-7), 141.7 (s, C-16), 155.5 (s, C-36), 176.9
(s, C-1).

Optische Drehung: [0]*’p = +23.1°(c = 0.9, CHCl 5)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
C47HesN4O7 [M+2H]* 798.4931 798.4973
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(R)-2-((2S,39)-1-(((S)-1-(3-((2R,4S)-5-Methoxy-4-methyl-5-ox0-1-phenylpentan-2-
ylcarbamoyl)phenoxy)-3-methylbutan-2-yl)(methyl)ami no)-3-methyl-1-oxopen-
tan-2-ylcarbamoyl)piperidin-1-carbonsaurebenzyleste r (55)

Nach AAV 1 wurden 395 mg (0.66 mmol) Saure 53 mit 190 mg (0.74 mmol) Tubu-
phenylalaninmethylester-Hydrochlorid®, 175pul (1.59 mmol) NMM und 92 pl
(0.69 mmol) IBCF umgesetzt. Nach Aufarbeitung und sdulenchromatographischer
Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 1:1) wurde Tetrapeptid 55 (366 mg, 0.46 mmol,
74%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 58—60<C erhalten.

[DC: Hexan/EE = 1:1, R¢(55) = 0.20]

40

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): J= 0.78-0.88 (sh, 6 H, 21-H, 27-H), 0.94 (d, 3J,525 =
6.5 Hz, 3 H, 28-H), 1.04 (d, 3J1.20 = 6.5 Hz, 3 H, 21*-H), 1.10 (m, 1 H, 26-H,), 1.18
(d, 3332 = 7.15 Hz, 3 H, 3-H), 1.32-1.45 (sh, 2 H, 32-Hay, 33-Hay), 1.45-1.65 (sh, 4 H,
26-Hp, 31-Hax, 32-Heq, 33-Heq), 1.69 (ddd, 2Jaaap = 14.2 Hz, )42 = 9.7 Hz, %J45 =
4.2 Hz, 1 H, 4-Hy), 1.81 (m, 1 H, 25-H,), 1.93-2.05 (sh, 2 H, 4-Hp, 20-H), 2.28 (m,
1 H, 31-Heg), 2.66 (M, 1 H, 2-H), 2.89 (dd, *Jeaeb = 13.8 Hz, *Jeas= 6.8 Hz, 1 H, 6-H,),
2.93 (m, 1 H, 34-Hy,), 2.98 (dd, 2Jepea = 13.6 Hz, *Jsp5= 5.9 Hz, 1 H, 6-Hp), 3.08 (s,
3 H, 22-H), 3.63 (s, 3 H, 41-H), 4.00-4.25 (sh, 3 H, 18-H, 34-He), 4.41 (m, 1 H, 5-H),
4.69 (m, 1 H, 19-H), 4.78 (m, 1 H, 24-H), 4.87 (m, 1 H, 30-H), 5.15 (d, 2Jssa3ep =
12.6 Hz, 1 H, 36-Ha), 5.20 (d, 2Jagp36a = 12.5 Hz, 1 H, 36-Hp), 6.23 (bs, 1 H, NH), 6.79
(bs, 1 H, NH), 6.94 (d, *Ji514 = 7.8 Hz, 1 H, 15-H), 7.16 (d, 3J1314 = 7.7 Hz, 1 H,
13-H), 7.19-7.26 (sh, 3 H, 8-H, 10-H), 7.27-7.38 (sh, 9 H, 9-H, 14-H, 17-H, 38-H,
39-H, 40-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d=11.0 (g, C-27), 15.4 (g, C-28), 17.3 (g, C-3), 19.4 (q,
C-21), 19.7 (g, C-21"), 20.3 (t, C-32), 24.4 (1, C-26), 24.6 (t, C-33), 25.8 (t, C-31), 26.8
(d, C-20), 30.4 (d, C-20), 30.4 (d, C-2), 37.0 (t, C-4), 37.1 (d, C-25), 40.7 (t, C-6),
42.3 (t, C-34), 49.0 (d, C-5), 51.8 (g, C-41), 53.7 (d, C-24), 54.9 (d, C-30), 58.2 (d,
C-19), 66.5 (t, C-18), 67.7 (t, C-36), 112.6 (d, C-17), 118.4 (d, C-15), 118.7 (d, C-13),
126.5, 127.8, 128.0, 128.4, 128.5, 129.4, 129.5 (7 d, C-8, C-9, C-10, C-14, C-38,
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C-39, C-40), 136.0 (s, C-12), 136.3 (s, C-37), 137.6 (s, C-7), 156.6 (s, C-35), 158.7
(s, C-16), 166.5 (s, C-11), 170.2 (s, C-29), 173.5 (s, C-23), 177.0 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 1.01 (d, 3J120= 6.7 Hz, 3 H, 21-H), 1.11 (d, 3J1: 2 =
6.4 Hz, 3 H, 21-H), 2.09 (m, 1 H, 20-H), 2.84 (s, 3 H, 22-H), 3.61 (s, 3 H, 41-H), 3.89
(m, 1 H, 19-H), 6.55 (bs, 1 H, NH), 7.01 (m, 1 H, 15-H).

13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): J= 11.4 (g, C-27), 16.1 (g, C-28), 17.4 (q, C-3), 20.0 (q,
C-21), 26.1 (t, C-31), 36.4 (d, C-20), 40.8 (t, C-6), 42.0 (t, C-34), 49.1 (d, C-5), 51.7
(q, C-41), 55.4 (d, C-30), 62.3 (d, C-19), 67.5 (t, C-36), 137.8 (s, C-7), 155.4 (s,
C-35), 158.6 (s, C-16), 166.5 (s, C-11), 173.0 (s, C-23), 176.9 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]?% = +1.2°(c = 1.4, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
C39Hs5N407 [M—C,H-O]" 691.4071 691.4100

(2S,4R)-4-(3-((R)-3-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-methylpiperidin-2-carbox-
amido)pentanamido)-4-methylpentyl)benzamido)-2-meth  yI-5-phenylpentan-
sauremethylester (56)

Gemald AAV 7 wurden 253 mg (0.32 mmol) Tetrapeptid 54 mit 27 mg Pd/C (10%)
entschitzt und anschlieRend mit 29 mg (0.32 mmol) Paraformaldehyd und 22 mg
(0.32 mmol) Natriumcyanoborhydrid nach AAV 10 umgesetzt. Nach Aufarbeitung
und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 97:3, 95:5)
wurde 56 (168 mg, 0.25 mmol, 78%) als weilRer Feststoff mit einem Schmelzpunkt
von 45-47< erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 95:5, Ry(56) = 0.26]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.73 (d, %J2221 = 6.6 Hz, 3 H, 22-H), 0.86 (d, 3J2» 21 =
6.4 Hz, 3 H, 22"-H), 0.89 (t, ®J2527 = 7.4 Hz, 3 H, 28-H), 0.99 (d, 3J22¢ = 6.8 Hz, 3 H,
29-H), 1.16 (d, %Js2 = 7.2 Hz, 3 H, 3-H), 1.15-1.25 (sh, 2 H, 27-Ha, 33-Ha), 1.36 (m,
1 H, 32-Hay), 1.45-1.74 (sh, 7 H, 4-Ha, 19-Hg, 21-H, 27-Hp, 33-Heq, 34-H), 1.79-1.92
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(sh, 3 H, 19-Hy, 26-H, 32-Heg), 1.97-2.04 (sh, 2 H, 4-Hp, 35-H), 2.24 (s, 3 H, 36-H),
2.40-2.50 (M, 2 H, 18-Ha, 31-H), 2.55 (m, 1 H, 18-Hy), 2.65 (m, 1 H, 2-H), 2.84-2.93
(sh, 2 H, 6-Ha, 35-Heg), 2.95-3.04 (sh, 4 H, 6-Hy, 23-H), 3.60 (s, 3 H, 37-H), 4.28 (bs,
1 H, 20-H), 4.41 (m, 1 H, 5-H), 4.81 (dd, 332526 = 2Josnn = 8.9 Hz, 1 H, 25-H), 6.60 (d,
3Jwus = 8.2 Hz, 1 H, NH), 7.06 (d, *Jun2s = 9.5 Hz, 1 H, NH), 7.18-7.33 (sh, 7 H, 8-H,
9-H, 10-H, 14-H, 15-H), 7.51-7.56 (sh, 2 H, 13-H, 17-H).

13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): J= 10.9 (g, C-28), 15.9 (g, C-29), 17.6 (q, C-3), 19.6 (q,
C-22), 20.0 (q, C-22"), 23.2 (t, C-33), 24.7 (t, C-27), 25.1 (t, C-34), 29.5 (g, C-23),
30.2 (d, C-21), 30.4 (t, C-32), 31.4 (t, C-19), 32.6 (t, C-18), 36.4 (d, C-2), 37.2, 37.3
(d, t, C-4, C-26), 41.2 (t, C-6), 44.9 (q, C-36), 49.1 (d, C-5), 51.7 (g, C-37), 53.0 (d,
C-25), 55.4 (t, C-35), 68.4 (d, C-20), 69.6 (d, C-31), 124.6 (d, C-13), 126.4 (d, C-10),
127.1 (d, C-17), 128.6 (d, C-14), 128.4, 129.4 (2 d, C-8, C-9), 131.2 (d, C-15), 134.5
(s, C-12), 137.9 (s, C-7), 142.0 (s, C-16), 166.9 (s, C-11), 173.3 (s, C-30), 174.2 (s,
C-24), 176.9 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 0= 0.91-0.95 (sh, 6 H, 22-H, 29-H), 2.22 (s, 3 H, 36-H),
2.79 (s, 3 H, 23-H), 3.56 (m, 1 H, 20-H), 3.61 (s, 3 H, 37-H), 5.01 (dd, 3Jasnn =
9.7 Hz, 3356 = 5.6 Hz, 1 H, 25-H), 6.53 (d, *Juns = 8.4 Hz, 1 H, NH).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.4 (g, C-28), 16.5 (g, C-29), 20.3 (g, C-22), 20.6
(q, C-22"), 23.9 (t, C-33), 31.9 (t, C-19), 40.9 (t, C-6), 49.1 (q, C-36), 49.0 (d, C-5),
69.8 (d, C-31).

Optische Drehung: [0a]*p = +35.2°(c = 1.2, CHCl 5)

HRMS (CI) berechnet gefunden

CaoHe1N4Os5 [l\/|‘|'|‘|]+ 677.4643 677.4634

Elementaranalyse:

CaoHeoN4Os ber. C 70.97 H 8.93 N 8.28
(676.93) gef. C 70.10 H 8.67 N 7.92

(2S,4R)-4-(3-((S)-2-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-methylpiperidin-2-carbox-
amido)pentanamido)-3-methylbutoxy)benzamido)-2-meth  yl-5-phenylpentan-
sauremethylester (57)

Gemald AAV 7 wurden 282 mg (0.35 mmol) Tetrapeptid 57 mit 33 mg Pd/C (10%)
entschitzt und anschlieRend mit 31 mg (0.34 mmol) Paraformaldehyd und 24 mg
(0.38 mmol) Natriumcyanoborhydrid nach AAV 10 umgesetzt. Nach Aufarbeitung
und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 9:1) wurde 57
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(177 mg, 0.26 mmol, 76%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 56—
58T erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 9:1, Ry(57) = 0.29]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 0= 0.84 (d, 3J2120 = 6.6 Hz, 3 H, 21-H), 0.88 (t, 3J7.26 =
7.4 Hz, 3 H, 27-H), 0.96 (d, 33,525 = 6.7 Hz, 3 H, 28-H), 1.02 (d, 3J21.20 = 6.3 Hz, 3 H,
21-H), 1.17 (d, 333, = 7.2 Hz, 3 H, 3-H), 1.12-1.25 (sh, 2 H, 26-Ha, 32-Hay), 1.36 (m,
1 H, 31-Ha), 1.42-1.72 (sh, 5 H, 4-Ha, 26-Hp, 32-Heq, 33-H), 1.77 (M, 1 H, 31-He),
1.87 (m, 1 H, 25-H), 1.93-2.04 (sh, 3 H, 4-Hy, 20-H, 34-Hay), 2.21 (s, 3 H, 35-H), 2.45
(dd, 3J30,31eq = 10.7 Hz, 3J3031ax = 2.1 Hz, 1 H, 30-H), 2.65 (m, 1 H, 2-H), 2.86-2.91
(sh, 2 H, 6-Ha, 34-Heg), 2.97 (dd, 2Jepea = 13.7 Hz, *Jgp5= 5.9 Hz, 1 H, 6-Hp), 3.08 (s,
3 H, 22-H), 3.62 (s, 3 H, 36-H), 4.08 (m, 2 H, 18-H), 4.40 (m, 1 H, 5-H), 4.65 (bs, 1 H,
19-H), 4.74 (dd, 3Joann = 3Joaos= 9.0 Hz, 1 H, 24-H), 6.21 (d, %Jxns = 7.3 Hz, 1 H,
NH), 6.94 (dd, 3J1514 = 8.2 Hz, *J1513= 2.2 Hz, 1 H, 15-H), 7.01 (d, Jnn.24 = 9.3 Hz,
1 H, NH), 7.15-7.35 (sh, 8 H, 8-H, 9-H, 10-H, 13-H, 14-H, 17-H).

13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): J= 10.9 (g, C-27), 15.5 (g, C-28), 17.3 (q, C-3), 19.5 (q,
C-21), 19.8 (q, C-21"), 23.2 (t, C-34), 24.8 (t, C-26), 25.1 (t, C-33), 26.9 (d, C-20),
30.3 (t, C-31), 30.7 (q, C-22), 36.4 (d, C-2), 37.0 (t, C-4), 37.2 (d, C-25), 40.7 (t, C-6),
44.8 (g, C-35), 48.9 (d, C-59), 51.8 (g, C-36), 52.8 (d, C-24), 55.4 (t, C-34), 58.1 (d,
C-19), 67.1 (t, C-18), 69.7 (d, C-30), 112.5 (d, C-17), 118.3 (d, C-15), 118.7 (d, C-13),
126.5 (d, C-10), 128.4, 129.4 (2 d, C-8, C-9), 129.5 (d, C-14), 136.1 (s, C-12), 137.6
(s, C-7), 158.8 (s, C-16), 166.5 (s, C-11), 173.2, 174.4 (2 s, C-7, C-13), 177.0 (s,
C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 0= 1.10 (d, 3J120 = 6.5 Hz, 3 H, 21-H), 1.14 (d, 3J3, =
7.3 Hz, 3 H, 3-H), 2.05 (m, 1 H, 20-H), 2.25 (s, 3 H, 35-H), 2.45 (m, 1 H, 30-H), 2.78
(dd, 2Jeaep = 13.5 Hz, 3Jgas= 7.7 Hz, 1 H, 6-Ha), 2.84 (s, 3 H, 22-H), 3.03 (dd, %Jeb 6a
= 13.8 Hz, 3Jgp5= 5.7 Hz, 1 H, 6-Hy), 3.58 (s, 3 H, 36-H), 3.85 (m, 1 H, 19-H), 5.22
(dd, 3Joann = 9.5 Hz, 3Jos05 = 4.4 Hz, 1 H, 24-H), 6.75 (d, *Juns = 8.4 Hz, 1 H, NH),
7.48 (s, 1 H, 17-H).
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13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): J= 11.6 (g, C-27), 16.5 (g, C-28), 17.6 (q, C-3), 20.0 (q,
C-21), 20.4 (q, C-21"), 23.5 (t, C-34), 27.4 (d, C-20), 27.8 (q, C-22), 36.4 (d, C-2),
41.4 (t, C-6), 45.1 (g, C-35), 49.4 (d, C-59), 51.7 (q, C-36), 53.3 (d, C-24), 55.5 (t,
C-34), 62.4 (d, C-19), 66.9 (t, C-18), 70.2 (d, C-30), 113.8 (d, C-17), 117.3 (d, C-15),
119.8 (d, C-13), 126.4 (d, C-10), 135.6 (s, C-12), 138.0 (s, C-7), 158.5 (s, C-16),
166.2 (s, C-11), 173.0, 174.2 (2 s, C-7, C-13), 176.8 (s, C-1).

Optische Drehung: [0]*p = +6.8°(c = 1.4, CHCI 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
CagHs59N4Og [M+H]" 679.4434 679.4454

(2S,4R)-4-(3-((R)-3-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-methylpiperidin-2-carbox-
amido)pentanamido)-4-methylpentyl)benzamido)-2-meth  yI-5-phenylpentan-
saure-TFA-Salz (58)

Gemald AAV 5 wurden 66 mg (97 umol) 56 mit 200 pl (200 pmol) 1 M NaOH-LOsung
bei 80C entschitzt (Dioxan, 4 h). Nach Aufarbeitung (angesauert mit TFA) und
saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 9:1) wurde Phenyl-
pratubulysin 58 (68 mg, 88 umol, 91%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt
von 110-112< erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 9:1, R¢(58) = 0.30]

Hauptrotamer

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): 5= 0.80 (d, 3J221 = 6.4 Hz, 3 H, 22-H), 0.89-1.00 (sh,
6 H, 28-H, 29-H), 1.05 (d, 3J» 21 = 6.7 Hz, 3 H, 22'-H), 1.18 (d, 3J3, = 7.0 Hz, 3 H,
3-H), 1.26 (M, 1 H, 27-Ha), 1.51-1.73 (sh, 3 H, 4-Ha, 27-Hp, 33-Hay), 1.73-1.88 (sh,
4 H, 4-Hp, 19-Ha, 32-Hqy, 34-Hay), 1.88-2.03 (sh, 5 H, 19-Hp, 21-H, 26-H, 33-Heq,
34-Heg), 2.15 (M, 1 H, 32-Heg), 2.48 (M, 1 H, 18-H,), 2.51-2.62 (sh, 2 H, 2-H, 18-Hy),
2.73 (s, 3 H, 36-H), 2.89 (d, 3Js5 = 6.9 Hz, 2 H, 6-H), 3.06 (M, 1 H, 35-Ha), 3.13 (s,
3 H, 23-H), 3.49 (M, 1 H, 35-Heg), 3.78 (dd, Js130eq = 11.8 Hz, J3130ax = 2.4 Hz, 1 H,
31-H), 4.18 (bs, 1 H, 20-H), 4.39 (m, 1 H, 5-H), 4.71 (d, 2Ja526 = 7.9 Hz, 1 H, 25-H),
7.16 (m, 1 H, 10-H), 7.20-7.28 (sh, 4 H, 8-H, 9-H), 7.31-7.36 (sh, 2 H, 14-H, 15-H),
7.50-7.58 (sh, 13-H, 17-H).
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13C-NMR (MeOD, 100 MHz): d= 11.3 (q, C-28), 16.2 (q, C-29), 18.6 (g, C-3), 20.3 (q,
C-22), 20.6 (g, C-22'), 22.3 (t, C-33), 24.0 (t, C-34), 25.5 (t, C-27), 30.2 (t, C-32), 30.5
(q, C-23), 31.3 (d, C-21), 32.6 (t, C-19), 34.1 (t, C-18), 37.5 (d, C-26), 38.0 (d, C-2),
39.2 (t, C-4), 42.4 (g, C-36), 42.9 (t, C-6), 51.1 (d, C-5), 56.2 (t, C-35), 56.3 (d,
C-25), 61.7 (d, C-20), 68.1 (d, C-31), 118.3 (q, *Jcr = 293 Hz, CFsCOOH), 125.9 (d,
C-13), 127.4 (d, C-10), 128.3 (d, C-17), 129.3 (d, C-8), 129.6 (d, C-14), 130.5 (d,
C-9), 132.5 (d, C-15), 136.2 (s, C-12), 139.9 (s, C-7), 143.6 (s, C-16), 163.0 (q, 3Jcr
= 32.9 Hz, CF3COOH), 169.3 (s, C-11), 170.3 (s, C-30), 174.5 (s, C-24), 180.2 (s,
C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): d= 1.09 (d, 3J2,.1 = 6.7 Hz, 3 H, 22-H), 1.36 (d, %J3, =
6.4 Hz, 3 H, 3-H), 2.21 (M, 1 H, 32-Heg), 2.73 (s, 3 H, 36-H), 3.13 (s, 3 H, 23-H), 3.49
(m, 1 H, 35-Heg), 3.85 (dd, 3J31,30eq = 11.8 Hz, J31 300 = 2.4 Hz, 1 H, 31-H), 5.05 (d,
332526 = 5.5 Hz, 1 H, 25-H).

13C-NMR (MeOD, 100 MHz): = 11.7 (g, C-28), 16.5 (g, C-29), 21.1 (q, C-22), 28.4
(g, C-23), 43.0 (t, C-6), 51.2 (d, C-2), 55.4 (d, C-25), 65.1 (d, C-20), 125.7 (d, C-13),
128.6 (d, C-17), 132.3 (d, C-15), 143.4 (s, C-16), 173.7 (s, C-24).

Optische Drehung: [a]?% = —21.3°(c = 1.1, MeOH)

HRMS (CI) berechnet gefunden
C39H59N4O5 [M+H]+ 663.4485 663.4474

(2S,4R)-4-(3-((S)-2-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-methylpiperidin-2-carbox-
amido) pentanamido)-3-methylbutoxy)benzamido)-2-met  hyl-5-phenylpentan-
saure-TFA-Salz (59)

Gemald AAV 5 wurden 103 mg (150 pmol) 57 mit 300 pl (300 umol) 1 M NaOH-
L6sung bei 80C entschutzt (Dioxan, 4 h). Nach Aufarbeitung (angesauert mit TFA)
und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH =9:1) wurde
Phenoxypratubulysin 59 (112 mg, 140 umol, 94%) als weil3er Feststoff mit einem
Schmelzpunkt von 116-118<T erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 9:1, R¢(59) = 0.19]
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Hauptrotamer

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): 0= 0.88 (d, 3J,120 = 6.5 Hz, 3 H, 21-H), 0.92 (t, 3J7.6 =
7.6 Hz, 3 H, 27-H), 1.02 (d, 3J2825 = 6.5 Hz, 3 H, 28-H), 1.07 (d, 3J2120 = 6.3 Hz, 3 H,
21-H), 1.18 (d, 3J3, = 7.0 Hz, 3 H, 3-H), 1.22 (m, 1 H, 26-Hy), 1.56-1.71 (sh, 3 H,
4-Hg, 26-H,, 32-Hyy), 1.76-1.82 (sh, 2 H, 31-Hay, 33-Hay), 1.84-1.94 (sh, 3 H, 25-H,
32-Heq, 33-Heg), 1.96-2.08 (sh, 4-Hp, 20-H), 2.13 (m, 1 H, 31-Heg), 2.57 (m, 1 H, 2-H),
2.72 (s, 3 H, 35-H), 2.88 (d, *Js5 = 6.8 Hz, 2 H, 6-H), 3.07 (ddd, *Jasax3seq = >J34ax33ax
= 12.8 Hz, ®Ja4ax33eq = 2.6 Hz, 1 H, 34-Hyy), 3.15 (s, 3 H, 22-H), 3.48 (M, 1 H, 34-Hey),
3.75 (dd, 3J30,31eq = 12.0 Hz, 330310« = 2.8 Hz, 1 H, 30-H), 4.17 (m, 1 H, 5-H), 4.61—
4.63 (sh, 2 H, 19-H, 24-H), 7.03 (d, 3J1514 = 7.2 Hz, 1 H, 15-H), 7.16 (m, 1 H, 10-H),
7.20-7.35 (sh, 7 H, 9-H, 13-H, 14-H, 17-H).

13C-NMR (MeOD, 100 MHz): J=11.2 (g, C-27), 15.6 (g, C-28), 18.5 (q, C-3), 20.1 (q,
C-21), 20.4 (C-21"), 22.3 (t, C-32), 24.1 (t, C-33), 26.0 (t, C-26), 28.1 (d, C-20), 30.1
(t, C-31), 31.2* (g, C-22), 37.7 (d, C-25), 37.9 (d, C-2), 39.2 (t, C-4), 42.3 (t, C-6),
42.8 (g, C-35), 51.1 (d, C-5), 56.0 (d, C-24), 56.2 (t, C-34), 60.5 (d, C-19), 67.6 (t,
C-18), 68.1 (d, C-30), 114.0 (d, C-17), 119.0 (d, C-15), 120.8 (d, C-13), 127.4 (d,
C-10), 129.3, 130.5 (2 d, C-8, C-9), 130.6 (d, C-14), 137.7 (s, C-12), 139.9 (s, C-7),
160.0 (s, C-16), 169.2, 169.8 (2 s, C-11, C-29), 175.0 (s, C-23), 180.0 (s, C-1).

* aus C-H-Cosy bestimmt

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): 0= 1.14 (d, 3J2120 = 6.9 Hz, 3 H, 21-H), 2.54 (s, 3 H,
35-H), 2.78 (s, 3 H, 22-H), 2.97 (*Ja4ax34eq = “J34ax3zax = 12.7 HZ, Jssax33eq = 2.9 Hz,
1 H, 34-Ha), 3.42 (M, 1 H, 34-Heg), 3.81 (dd, 3Js031eq = 11.9 Hz, %J30310x = 3.1 Hz,
1 H, 30-H), 4.06-4.08 (sh, 2 H, 18-H,, 19-H), 4.26 (m, 1 H, 18-Hy), 7.10 (d, 3J1514 =
7.2 Hz, 1 H, 15-H).

13C-NMR (MeOD, 100 MHz): = 11.5 (q, C-27), 16.4 (g, C-28), 20.3 (q, C-21), 20.8
(C-21"), 39.3 (t, C-4), 42.4 (t, C-6), 43.0 (g, C-35), 55.3 (d, C-5), 64.0 (d, C-19), 120.7
(d, C-13), 137.5 (s, C-12), 139.9 (s, C-7), 168.8, 169.5 (2 s, C-11, C-29), 174.5 (s,
C-23).

Optische Drehung: [0]*°5 = =32.5°(c = 1.0, MeOH)

HRMS (CI) berechnet gefunden
CagHs57N4Og [M+H]+ 665.4278 665.4251
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(S)-2-((2S,3S)-2-(Benzyloxycarbonylamino)-  N,3-dimethylpentanamido)-3-
methylbutansauremethylester (62)

Gemal3 AAV 2 wurden 331 mg (1.25 mmol) Cbhz-geschiutztes (S,S)-Isoleucin, 200 mg
(2.10 mmol) N-Methylvalinmethylester-Hydrochlorid 61, 341 mg (1.25 mmol) BEP
und 560 ul (3.29 mmol) DIPEA umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromato-
graphischer Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 8:2) wurde Dipeptid 62 (343 mg,
0.87 mmol, 79%) als farbloses Ol erhalten.

[DC: Hexan/EE = 8:2, R¢(62) = 0.20]
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62

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): J= 0.82 (d, 3J1615 = 6.7 Hz, 3 H, 16-H), 0.87 (t, *J11.10=
7.4 Hz, 3 H, 11-H), 0.93 (d, %Jos = 6.7 Hz, 3 H, 9-H), 1.00 (d, 3J1¢ 15 = 6.5 Hz, 3 H,
16'-H), 1.12 (m, 1 H, 10-Hy), 1.57 (m, 1 H, 10-Hy), 1.75 (m, 1 H, 8-H), 2.21 (m, 1 H,
15-H), 3.06 (s, 3 H, 13-H), 3.68 (s, 3 H, 18-H), 4.53 (dd, %J;nn = 9.2 Hz, 3J7g =
7.6 Hz, 1 H, 7-H), 4.93 (d, ®J1415= 10.5 Hz, 1 H, 14-H), 5.08 (s, 2 H, 5-H), 5.43 (d,
3JnH7=9.4 Hz, 1 H, NH), 7.28-7.36 (sh, 5 H, 1-H, 2-H, 3-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): 6= 11.1 (g, C-11), 15.3 (g, C-9), 18.6 (g, C-16), 19.7 (q,
C-16Y), 24.1 (t, C-10), 27.0 (d, C-15), 31.3 (g, C-13), 37.8 (d, C-8), 51.8 (g, C-18),
55.1 (d, C-7), 61.4 (d, C-14), 66.8 (t, C-5), 127.8, 128.0, 128.4 (3 d, C-1, C-2, C-3),
136.3 (s, C-4), 156.4 (s, C-6), 172.0 (s, C-17), 173.3 (s, C-12).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): = 1.03 (d, 3J1615 = 6.5 Hz, 3 H, 16-H), 2.33 (m, 1 H,
15-H), 2.87 (s, 3 H, 13-H), 3.60 (s, 3 H, 18-H), 4.65 (dd, %J;nn = 9.4 Hz, 3J7g =
6.6 Hz, 1 H, 7-H).

*C-NMR (CDCl3, 100 MHz): 6= 11.4 (q, C-17), 16.0 (g, C-9), 19.0 (g, C-16), 23.5 (t,
C-10), 27.5 (d, C-15), 28.9 (g, C-13), 38.1 (d, C-8), 52.1 (g, C-18), 55.3 (d, C-7),
156.0 (s, C-6).

Optische Drehung: [a]?% = =96.2°(c = 0.9, CHCI 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden
C21H33NL05 [M+H]* 392.2389 393.2403
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Elementaranalyse:
021H32N205 ber. C 64.26 H 8.22 N 7.14

(392.52) gef. C 63.76 H 7.64 N 6.92

Benzyl-(2 S,3S)-1-(((S)-1-hydroxy-3-methylbutan-2-yl)(methyl)amino)-3-met  hyl-1-
oxopentan-2-ylcarbamat (63)

1.49 g (3.78 mmol) Dipeptid 62 wurden in 5 ml absolutem THF geldst. AnschlieRend
wurden nacheinander 336 mg (7.93 mmol) wasserfreies Lithiumchlorid, 300 mg
(7.93 mmol) Natriumborhydrid sowie 10 ml absolutes Ethanol zugegeben und die
Suspension kréftig 16 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Der Niederschlag wurde
mit 10%iger Zitronensaure-Losung aufgeldst und das Lésemittel am Rotationsver-
dampfer entfernt. Der Rickstand wurde mit Wasser versetzt und die wassrige Phase
mit Essigsaureethylester extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser und
ges. NaCl-Lésung gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und das Losemittel im
Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde saulenchromatographisch (SiO,, Hexan/EE
= 1:1) gereinigt, wobei 63 (900 mg, 2.47 mmol, 84%) als farbloses Harz erhalten
wurde.

[DC: Hexan/EE = 1:1, R¢(63) = 0.17]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): J= 0.83 (d, 3J1615 = 6.6 Hz, 3 H, 16-H), 0.87 (t, 3J1110=
7.4 Hz, 3 H, 11-H), 0.96-0.98 (sh, 6 H, 9-H, 16’-H), 1.11 (m, 1 H, 10-Hy), 1.57 (m,
1 H, 10-Hp), 1.79 (m, 1 H, 8-H), 1.93 (m, 1 H, 15-H), 2.53 (bs, 1 H, OH), 3.04 (s, 3 H,
13-H), 3.65 (m, 1 H, 17-H,), 3.84 (m, 1 H, 17-Hy), 4.00 (m, 1 H, 14-H), 4.53 (dd,
3378n = 9.2 Hz, 3J75= 7.2 Hz, 1 H, 7-H), 5.09 (s, 2 H, 5-H), 5.55 (d, *Jyn7 = 9.1 Hz,
1 H, NH), 7.27-7.36 (sh, 5 H, 1-H, 2-H, 3-H).

13C-NMR (CDCls;, 100 MHz): 6= 11.1 (g, C-11), 15.7 (g, C-9), 18.6 (g, C-16), 24.0 (t,
C-10), 26.6 (d, C-15), 32.3 (g, C-13), 37.4 (d, C-8), 55.8 (d, C-7), 61.6 (t, C-17), 64.1
(d, C-14), 66.8 (t, C-5), 127.9, 128.0, 128.5 (3 d, C-1, C-2, C-3), 136.4 (s, C-4), 156.5
(s, C-6), 174.0 (s, C-12).
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): J = 0.91-0.93 (sh, 6 H, 9-H, 17-H), 1.02 (d, 3Jg g =
6.5 Hz, 3 H, 9'-H), 2.78 (s, 3 H, 13-H), 2.92 (bs, 1 H, OH), 3.45 (1 H, 14-H), 4.57 (dd,
33781 = 9.2 Hz, 3375= 7.7 Hz, 1 H, 7-H), 5.02 (d, *Jsasp = 12.2 Hz, 1 H, 5-H,), 5.10 (d,
2Jsp.5a = 12.2 Hz, 1 H, 5-Hp), 5.60 (d, 3Jnp7 = 8.7 Hz, 1 H, NH).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.2 (q, C-11), 16.2 (g, C-9), 20.2 (g, C-16), 20.7 (q,
C-16), 24.1 (t, C-10), 27.4 (d, C-13), 28.2 (q, C-15), 37.6 (d, C-8), 55.0 (d, C-7), 61.3
(d, C-1), 65.2 (d, C-14), 67.2 (t, C-5), 136.1 (s, C-4), 157.3 (s, C-6), 173.6 (s, C-12).

Optische Drehung: [0]*°p = —20.5°(c = 1.0, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden

CooH33N>04 [M+H]+ 365.2440 365.2442

Elementaranalyse:

CooH3zoN>04 ber. C 65.91 H 8.85 N 7.69
(364.48) gef. C 65.30 H 8.51 N 7.65

(R)-3-(tert-Butoxycarbonyl(methyl)amino)-4-methylpentansaure ( 67)

440 mg (1.90 mmol) Boc-B-L-Valin 66 und 0.90 ml (14.5 mmol) Methyliodid wurden in
60 ml absolutem THF geldst und auf 0C abgekuhlt. B ei dieser Temperatur wurden
vorsichtig 230 mg (5.75 mmol) NaH (60% in Mineraldl) eingetragen (starke
H,-Entwicklung), und die resultierende gelbe Suspension wurde einen Tag bei
Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktionsmischung wurde mit Wasser gequencht, mit
Diethylether verdinnt und dreimal mit ges. NaHCO3-Losung extrahiert. Die wassrige
Phase wurde mit 1 M HCl angesauert (pH = 1) und dreimal mit Ethylacetat extrahiert.
Die organische Phase wurde nacheinander mit Wasser, 5%iger Na,S,O3-Lésung,
Wasser sowie ges. NaCl-Losung gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Das
Losemittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt, wobei die Saure 67 (431 mg,
1.80 mmol, 95%) als farbloses Harz erhalten wurde.

7
NSeSt
2
] 03T5890H
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.86 (d, 3J76 = 6.6 Hz, 3 H, 7-H), 0.92 (d, %J;¢ =
6.6 Hz, 3 H, 7"-H), 1.43 (s, 9 H, 1-H), 1.80 (m, 1 H, 6-H), 2.50 (m, 1 H, 8-H,), 2.62 (m,
1 H, 8-Hp), 2.74 (s, 3 H, 4-H), 4.01 (m, 1 H, 5-H), 10.38 (bs, 1 H, OH).
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13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 19.6 (q, C-7), 20.1 (g, C-7"), 28.3 (g, C-1), 30.5 (q,
C-4), 30.9 (d, C-6), 36.2 (t, C-8), 59.3 (d, C-5), 79.8 (s, C-2), 156.0 (s, C-3), 177.3 (s,
C-9).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)
'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 0= 2.71 (s, 3 H, 4-H), 3.92 (bs, 1 H, 5-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 19.5 (g, C-7), 19.9 (g, C-7’), 30.5 (d, C-6), 35.9 (t,
C-8), 60.0 (d, C-5), 79.5 (s, C-2), 156.1 (s, C-3), 177.1 (s, C-9).

Optische Drehung: [0]*p = —6.0°(c = 1.0, CHCI 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C12H24NO,4 |:|\/|+H]Jr 246.1705 246.1714

Elementaranalyse:

C12H23NO,4 ber. C 58.75 H 9.45 N5.71
(245.31) gef. C 58.33 H 9.10 N 5.78

(R)-tert-Butyl-1-hydroxy-4-methylpentan-3-yl(methyl)carbama  t (68)1“°!

Unter Stickstoffatmosphare wurden 290 mg (1.18 mmol) Saure 67 in 6 ml absolutem
THF gelost und auf 0C abgekihlt. Anschlieend wurd en nacheinander 182 pl
(2.31 mmol) Triethylamin und 125 pl (1.31 mmol) Ethylchloroformiat langsam zuge-
tropft und 15 min bei 0T gerthrt.

In einem Dreihalskolben wurden 73 mg (1.93 mmol) Natriumborhydrid in 3 ml Wasser
geldst und auf 0T gekuhlt. Die aktivierte Saure wu rde unter Stickstoff filtriert und das
Filtrat langsam zur Natriumborhydridlosung getropft. Es wurde eine Stunde bei 0T
und weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Anschlie3end wurde mit 1 M
HCI hydrolysiert und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden nacheinander mit ges. NaHCOg3-Ldsung, Wasser sowie ges. NaCl-
L6sung gewaschen und Uber Na,SO,4 getrocknet. Nach Entfernen des Ldsemittels
am Rotationsverdampfer wurde der Rickstand sédulenchromatographisch (Kieselgel,
Hexan/EE = 1:1) gereinigt, wobei Alkohol 68 (290 mg, 1.25 mmol, 78%) als farbloses
Ol erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 1:1, R¢(68) = 0.27]
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Hauptrotamer

'H-NMR (400 MHz, CDCls): = 0.88 (d, %J;6 = 6.4 Hz, 3 H, 7-H), 0.96 (d, 3J;¢ =
6.8 Hz, 3 H, 7"-H), 1.33 (m, 1 H, 8-Hy), 1.46 (s, 9 H, 1-H), 1.67 (m, 1 H, 6-H), 1.92 (m,
1 H, 8-Hy), 2.61 (s, 3 H, 4-H), 3.35 (ddd, 3Jeaga = 3Joagp = 11.6 Hz, 2Jgaep = 2.8 Hz,
1 H, 9-H,), 3.48-3.70 (sh, 2 H, 9-Hp, OH), 3.83 (ddd, 3Jsg.= 12.0 Hz, 3J56= 10.8 Hz,
3J580= 1 H, 5-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): = 20.2 (g, C-7), 27.9 (q, C-4), 28.4 (g, C-1), 30.0 (d,
C-6), 31.7 (t, C-8), 57.3 (d, C-5), 59.8 (t, C-9), 80.0 (s, C-2), 158.0 (s, C-3).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d= 0.86 (d, 3J76 = 6.4 Hz, 3 H, 7-H), 0.94 (d, 3J;¢ =
6.4 Hz, 3 H, 7"-H), 2.66 (s, 3 H, 9-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): d= 20.1 (g, C-7), 28.5 (g, C-1), 30.5 (d, C-6), 32.1 (t,
C-8), 59.8 (d, C-5), 80.1 (s, C-2), 156.2 (s, C-3).

Optische Drehung: [0]*°p = —20.3°(c = 1.3, CHCl 5)

(R)-3-(tert-Butoxycarbonyl(methyl)amino)-4-methylpentyl-methan sulfonat (69)

Zu einer Losung aus 268 mg (1.16 mmol) Alkohol 68 und 0.50 ml (3.60 mmol)
Triethylamin in 6 ml absolutem DCM wurden bei OC 135 ul (1.74 mmol) Methan-
sulfonséurechlorid getropft und die resultierende gelbe L6ésung weitere 3 Stunden bei
dieser Temperatur geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde mit DCM verdiinnt und mit
1 M KHSO4-Ldsung, ges. NaHCO3-L6sung, Wasser sowie ges. NaCl-Losung gewa-
schen und Uber Na,SO, getrocknet. Das Lésemittel wurde im Vakuum entfernt und
der Riuckstand saulenchromatographisch (Kieselgel, Hexan/EE = 7:3) gereinigt,
wobei Mesylat 69 (290 mg, 0.94 mmol, 81%) als farbloses Ol erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 7:3, R¢(69) = 0.14]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.85 (d, 3J76 = 6.6 Hz, 3 H, 7-H), 0.95 (d, %J;¢ =
6.6 Hz, 3 H, 7"-H), 1.45 (s, 9 H, 1-H), 1.70 (m, 1 H, 6-H), 1.80 (m, 1 H, 8-Hy), 2.07 (m,
1 H, 8-Hy), 2.65 (s, 3 H, 4-H), 3.01 (s, 3 H, 10-H), 3.82 (ddd, 3Js¢ = 3J58, = 11.0 Hz,
33580 = 3.0 Hz, 1 H, 5-H), 4.10 (m, 1 H, 9-Ha), 4.19 (m, 1 H, 9-Hy).
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13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 19.5 (q, C-7), 19.7 (q, C-7"), 28.4 (g, C-1), 28.8 (q,
C-4), 28.9 (t, C-8) 30.4 (d, C-6), 37.3 (g, C-10), 57.8 (d, C-5), 67.5 (t, C-9), 79.5 (s,
C-2), 156.5 (s, C-3).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.86 (d, 3J76 = 6.5 Hz, 3 H, 7-H), 0.94 (d, %J;¢ =
6.5 Hz, 3 H, 7'-H), 1.46 (s, 9 H, 1-H), 2.69 (s, 3 H, 4-H), 2.99 (s, 3 H, 10-H), 3.65 (bs,
1 H, 5-H).

13C-NMR (CDCls, 400 MHz): 0= 20.0 (g, C-7), 20.2 (g, C-7’), 28.4 (g, C-1), 29.5 (t,
C 8), 30.7 (d, C-6), 37.3 (q, C-10), 67.6 (t, C-9), 79.9 (s, C-2), 156.3 (s, C-3).

Optische Drehung: [0]*p = +6.1°(c = 1.5, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
C13H28NOsS [M+H]+ 310.1688 310.1690

(R)-tert-Butyl-1-azido-4-methylpentan-3-yl(methyl)carbamat (70)

Eine Suspension von 280 mg (0.91 mmol) Mesylat 69 und 454 mg (7.01 mmol)
Natriumazid in 9 ml absolutem DMF wurde 20 h bei 60T geriuhrt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde die weil3e Suspension in eine gut gerihrte Emulsion aus
20 ml Wasser und 20 ml Ethylacetat gegossen. Die Phasen wurden getrennt und die
wassrige Phase wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinte organische
Phase wurde mit Wasser (3x) und ges. NaCl-Losung gewaschen und tGber Na;SO,4
getrocknet. Das Losemittel wurde im Vakuum entfernt und der Ruckstand saulen-
chromatographisch (Kieselgel, Hexan/EE = 8:2) gereinigt, wobei Azid 70 (218 mg,
0.85 mmol, 94%) als farbloses Ol erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 8:2, R¢(70) = 0.36]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.85 (d, 3J76 = 6.6 Hz, 3 H, 7-H), 0.93 (d, %J;¢ =
6.6 Hz, 3 H, 7'-H), 1.46 (s, 9 H, 1-H), 1.57-1.73 (sh, 2 H, 6-H, 8-H,), 1.84 (m, 1 H,
8-Hy), 2.64 (s, 3 H, 4-H), 3.20 (m, 2 H, 9-H), 3.76 (ddd, 3Js6 = %J564 = 11.0 Hz, 3Js g5 =
2.9 Hz, 1 H, 5-H).

13C-NMR (CDCl3, 100 MHz): d = 20.1 (g, C-7), 20.2 (g, C-7"), 28.4 (2 g, C-1, C-4),
28.9 (d, C-6), 30.6 (t, C-8), 48.7 (t, C-9), 59.0 (d, C-5), 79.7 (s, C-2), 156.4, (s, C-3).
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.84 (d, 3J;6 = 6.6 Hz, 3 H, 7-H), 0.95 (d, %J;¢ =
6.6 Hz, 3 H, 7'-H), 1.45 (s, 9 H, 1-H), 2.67 (s, 3 H, 4-H), 3.13 (m, 1 H, 9-H,), 3.31 (m,
1 H, 9-Hp), 3.62 (bs, 1 H, 5-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): o= 19.5 (g, C-7), 19.8 (g, C-7’), 28.8 (d, C-6), 30.7 (t,
C-8), 49.1 (t, C-9), 79.3 (s, C-2).

Optische Drehung: [0]*p = —=3.4°(c = 1.3, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
C12H25N4O5 [M+H]+ 257.1977 257.2000

(R)-1-(3-(tert-Butoxycarbonyl(methyl)amino)-4-methylpentyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-
carbonsauremethylester (71)

Gemald AAV 12 wurden 386 mg (1.51 mmol) Azid 70, 203 ul (2.27 mmol) Propiol-
sauremethylester, 151 pl (151 pmol) 1 M CuSO,-L6ésung und 151 pl (151 pmol) 1 M
Natriumascorbat-Lésung umgesetzt (tert-Butanol/Wasser). Nach Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 1:1) wurde Triazol-
tubuvalin 71 (510 mg, 1.49 mmol, 99%) als farbloses Ol erhalten.

[DC: Hexan/EE = 1:1, R(71) = 0.19]

7 e 9
0 13
S § T s pto”
O3 5 N. .N
8 N

71

>z

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.84 (d, 3J76 = 6.6 Hz, 3 H, 7-H), 0.90 (d, %J;¢ =
6.6 Hz, 3 H, 7'-H), 1.49 (s, 9 H, 1-H), 1.70 (m, 1 H, 6-H) , 2.01 (m, 1 H, 8-H,), 2.24
(m, 1 H, 8-Hy), 2.62 (s, 3 H, 4-H), 3.78 (ddd, 3Js = ®J58a = 11.1 Hz, 3J54, = 2.9 Hz,
1 H, 5-H), 3.95 (s, 3 H, 13-H), 4.27 (m, 1 H, 9-Ha), 4.41 (m, 1 H, 9-Hy), 8.22 (s, 1 H,
10-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): 6= 19.4 (g, C-7), 20.0 (g, C-7’), 28.2 (q, C-4), 28.4 (q,
C-1), 30.1 (t, C-8), 30.7 (d, C-6), 48.3 (t, C-9), 52.1 (g, C-13), 58.6 (d, C-5), 80.4 (s,
C-2), 128.3 (d, C-10), 139.6 (s, C-11), 156.7 (s, C-3), 161.1 (s, C-12).
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.85 (d, 3J76 = 6.6 Hz, 3 H, 7-H), 0.91 (d, %J;¢ =
6.6 Hz, 3 H, 7-H), 1.46 (s, 9 H, 1-H), 2.35 (m, 1 H, 8-H,), 2.73 (s, 3 H, 4-H), 3.53 (bs,
1 H, 5-H), 3.96 (s, 3 H, 13-H), 8.09 (s, 1 H, 10-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 19.7 (g, C-7), 20.0 (g, C-7’), 30.2 (t, C-8), 47.9 (t,
C-9), 52.1 (g, C-13), 79.8 (s, C-2), 127.9 (d, C-10), 139.7 (s, C-11), 156.2 (s, C-3),
161.1 (s, C-12).

Optische Drehung: [0]*p = +9.4°(c = 1.0, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C16H29N4O4 [M+H]+ 341.2189 341.2183

Elementaranalyse:

C16H28N4O4 ber. C 56.45 H 8.29 N 16.46
(340.41) gef. C 56.33 H 8.10 N 15.84

Benzyl-(2 S,3S)-1-(((R)-1-azido-4-methylpentan-3-yl)(methyl)amino)-3-meth  yl-1-
oxopentan-2-ylcarbamat (72)

Gemald AAV 6 wurden 645 mg (2.52 mmol) Azid 70 mit 6.30 ml (25.2 mmol) HCI in
Dioxan (4 M) entschitzt und anschlielRend mit 738 mg (2.78 mmol) Cbz-geschiitztem
(S,S)-Isoleucin, 762 mg (2.78 mmol) BEP und 1.30 ml (7.64 mmol) DIPEA nach
AAV 2 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und séulenchromatographischer Reinigung
(Kieselgel, PE/EE = 8:2) wurde Azid 72 (902 mg, 2.24 mmol, 89%) als farbloses Ol
erhalten.

[DC: PE/EE = 8:2, R(72) = 0.18]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6= 0.77 (d, ®Js4 = 6.6 Hz, 3 H, 5-H), 0.89 (t, %J1211 =
7.4 Hz, 3 H, 12-H), 0.95-0.97 (sh, 6 H, 5-H, 10-H), 1.11 (m, 1 H, 11-H,), 1.55 (m,
1 H, 11-Hp), 1.62-1.77 (sh, 3 H, 2-Ha, 4-H, 9-H), 1.93 (m, 1 H, 2-Hp), 2.92 (s, 3 H,
6-H), 3.15 (m, 2 H, 1-H), 4.51 (dd, *Jgnn = 9.4 Hz, Jgo= 6.0 Hz, 1 H, 8-H), 5.08 (m,
2 H, 5-H), 5.44 (d, *Jxns = 9.3 Hz, 1 H, NH), 7.27-7.36 (sh, 5 H, 1-H, 2-H, 3-H).
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13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): J= 11.2 (g, C-12), 15.9 (g, C-10), 19.4 (q, C-5), 20.0 (q,
C-5), 23.8 (t, C-11), 28.5 (t, C-2), 29.9 (g, C-6), 30.0 (d, C-4), 37.4 (d, C-9), 48.8 (t,
C-1), 55.7 (d, C-8), 57.7 (d, C-3), 66.8 (t, C-14), 127.8, 128.0, 128.4 (3 d, C-16, C-17,
C-18), 136.4 (s, C-15), 156.4 (s, C-13), 173.1 (s, C-7).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 0.85 (t, 3J1211= 7.4 Hz, 3 H, 12-H), 1.04 (d, 3Js54 =
6.5 Hz, 3 H, 5-H), 1.81 (m, 1 H, 9-H), 2.74 (s, 3 H, 6-H), 3.51 (m, 1 H, 3-H), 4.60 (dd,
3Jgnn = 9.5 Hz, 3Jg9= 6.0 Hz, 1 H, 8-H).

13C-NMR (CDCls;, 100 MHz): = 11.4 (g, C-12), 16.2 (g, C-10), 20.2 (q, C-5), 23.4 (t,
C-11), 27.4 (q, C-6), 29.6 (t, C-2), 31.3 (d, C-4), 37.8 (d, C-9), 48.0 (t, C-1), 55.3 (d,
C-8), 60.5 (d, C-3), 67.0 (t, C-14), 136.3 (s, C-15), 156.2 (s, C-13), 173.3 (s, C-7).

Optische Drehung: [a]?'p = +16.4°(c = 1.1, CHCl )

HRMS (CI) berechnet gefunden

C>1H34Ns03 [M+H]+ 404.2667 404.2661

Elementaranalyse:

021H33N503 ber. C 62.51 H 8.24 N 17.36
(403.52) gef. C 62.16 H 8.24 N 17.67

(9H-Fluoren-9-yl)methyl(2 S,3S)-1-(((R)-1-azido-4-methylpentan-3-yl)(methyl)
amino)-3-methyl-1-oxopentan-2-ylcarbamat (73)

Gemald AAV 6 wurden 492 mg (1.92 mmol) Azid 70 mit 5.00 ml (20.0 mmol) HCI in
Dioxan (4 M) entschuitzt und anschlieend mit 732 mg (2.07 mmol) Fmoc-geschiitz-
tem (S,S)-Isoleucin, 567 mg (2.07 mmol) BEP und 1.00 ml (5.64 mmol) DIPEA nach
AAV 2 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und séulenchromatographischer Reinigung
(Kieselgel, PE/EE = 9:1, 8:2) wurde Azid 73 (803 mg, 1.64 mmol, 87%) als farbloses
Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 8:2, R(73) = 0.20]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 0= 0.79 (d, 3Js4 = 6.6 Hz, 3 H, 5-H), 0.93 (t, 3J1o11 =
7.4 Hz, 3 H, 12-H), 0.94-1.02 (sh, 6 H, 5'-H, 10-H), 1.15 (m, 1 H, 11-H,), 1.58 (m,
1 H, 11-Hy), 1.64-1.86 (sh, 3 H, 2-Ha, 4-H, 9-H), 1.94 (m, 1 H, 2-Hy), 2.92 (s, 3 H,
6-H), 3.17 (t, J1» = 7.1 Hz, 2 H, 1-H), 4.21 (t, J1514 = 6.9 Hz, 1 H, 15-H), 4.27 (m,
1 H, 3-H), 4.36 (dd, *J14a14p = 6.6 Hz, 3J1415 = 5.4 Hz, 2 H, 14-H), 4.53 (dd, 3Jgnn =
9.4 Hz, 3Jg9 = 7.0 Hz, 1 H, 8-H), 5.48 (d, *Jnus= 9.1 Hz, 1 H, NH), 7.30 (dd, 3J1517 =
331817 = 7.4 Hz, 2 H, 18-H), 7.39 (dd, %J1915 = 3J1920 = 7.4 Hz, 2 H, 19-H), 7.58 (d,
331718= 7.5 Hz, 2 H, 17-H), 7.76 (d, 3J20,10 = 7.5 Hz, 2 H, 20-H).

13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): J= 11.1 (g, C-12), 15.8 (g, C-10), 19.4 (q, C-5), 19.9 (q,
C-5"), 23.7 (t, C-11), 28.3 (t, C-2), 29.7 (q, C-6), 29.9 (d, C-4), 37.4 (d, C-9), 47.1 (d,
C-15), 48.7 (t, C-1), 55.6 (d, C-8), 57.5 (d, C-3), 66.8 (t, C-14), 119.8 (d, C-20), 125.0
(d, C-17), 126.9 (d, C-18), 127.5 (d, C-19), 141.1 (s, C-21), 143.6 (s, C-16), 156.3 (s,
C-13), 173.0 (s, C-7).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): 0= 0.88 (t, %J1211 = 7.4 Hz, 3 H, 12-H), 1.05 (d, 3Js4 =
6.6 Hz, 3 H, 5-H), 2.76 (s, 3 H, 6-H), 3.03 (m, 1 H, 1-H.), 3.23 (1 H, 1-Hy), 3.53 (m,
1 H, 3-H), 4.63 (dd, 3Jgnn = 9.5 Hz, 3J59 = 6.0 Hz, 1 H, 8-H).

13C-NMR (CDCls;, 100 MHz): 6= 11.3 (g, C-12), 16.1 (g, C-10), 20.1 (g, C-5), 23.3 (t,
C-11), 27.4 (g, C-6), 29.5 (t, C-2), 31.2 (d, C-4), 37.8 (d, C-9), 47.1 (d, C-15), 47.9 (t,
C-1), 55.2 (d, C-8), 60.4 (d, C-3), 119.8 (d, C-20), 141.2 (s, C-21), 143.8 (s, C-16),
172.5 (s, C-7).

Optische Drehung [a]*!p = —22.0°(c = 1.1, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

CogH3sNs03 [M+H]+ 492.2974 492.3001

Elementaranalyse:

CogH37Ns03 ber. C 68.41 H 7.59 N 14.25
(491.63) gef. C 68.51 H 7.69 N 14.48

(R)-2-((2S,39)-1-(((R)-1-Azido-4-methylpentan-3-yl)(methyl)amino)-3-meth  yI-1-
oxopentan-2-ylcarbamoyl)piperidin-1-carbonsaurebenz ylester (74)

Gemall AAV 9 wurden 1.10 g (2.24 mmol) Azid 73 mit 4.60 ml (31.0 mmol) TRIS
entschitzt und anschlieBend mit 653 mg (2.47 mmol) Cbz-geschutzter (R)-Pipecolin-

saure, 0.28 ml (2.54 mmol) NMM und 0.33 ml (2.48 mmol) IBCF nach AAV 1
umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel,
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PE/EE = 8:2, 7:3) wurde Azid 74 (986 mg, 1.92 mmol, 86%) als weil3er Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 57-58<T erhalten.

[DC: PE/EE = 7:3, R(74) = 0.18]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.75 (d, 3Js4= 6.6 Hz, 3 H, 5-H), 0.85 (bs, 3 H, 12-H),
0.92 (m, 3 H, 10-H), 0.96 (d, ®Js.4= 6.6 Hz, 3 H, 5"-H), 1.03 (m, 1 H, 11-H,), 1.28—
1.44 (sh, 2 H, 16-Hay, 17-Hay), 1.44—1.58 (sh, 2 H, 11-Hp, 15-Hay), 1.58-1.84 (sh, 5 H,
2-Ha, 4-H, 9-H, 16-Heq, 17-Heg), 1.93 (m, 1 H, 2-Hp), 2.30 (m, 1 H, 15-He), 2.86 (m,
1 H, 18-Hg), 2.94 (s, 3 H, 6-H), 3.15 (t, 3J1, = 7.2 Hz, 2 H, 1-H), 4.09 (m, 1 H,
18-Heq), 4.27 (M, 1 H, 3-H), 4.77 (m, 1 H, 8-H), 4.88 (m, 1 H, 14-H), 5.17 (m, 2 H,
20-H), 6.61 (bs, 1 H, NH), 7.28-7.43 (sh, 5 H, 22-H, 23-H, 24-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 5= 11.0 (g, C-12), 16.1 (g, C-10), 19.4 (g, C-5), 19.8 (q,
C-5'), 20.3 (t, C-16), 24.0 (t, C-2), 24.7 (2t, C-11, C-17), 25.5 (t, C-15), 28.4 (t, C-16),
29.6 (g, C-6), 29.9 (d, C-4), 37.0 (d, C-9), 42.2 (t, C-18), 48.8 (t, C-1), 53.5 (d, C-8),
54.9 (d, C-14), 57.3 (d, C-3), 67.5 (t, C-20), 127.8, 128.0, 128.4 (3 d, C-22, C-23,
C-24), 136.3 (s, C-21), 156.3 (s, C-19), 170.4 (s, C-13), 173.0 (s, C-7).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.90 (d, 3Js4= 7.1 Hz, 3 H, 5-H), (d, ®J54= 6.5 Hz,
3 H, 5-H), 2.74 (s, 3 H, 6-H), 3.51 (m, 1 H, 3-H), 6.50 (bs, 1 H, NH).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): 6= 11.3 (g, C-12), 15.8 (g, C-10), 20.2 (g, C-5), 20.2 (g,
C-5), 23.2 (t, C-2), 26.1 (t, C-15), 27.4 (g, C-6), 31.2 (d, C-4), 37.6 (d, C-9), 41.9 (t,
C-18), 47.9 (t, C-1), 53.2 (d, C-8), 55.3 (d, C-14), 60.5 (d, C-3), 67.5 (t, C-20), 155.3
(s, C-19)

Optische Drehung: [a]*'p = +14.1°(c = 1.1, CHCl )

HRMS (CI) berechnet gefunden

C27H13NgO4 [M+H]* 515.3346 515.3361

Elementaranalyse:

Co7H42N6O4 ber. C 63.01 H 8.23 N 16.33
(514.66) gef. C 62.80 H 8.20 N 16.58
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(R)-2-((2S,3S)-1-(((R)-1-(4-(Methoxycarbonyl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl)-4-methyl-
pentan-3-yl)(methyl)amino)-3-methyl-1-oxopentan-2-y  Icarbamoyl)piperidin-1-
carbonsaurebenzylester (75)

Gemald AAV 12 wurden 100 mg (0.19 mmol) Azid 74, 26 ul (0.29 mmol) Propiol-
sauremethylester, 19 ul (19 umol) 1 M CuSO4-Lésung und 19 pl (19 pmol) 1 M
Natriumascorbat-Lésung umgesetzt (tert-Butanol/Wasser). Nach Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 3:7) wurde Tripeptid
75 (98 mg, 0.16 mmol, 85%) als weilRer Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 56—
59 erhalten.

[DC: Hexan/EE = 3:7, R{(75) = 0.22]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): &= 0.75 (d, 3Jog = 6.5 Hz, 3 H, 9-H), 0.80-0.98 (sh, 9 H,
9“H, 15-H, 16-H), 1.15 (m, 1 H, 14-H,), 1.31-1.48 (sh, 2 H, 20-Hax, 21-Hay), 1.50—
1.67 (sh, 4 H, 14-Hy, 19-Hay, 20-Heq, 21-Heg), 1.74 (M, 1 H, 8-H), 1.83 (m, 1 H, 13-H),
2.05 (m, 1 H, 6-H,), 2.13-2.60 (sh, 2 H, 6-Hp, 19-Heg), 2.90-3.10 (sh, 4 H, 10-H,
22-Ha,), 3.91 (s, 3 H, 1-H), 4.01 (M, 1 H, 22-He), 4.08-4.24 (sh, 5-H,, 7-H), 4.31 (m,
1 H, 5-Hp), 4.75 (m, 1 H, 12-H), 4.82 (m, 1 H, 18-H), 5.14 (m, 2 H, 24-H), 6.98 (bs,
1 H, NH), 7.23-7.35 (sh, 5 H, 26-H, 27-H, 28-H), 8.19 (s, 1 H, 4-H).

13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): J= 10.9 (g, C-16), 16.0 (g, C-17), 19.4 (q, C-9), 19.8 (q,
C-9"), 20.1 (t, C-20), 24.4 (t, C-15), 24.6 (t, C-21), 26.0 (t, C-19), 29.7 (d, C-8), 30.3 (t,
q, C-6, C-10), 36.6 (d, C-14), 42.3 (t, C-22), 48.0 (t, C-5), 52.1 (s, C-1), 53.9 (d,
C-12), 54.7 (d, C-18), 58.3 (d, C-7), 67.8 (t, C-24), 127.9 (d, C-4), 128.1 (d, C-28),
128.2 (d, C-27), 128.5 (d, C-26), 136.1 (C-25), 139.8 (s, C-3), 156.7 (s, C-23), 161.1
(s, C-2), 171.6 (s, C-11), 174.2 (s, C-17).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): &= 1.01 (d, 3J1615 = 6.5 Hz, 3 H, 16-H), 2.37 (m, 1 H,
8-H), 2.74 (s, 3 H, 10-H), 2.82 (M, 1 H, 22-Hcg), 3.65 (m, 1 H, 7-H), 3.88 (s, 3 H, 1-H),
4.50 (M, 1 H, 5-Hy), 5.06 (M, 2 H, 24-H), 6.49 (bs, 1 H, NH), 8.40 (s, 1 H, 4-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.3 (g, C-16), 16.2 (g, C-17), 20.1 (g, C-9), 20.2 (q,
C-9'), 27.5 (g, C-10), 37.1 (d, C-14), 47.3 (t, C-5), 52.0 (s, C-1), 60.9 (d, C-7), 67.5 {t,
C-24), 136.2 (s, C-25), 155.4 (s, C-23), 170.4 (s, C-11), 173.7 (s, C-17).
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Optische Drehung: [0]*°p = —8.2°(c = 0.9, CHCl 5)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
C31H47NgOg [M+H]+ 599.3557 599.3517

(S)-3-Phenyl-2-propiolamidopropansauremethylester (76 )31

Zu einer Losung von 2.85 g (15.9 mmol) (S)-Phenylalaninmethylester 84 und 1.10 ml
(17.4 mmol) Propiolséure in 80 ml absolutem DCM wurden 3.59 g (17.4 mmol) DCC
gegeben und das Reaktionsgemisch drei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
Anschlieend wurde der ausgefallene Harnstoff abfiltriert und das Filtrat nach-
einander mit 1 HCI, ges. NaHCOs-Losung, Wasser sowie ges. NaCl-Ldosung
gewaschen und uUber Na,SO, getrocknet. Das Losemittel wurde im Vakuum entfernt
und der Ruckstand sdulenchromatographisch (Kieselgel, PE/EE = 7:3) gereinigt,
wobei Alkin 76 (3.65g, 15.8 mmol, 99%) als weil3er Feststoff mit einem
Schmelzpunkt von 78-80CT erhalten wurde.

[DC: PE/EE = 7:3, Ry(45) = 0.17]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 2.83 (s, 1 H, 11-H), 3.14 (dd, *J4a4p= 14.0 Hz, 3J403 =
5.6 Hz, 1 H, 4-Hy), 3.20 (dd, 2Jap4a= 13.9 Hz, 3Jap3 = 5.8 Hz, 1 H, 4-Hy), 3.76 (s, 3 H,
1-H), 4.93 (dt, *Jsnn = 7.9 Hz, 3J34 = 5.7 Hz, 1 H, 3-H), 6.41 (d, *Jyhs= 6.8 Hz, 1 H,
NH), 7.14 (m, 2 H, 7-H), 7.26-7.35 (sh, 3 H, 6-H, 8-H).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d = 3.07 (s, 1 H, 11-H), 3.78 (s, 3 H, 1-H), 4.85 (ddd,
3Jann = 9.7 Hz, 3J34a = 6.6 Hz, 3J34, = 5.6 Hz, 1 H, 3-H), 6.14 (d, 3Jnu3 = 10.0 Hz,
1 H, NH).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 37.5 (t, C-4), 52.5 (g, C-1), 53.4 (d, C-3), 74.0 (d,

C-11), 79.3 (s, C-10), 127.3 (d, C-8), 128.6 (d, C-6), 129.2 (d, C-7), 135.2 (s, C-5),
151.4 (s, C-9), 171.0 (s, C-2).

" Die Verbindung ist zwar literaturbekannt, wurde aber bisher nicht vollstandig charakterisiert.
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13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 5= 39.6 (t, C-4), 52.6 (q, C-1), 57.1 (d, C-3), 74.5 (d,
C-11), 76.7 (s, C-10), 127.5 (d, C-8), 128.8 (d, C-6), 129.4 (d, C-7).

Optische Drehung: [0]*p = +121.7°(c = 1.0, CHCl 5)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C13H14NO3 [M+H]" 232.0973 232.0972

Elementaranalyse:

C]_3H13N03 ber. C 67.52 H5.67 N 6.06
(231.25) gef. C 68.24 H 5.83 N 5.98

(S,E)-5-Phenyl-4-propiolamidopent-2-enséuremethylester (77a)

Gemall AAV 6 wurden 198 mg (0.65 mmol) 86 mit 1.63 ml (6.52 mmol) HCI in
Dioxan (4 M) entschitzt und das Amin mit ges. NaHCO3;-L6sung freigeschdttelt (vgl.
AAV 8). AnschlieRend wurde das freie Amin mit 41 ul (0.65 mmol) Propiolsaure,
0.58 ml (0.97 mmol) T3P (50% in EE) und 0.12 ml (0.71 mmol) DIPEA nach AAV 3
umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel,
PE/EE = 1:1) wurde Alkin 77a (144 mg, 0.56 mmol, 86%) als beiger Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 152-154<C erhalten.

[DC: PE/EE = 1:1, R(77a) = 0.33]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d=2.79 (s, 1 H, 13-H), 2.95 (d, 3J¢5 = 6.7 Hz, 2 H, 6-H),
3.73 (s, 3 H, 1-H), 4.97 (m, 1 H, 5-H), 5.87 (dd, 3J34= 15.7 Hz, *J35= 1.6 Hz, 1 H,
3-H), 5.94 (d, ®Jnns= 8.0 Hz, 1 H, NH), 6.88 (dd, 3J43= 15.7 Hz, *J,5= 5.4 Hz, 1 H,
4-H), 7.17 (m, 2 H, 7-H), 7.26—7.34 (sh, 3 H, 6-H, 8-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 40.1 (t, C-6), 51.2 (d, C-5), 51.7 (q, C-1), 73.9 (d,
C-13), 76.8 (s, C-12), 121.7 (d, C-3), 127.2 (d, C-10), 128.8 (d, C-8), 129.3 (d, C-9),
135.5 (s, C-7), 145.6 (d, C-4), 151.3 (s, C-11), 166.2 (s, C-2).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 2.99 (d, 3Js5 = 6.7 Hz, 2 H, 6-H), 3.01 (s, 1 H, 13-H),
3.75 (s, 3 H, 1-H), 4.88 (m, 1 H, 5-H), 6.95 (dd, 3J45 = 15.8 Hz, *J45 = 5.0 Hz, 1 H,
4-H).
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13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 5= 121.8 (d, C-3), 128.9 (d, C-8), 129.4 (d, C-9).
Optische Drehung: [a]*'p = +2.1°(c = 1.0, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C15H16NO3 [M+H]" 258.1130 258.1129

Elementaranalyse:

C15H16NO3 ber. C 70.02 H 5.88 N 5.44
(257.29) gef. C 69.44 H 5.84 N 5.12

(2S,4R)-2-Methyl-5-phenyl-4-propiolamidopentansduremethyl  ester (78)

Gemall AAV 3 wurden 395 mg (1.53 mmol) Tubuphenylalaninmethylester-Hydro-
chlorid®?, 97 pl (1.53 mmol) Propiolsaure, 1.40 ml (2.35 mmol) T3P (50% in EE) und
0.58 ml (3.41 mmol) DIPEA umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromato-
graphischer Reinigung (Kieselgel, PE/EE = 7:3) wurde Alkin 78 (403 mg, 1.31 mmol,
86%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 81-83<T erhalten.

[DC: PE/EE = 7:3, R(78) = 0.13]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 1.15 (d, %J43 = 7.1 Hz, 1 H, 4-H), 1.53 (ddd, *Jsasp =
14.2 Hz, 3Jsaz6 = 9.9 Hz, 3Jsae3 = 4.2 Hz, 1 H, 5-H,), 1.92 (ddd, ?Jspsa = 13.8 Hz,
33sp.356 = 9.8 Hz, 3Jspei3= 4.0 Hz, 1 H, 5-Hp), 2.58 (m, 1 H, 3-H), 2.74 (s, 3 H, 14-H),
2.80 (dd, 2J7a7p = 14.2 Hz, 33726 = 6.8 Hz, 1 H, 7-H,), 2.85 (dd, “J757a = 14.0 Hz, 3J7p6
= 6.5 Hz, 1 H, 7-Hp), 3.67 (s, 3 H, 1-H), 4.24 (m, 1 H, 6-H), 5.93 (d, *Jyue= 8.7 Hz,
1 H, NH), 7.16 (m, 2 H, 10-H), 7.22 (m, 1 H, 11-H), 7.30 (m, 2 H, 9-H).

13C-NMR (CDCl3, 100 MHz): d= 17.5 (q, C-4), 36.2 (d, C-3), 37.1 (t, C-5), 40.5 (t,
C-7), 49.1 (d, C-6), 51.8 (g, C-1), 73.0 (d, C-14), 77.3 (s, C-13), 126.7 (d, C-11),
128.5 (d, C-9), 129.3 (d, C-10), 137.0 (s, C-8), 151.6 (s, C-12), 176.5 (s, C-2).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 1.17 (d, %J43 = 7.3 Hz, 1 H, 4-H), 1.45 (ddd, *Jsasp =
14.3 Hz, 3Jsa36= 10.5 Hz, 3Jsa63 = 3.9 Hz, 1 H, 5-H,), 1.99 (ddd, ?Jspsa = 14.0 Hz,
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33sp.96 = 10.3 Hz, 3Jsp.es= 3.5 Hz, 1 H, 5-Hy), 2.98 (s, 3 H, 14-H), 3.65 (s, 3 H, 1-H),
4.15 (m, 1 H, 6-H), 6.12 (d, 3Jnue = 10.5 Hz, 1 H, NH).

13C-NMR (CDCl3;, 100 MHz): d= 17.9 (q, C-4), 36.0 (d, C-3), 38.5 (t, C-5), 42.9 (t,
C-7), 51.7 (d, C-1), 53.6 (g, C-6), 74.9 (d, C-14), 78.8 (s, C-13), 126.8 (d, C-11),
128.5 (d, C-9), 129.5 (d, C-10), 136.6 (s, C-8), 154.5 (s, C-12), 176.3 (s, C-2).

Optische Drehung: [a]*p = +30.5°(c = 1.0, CHCl 5)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C16H19NO3 [M+H]" 274.1443 274.1470

Elementaranalyse:

C]_sH]_gNOg ber. C 70.31 H7.01 N 5.12
(273.32) gef. C 70.15 H 6.94 N 5.06

(S)-N-(2-Phenyl-1-(thiazol-2-yl)ethyl)propiolamid (79)

Gemall AAV 6 wurden 335mg (1.10 mmol) Boc-Dolaphenin 94 mit 3.25 ml
(13.0 mmol) HCI in Dioxan (4 M) entschitzt und das Amin mit ges. NaHCOs-L6sung
freigeschittelt (vgl. AAV 8). AnschlieBend wurde das freie Amin mit 70 pl
(2.20 mmol) Propiolsédure, 0.98 ml (1.65 mmol) T3P (50% in EE) und 0.19 ml
(12.10 mmol) DIPEA nach AAV 3 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und sédulenchromato-
graphischer Reinigung (Kieselgel, PE/EE = 1:1) wurde Alkin 79 (246 mg, 0.96 mmol,
87%) als gelblicher Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 106—108<T erhalten.

[DC: PE/EE = 1:1, R(79) = 0.30]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 2.78 (s, 1 H, 1-H), 3.27 (dd, 2Jsas, = 13.6 Hz, 3Jsa4 =
7.4 Hz, 1 H, 5-H,), 3.34 (dd, 2Jsp,5a= 13.7 Hz, 3Jsp 4 = 6.4 Hz, 1 H, 5-Hp), 5.63 (m, 1 H,
4-H), 7.07 (m, 2 H, 8-H), 7.19-7.29 (sh, 5 H, 7-H, 9-H, 12-H), 7.72 (d, %J11.1> = 3.3 Hz,
1 H, 11-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 41.7 (t, C-5), 52.5 (d, C-4), 74.1 (d, C-1), 76.8 (s,
C-2), 119.3 (d, C-12), 127.1 (d, C-9), 128.6 (d, C-7), 129.4 (d, C-8), 135.9 (s, C-6),
142.4 (d, C-11), 151.4 (s, C-3), 168.6 (s, C-10).
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 3.27 (s, 1 H, 1-H), 3.44 (dd, 2Jspsa= 13.8 Hz, 3Jsp4 =
6.0 Hz, 1 H, 5-Hy), 5.63 (m, 1 H, 4-H), 7.80 (d, 3J111» = 3.3 Hz, 1 H, 11-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 42.6 (t, C-5), 56.9 (d, C-4), 74.6 (d, C-1), 79.8 (s,
C-2), 119.4 (d, C-12), 127.3 (d, C-9), 128.7 (d, C-7), 129.6 (d, C-8), 135.5 (s, C-6),
143.1 (d, C-11).

Optische Drehung: [0]*p = —=35.7°(c = 0.9, CHClI 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C14H13N>OS [M+H]+ 257.0748 257.0752

Elementaranalyse:

C14H12N>OS ber. C 65.50 H4.72 N 10.93
(256.32) gef. C 65.58 H 4.58 N 10.84

4-(But-3-inyl)-7-(diethylamino)-2 H-chromen-2-on (82a)

1.65 g (10.0 mmol) 2-Diethylaminophenol und 1.59 g (10.3 mmol) B-Ketoester 99!*4
wurden in 30 ml absolutem Toluol gelést und mit 20.0 ml (20.0 mmol) Chlor-tris-iso-
propoxytitanium-Lésung (1 M in Hexan) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde
18 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das
Gemisch mit Dichlormethan verdinnt, in eine ges. Na-/K-Tatrat-LOsung gegossen
und bis zur Phasentrennung gerthrt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige
Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der
Ruckstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, DCM, DCM/MeOH
= 9:1), wobei Cumarin 82a (682 mg, 2.53 mmol, 25%) als roter Feststoff mit einem
Schmelzpunkt von 74-76<C erhalten wurde.

[DC: DCM, R¢(82a) = 0.18]

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 1.20 (t, 31, = 7.1 Hz, 6 H, 1-H), 2.04 (t, *J1514 =
2.6 Hz, 1 H, 15-H), 2.57 (dt, 3J1315 = 7.5 Hz, “J1315 = 2.6 Hz, 2 H, 13-H), 2.92 (t,
331213 = 7.3 Hz, 2 H, 12-H), 3.41 (q, 3J21= 7.1 Hz, 4 H, 2-H), 5.99 (s, 1 H, 10-H), 6.50
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(d, *J74 = 2.6 Hz, 1 H, 7-H), 6.58 (dd, 3J45 = 9.0 Hz, *J47 = 2.6 Hz, 1 H, 4-H), 7.38 (d,
3354 = 9.0 Hz, 1 H, 5-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 12.4 (q, C-1), 17.6 (t, C-13), 30.4 (t, C-12), 44.6 (t,
C-2), 70.0 (d, C-15), 82.2 (s, C-14), 97.8 (d, C-7), 107.7 (d, C-10), 107.9 (s, C-6),
108.4 (d, C-4), 124.9 (d, C-5), 150.4 (s, C-3), 154.0 (s, C-9), 156.2 (s, C-11), 162.0
(s, C-8).

HRMS (ClI) berechnet gefunden
C17H19NO2 [M] 269.1416 269.1434

(S)-2-(2-(tert-Butoxycarbonylamino)-3-phenylpropanthioamido)essig saure (91)

GemaR AAV 5 wurden 879 mg (2.49 mmol) Thiopeptid 90™% mit 2.70 ml (2.70 mmol)
1 M NaOH-LOsung entschitzt. Nach der Aufarbeitung (angesauert mit 1 M HCI)
wurde Saure 91 (810 mg, 2.39 mmol, 96%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelz-
punkt von 49-52< erhalten.
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 1.36 (s, 9 H, 1-H), 3.07 (m, 2 H, 5-H ), 4.05 (d,
2J11a110= 19.5 Hz, 1 H, 11-H,), 4.34 (d, 2J11p11a= 19.2 Hz, 1 H, 11-Hy), 5.33 (m, 1 H,
4-H), 5.75 (d, 3Jama = 9.2 Hz, 1 H, NH), 7.24-7.31 (sh, 5 H, 7-H, 8-H, 9-H), 8.64 (s,
1 H, NH), 10.11 (bs, 1 H, OH).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 28.2 (q, C-1), 43.5 (t, C-5), 46.9 (t, C-11), 60.3 (d,
C-4), 81.3 (s, C-2), 126.8 (d, C-9), 128.4 (d, C-7), 129.3 (d, C-8), 136.5 (s, C-6),
155.7 (s, C-3), 170.9 (s, C-12), 203.3 (s, C-10).

Optische Drehung: [a]?'p = +28.2°(c = 1.1, CHCl )

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C16H23N204S [M+H]* 339.1378 339.1372

Elementaranalyse:

C16H2oN204S ber. C 56.78 H 6.55 N 8.28
(338.42) gef. C 56.57 H6.41 N 7.80

154



Experimenteller Tell

(S)-tert-Butyl-1-(5-ox0-4,5-dihydrothiazol-2-yl)-2-phenylet  hylcarbamat (92)

Eine Losung aus 89 mg (0.26 mmol) Saure 91 in 2 ml absolutem THF wurde mit
54 mg (0.26 mmol) DCC versetzt und 30 min bei Raumtemperatur geruhrt. Der
Harnstoff wurde abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Der Ruckstand wurde
saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE/EE = 8:2), wobei Thiazolon 92
(67 mg, 0.21 mmol, 80%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 128-
130T erhalten wurde.

[DC: PE/EE = 8:2, R((92) = 0.19]

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6= 1.42 (s, 9 H, 1-H), 3.10 (dd, 2Jsasp= 13.9 Hz, 3Js5a4=
7.2 Hz, 1 H, 5-H,), 3.28 (dd, 2Jspsa = 14.0 Hz, Jsp4 = 5.7 Hz, 1 H, 5-Hp), 4.64 (d,
2112110 = J11b11a = 2.0 Hz, 2 H, 11-H), 4.91 (m, 1 H, 4-H), 5.15 (d, 2Jnns = 6.9 Hz,
1 H, NH), 7.21 (m, 2 H, 8-H), 7.26=7.35 (sh, 3 H, 7-H, 9-H).

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz): §= 28.2 (g, C-1), 38.6 (t, C-5), 55.8 (d, C-4), 72.3 (t,
C-11), 80.3 (s, C-2), 127.1 (d, C-9), 128.6 (d, C-7), 129.3 (d, C-8), 135.9 (s, C-6),
154.9 (s, C-3), 172.6 (s, C-10), 206.0 (s, C-12).

Optische Drehung: [a]**p = —=30.2°(c = 1.1, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C16H21N203S [M+H]" 321.1273 321.1241

Elementaranalyse:

Ci6H20N203S  ber. C 59.98 H 6.29 N 8.74
(320.40) gef. C 59.79 H 6.34 N 8.70

(S)-2-(1-(tert-Butoxycarbonylamino)-2-phenylethyl)thiazol-5-yltri fluoromethan-
sulfonat (93)

500 mg (1.48 mmol) S&ure 91 wurden in 15 ml absolutem DCM gelést und mit
0.82 ml (7.44 mmol) NMM versetzt. Nach Abkihlen auf 0C wurden langsam 0.49 ml
(2.95 mmol) Trifluormethansulfonsaureanhydrid zugetropft und die resultierende
gelbe Losung 30 min bei dieser Temperatur gerihrt. Das Losemittel wurde im
Vakuum entfernt und der Rickstand saulenchromatographisch (Kieselgel, PE/EE =
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9:1) gereinigt, wobei Triflat 93 (632 mg, 1.40 mmol, 95%) als gelber Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 80-82<T erhalten wurde.

[DC: PE/EE = 9:1, R(93) = 0.24]
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IH-NMR (CDCls, 400 MHz): 8= 1.42 (s, 9 H, 1-H), 3.26 (m, 1 H, 5-H.), 3.32 (dd,

2Jspsa = 13.8 Hz, 2Jsps = 5.8 Hz, 1 H, 5-Hy), 4.94-5.28 (sh, 2 H, 4-H, NH), 7.11 (m,

2 H, 8-H), 7.25-7.33 (sh, 3 H, 7-H, 9-H), 7.60 (s, 2 H, 11-H).

3C-NMR (CDClz, 100 MHz): 6= 28.2 (q, C-1), 40.8 (t, C-5), 54.2 (d, C-4), 80.6 (s,
C-2), 118.6 (q, 2Jiar = 320 Hz, C-13), 127.2 (d, C-9), 128.7 (d, C-7), 129.3 (d, C-8),
133.5 (s, C-11), 135.7 (s, C-6), 146.0 (s, C-12), 154.8 (s, C-3), 169.2 (s, C-10).

YF-NMR (CDCl;, 400 MHz): = —71.2 (g, CFs).
Optische Drehung: [a]*'p = —18.6°(c = 1.2, CHCI 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C17H20N205F3S; [M+H]” 453.0765 453.0740

Elementaranalyse:

C17H10F3N>05S, ber. C 45.13 H 4.23 N 6.19
(452.47) gef. C 45.43 H4.13 N 5.90

(S)-tert-Butyl-2-phenyl-1-(thiazol-2-yl)ethylcarbamat (94) ~ %18

Unter Stickstoffatmosphare wurden 916 mg (203 mmol) Triflat 93, 35 mg (0.16 mmol)
Palladium(ll)-acetat und 168 mg (0.64 mmol) Triphenylphosphin in 10 ml absolutem
THF geldst und auf 60C erwarmt. Bei dieser Temperatur wurde eine Losung von
0.57 ml (4.10 mmol) Triethylamin und 0.16 ml (4.10 mmol) Ameisensaure in 10 ml
absolutem THF langsam zugetropft und die Reaktionsmischung 4 Stunden bei 60C
geruhrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung mit
Ethylacetat verdinnt und nacheinander mit 1 M KHSO,4-Lésung, ges. NaHCOs-
Lésung, Wasser sowie ges. NaCl-Lésung gewaschen und Uber Na,SO4 getrocknet.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand séaulenchromato-
graphisch (Kieselgel, PE/EE = 8:2) gereinigt, wobei Boc-Dolaphenin 94 (543 mg,

'8 Neuartige Synthese des literaturbekannten Boc-Dolaphenin.
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1.78 mmol, 88%, 93% ee) als gelblicher Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 78—
80T erhalten wurde.

[DC: PE/EE = 8:2, R((94) = 0.17]

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 8= 1.42 (s, 9 H, 1-H), 3.33 (m, 2 H, 5-H), 5.24-5.30 (sh,
2 H, 4-H, NH), 7.11 (m, 2 H, 8-H), 7.22-7.28 (sh, 4 H, 7-H, 9-H, 12-H), 7.77 (d, *J11.1>
= 3.6 Hz, 1 H, 11-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 28.2 (g, C-1), 41.9 (t, C-5), 53.6 (d, C-4), 79.9 (s,
C-2), 118.7 (d, C-12), 126.8 (d, C-9), 128.4 (d, C-7), 129.4 (d, C-8), 136.5 (s, C-6),
142.6 (s, C-11), 154.9 (s, C-3), 171.7 (s, C-10).

HPLC (Chiralcel OD-H, Hexan:iso-Propanol = 98:2, 1 ml/min):
(S)-94: tr = 14.16 min
(R)-94: tg = 17.40 min

Optische Drehung: [a]*p = —25.5°(c = 1.1, CHCl 3, 93% ee)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C16H21N>0O5S [M'*'H]Jr 305.1323 305.1311

Elementaranalyse:

C16H2oN204S ber. C 63.13 H 6.62 N 9.20
(304.41) gef. C 63.47 H7.27 N 9.12

(R)-2-((2S,39)-1-(((R)-1-(4-((2R,4S)-5-Methoxy-4-methyl-5-0x0-1-phenylpentan-2-
ylcarbamoyl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl)-4-methylpentan-3-yl)(methyl)Jam  ino0)-3-
methyl-1-oxopentan-2-ylcarbamoyl)piperidin-1-carbon saurebenzylester (100a)

Gemald AAV 12 wurden 213 mg (0.41 mmol) Azid 74, 165 mg (0.60 mmol) Alkin 78,
120 pl (120 pmol) 1 M CuSOy-Loésung und 120 pl (120 pmol) 1 M Natriumascorbat-
Losung umgesetzt (tert-Butanol/Wasser). Nach Aufarbeitung und séulenchromato-
graphischer Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 3:7) wurde Triazol 100a (310 mg,
0.39 mmol, 96%) als weilRer Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 92-94<C
erhalten.

[DC: Hexan/EE = 3:7, R¢(100a) = 0.19]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 0.78 (d, %J1517 = 6.6 Hz, 3 H, 18-H), 0.87 (m, 3 H,
24-H), 0.94-0.97 (sh, 6 H, 18'-H, 25-H), 1.08 (m, 1 H, 23-Ha), 1.16 (d, 3Js> = 7.1 Hz,
3 H, 3-H), 1.38-1.49 (sh, 2 H, 29-Hay, 30-Hay), 1.49-1.70 (sh, 5 H, 4-Ha, 23-Hp,
28-Hay, 29-Heq, 30-Heg), 1.70-1.87 (sh, 2 H, 4-Hy, 15-Ha), 2.23-2.34 (sh, 2 H, 15-H,
28-Heg), 2.62 (M, 1 H, 2-H), 2.86-2.96 (sh, 3 H, 29-H, 31-H), 3.04 (s, 3 H, 19-H),
3.06 (s, 3 H, 38-H), 4.09 (M, 1 H, 31-Heg), 4.18-4.31 (sh, 3 H, 14-H, 16-H), 4.43 (m,
1 H, 5-H), 4.79 (dd, 3J2122 = 331 a1t = 8.3 Hz, 1 H, 21-H), 4.87 (m, 1 H, 27-H), 5.21 (d,
2Jasasab = 12.3 Hz, 1 H, 33-H,), 5.16 (d, 2Jssp33a = 12.5 Hz, 1 H, 33-Hy), 6.66 (bs, 1 H,
NH), 6.96 (d, 3Jnns = 9.2 Hz, 1 H, NH), 7.19-7.24 (sh, 3 H, 8-H, 10-H), 7.27-7.40
(sh, 7 H, 9-H, 35-H, 36-H, 37-H), 8.11 (s, 1 H, 13-H).

13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): J= 10.9 (g, C-24), 15.9 (q, C-25), 17.7 (q, C-3), 19.3 (q,
C-18), 19.7 (g, C-18"), 29.0 (t, C-29), 24.4 (t, C-30), 24.5 (t, C-23), 26.1 (t, C-28), 29.6
(q, C-19), 29.8 (d, C-17), 30.4 (t, C-15), 36.5 (2 d, C-2, C-22), 37.0 (t, C-4), 41.3 (t,
C-6), 42.3 (t, C-31), 48.1 (t, C-14), 51.9 (g, C-38), 54.0 (d, C-21), 54.7 (d, C-27), 57.8
(d, C-16), 67.9 (t, C-33), 125.8 (d, C-13), 126.5 (d, C-10), 127.9, 128.1, 128.4, 128.5,
129.4 (5d, C-8, C-9, C-35, C-36, C-37), 136.1 (s, C-34), 137.3 (s, C-7), 143.0 (s,
C-12), 159.7 (s, C-11), 171.1 (s, C-20), 174.3 (s, C-26), 176.7 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 1.05 (d, 3Jig17 = 6.5 Hz, 3 H, 18-H), 3.65 (s, 3 H,
38-H), 3.73 (M, 1 H, 31-Hay), 6.51 (bs, 1 H, NH).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.2 (g, C-24), 14.1 (q, C-25), 16.1 (g, C-3), 60.3 (d,
C-16), 67.5 (t, C-33).

Optische Drehung: [0]*p = +14.5°(c = 1.0, CHCl 5)

HRMS (CI) berechnet gefunden
Cu3He2N7O7 [M+H]+ 788.4710 788.4730
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(R)-2-((2S,3S)-1-(((R)-1-(4-((S,E)-5-Methoxy-5-o0x0-1-phenylpent-3-en-2-ylcarba-
moyl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl)-4-methylpentan-3-yl)(methyl)Jam  ino)-3-methyl-1-oxo-
pentan-2-ylcarbamoyl)piperidin-1-carbonsaurebenzyle ster (100b)

Gemald AAV 12 wurden 165 mg (0.32 mmol) Azid 74, 124 mg (0.48 mmol) Alkin 77,
80 pl (80 pmol) 1 M CuSO4-Ldsung und 80 ul (80 umol) 1 M Natriumascorbat-Lésung
umgesetzt (DMSO/Wasser). Nach Aufarbeitung und sdulenchromatographischer
Reinigung (Kieselgel, PE/EE = 4:6, 3:7) wurde Triazol 100b (197 mg, 0.26 mmol,
81%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 132—-134<C erhalten.

[DC: PE/EE = 3:7, R((100b) = 0.30]
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Hauptrotamer

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): & = 0.60 (m, 3 H, 17-H), 0.72-0.82 (sh, 6 H, 17"H,
24-H), 0.86 (d, 33201 = 6.7 Hz, 3 H, 22-H), 1.04 (m, 1 H, 23-H,), 1.22-1.34 (sh, 2 H,
28-Hay, 29-Hay), 1.40-1.55 (sh, 5 H, 16-H, 23-Hp, 27-Hax, 28-Heq, 29-Heg), 1.83 (m,
1H, 21-H), 1.97 (m, 1 H, 14-H,), 2.08 (M, 1 H, 27-Heg), 2.18 (M, 1 H, 14-Hy), 2.88—
3.06 (sh, 5 H, 5-H, 18-H, 30-Ha,), 3.58 (s, 3 H, 37-H), 3.86-4.08 (sh, 2 H, 15-H, 30-
Heq), 4.17 (M, 2 H, 13-H), 4.64 (d, 3J021= 8.9 Hz, 1 H, 20-H), 4.07 (m, 1 H, 26-H),
4.92 (M, 1 H, 4-H), 4.99 (m, 2 H, 32-H), 5.83 (dd, 3Jo5 = 15.7 Hz, “J4= 1.5 Hz, 1 H,
2-H), 6.92 (dd, 333, = 15.7 Hz, 3J34 = 5.7 Hz, 1 H, 3-H), 7.02-7.22 (sh, 10 H, 7-H,
8-H, 9-H, 34-H, 35-H, 36-H), 8.27 (s, 1 H, 12-H).

13C-NMR (MeOD, 100 MHz): = 11.1 (g, C-24), 16.3 (g, C-22), 20.2 (q, C-17), 20.4
(q, C-17’), 21.2 (t, C-28), 25.6 (2 t, C-23, C-29), 28.0 (t, C-27), 30.7, 31.1 (t, d, q,
C-14, C-16, C-18), 37.4 (d, C-21), 40.9 (t, C-5), 43.3 (t, C-30), 49.2 (t, C-13), 52.2 (q,
C-37), 53.1 (d, C-4), 55.5 (d, C-20), 56.2 (d, C-26), 59.1 (d, C-15), 68.5 (t, C-32),
122.1 (d, C-2), 127.8 (d, C-12), 128.7, 129.1, 129.5, 129.6, 130.4 (6 d, C-7, C-8, C-9,
C-34, C-35, C-36), 138.0, 138.6 (2's, C-6, C-33), 143.5 (s, C-11), 148.6 (d, C-3),
158.1 (s, C-31), 162.0 (s, C-10), 168.2 (s, C-1), 173.2 (s, C-19), 175.1 (s, C-25).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)
'H-NMR (MeOD, 400 MHz): d= 0.92 (d, ®J1716 = 6.5 Hz, 3 H, 17-H), 2.65 (s, 3 H,
18-H), 3.79 (m, 1 H, 15-H), 4.82 (m, 2 H, 32-H).
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13C-NMR (MeOD, 100 MHz): = 11.2 (q, C-24), 16.7 (g, C-22), 20.3 (q, C-17), 21.0
(q, C-17’), 21.1 (t, C-28), 28.4 (t, C-27), 29.1 (q, C-18), 32.4, 32.5 (t, d, C-14, C-16),
38.6 (d, C-21), 53.0 (d, C-4), 54.3 (d, C-20), 62.0 (d, C-15), 127.6 (d, C-12), 157.6 (s,
C-31).

Optische Drehung: [a]*'p = —28.1°(c = 0.8, MeOH)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
CaoHs58N70O7 [l\/|‘|'|‘|]+ 772.4397 772.4348

(R)-2-((2S,3S)-1-(((R)-1-(4-((S)-1-Methoxy-1-ox0-3-phenylpropan-2-ylcarbamoyl)-
1H-1,2,3-triazol-1-yl)-4-methylpentan-3-yl)(methyl)am  ino)-3-methyl-1-oxopen-
tan-2-ylcarbamoyl)piperidin-1-carbonsaurebenzyleste r (100c)

Gemald AAV 12 wurden 200 mg (0.39 mmol) Azid 74, 136 mg (0.59 mmol) Alkin 76,
80 pl (80 pmol) 1 M CuSO4-Ldsung und 80 ul (80 pumol) 1 M Natriumascorbat-Lésung
umgesetzt (tert-Butanol/Wasser). Nach Aufarbeitung und sdulenchromatographischer
Reinigung (Kieselgel, PE/EE = 4:6) wurde Triazol 100c (270 mg, 0.36 mmol, 93%)
als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 94—-96<C erhalten.

[DC: PE/EE = 4:6, R¢(54) = 0.16]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.76 (d, 3J1s14= 6.4 Hz, 3 H, 15-H), 0.80-0.98 (sh,
9 H, 15-H, 20-H, 22-H), 1.18 (m, 1 H, 21-H.), 1.32-1.78 (sh, 7 H, 14-H, 21-Hp,
25-Hay, 26-H, 27-H), 1.84 (m, 1 H, 19-H), 2.00 (m, 1 H, 12-Ha), 2.08-2.38 (sh, 2 H,
12-Hp, 25-Heg), 3.05 (s, 3 H, 16-H), 3.12-3.38 (sh, 3 H, 3-H, 28-Hy), 3.71 (s, 3 H,
35-H), 3.97 (M, 1 H, 28-Heg), 4.12-4.34 (3 H, 11-H, 13-H), 4.64 (m, 1 H, 18-H), 4.78
(m, 1 H, 24-H), 4.98-5.18 (sh, 3 H, 2-H, 30-H), 7.12-7.30 (sh, 11 H, 5-H, 6-H, 7-H,
32-H, 33-H, 34-H, NH), 7.60 (m, 1 H, NH), 8.21 (s, 1 H, 10-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 10.8 (g, C-22), 15.8 (g, C-20), 19.2 (g, C-15), 19.5
(q, C-15"), 20.0 (t, C-26), 24.4 (t, C-27), 24.5 (t, C-21), 26.3 (t, C-25), 29.8 (d, C-14),
30.2 (g, C-16), 30.6 (t, C-12), 36.2 (d, C-19), 38.0 (t, C-3), 42.2 (t, C-28), 48.1 (t,
C-11), 50.6 (q, C-35), 53.0 (d, C-2), 54.2 (d, C-18), 54.5 (d, C-24), 58.2 (d, C-13),
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67.9 (t, C-30), 126.3 (d, C-10), 127.0 (d, C-7), 127.8, 128.1, 128.4, 128.6, 129.1 (5 d,
C-5, C-6, C-32, C-33, C-34), 135.6, 135.8 (2 s, C-4, C-31), 156.8 (s, C-29), 159.8 (s,
C-8), 171.3 (s, C-1), 172.5 (s, C-17), 174.6 (s, C-23).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): &= 1.02 (d, 3Jis.14 = 6.3 Hz, 3 H, 15-H), 2.58 (s, 3 H,
16-H), 2.86 (M, 1 H, 28-Hay), 3.67 (s, 3 H, 35-H), 3.75 (m, 1 H, 13-H), 4.46 (m, 1 H,
11-H), 6.62 (bs, 1 H, NH).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.1 (g, C-22), 16.1 (g, C-20), 20.1 (g, C-15), 20.0
(t, C-26), 27.4 (g, C-16), 31.2 (d, C-14), 42.0 (t, C-28), 47.4 (t, C-11), 53.1 (d, C-2),
61.3 (d, C-13), 67.5 (t, C-30), 157.2 (s, C-29), 160.0 (s, C-8).

Optische Drehung: [0]*°p = +19.7°(c = 1.0, CHCl 5)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
CaoHs5N707 [M+H]" 745.4163 745.4163

(2S,4R)-4-(1-((R)-3-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-methylpiperidin-2-carbox-
amido)pentanamido)-4-methylpentyl)-1  H-1,2,3-triazol-4-carboxamido)-2-methyl-
5-phenylpentansauremethylester (101a)

Gemald AAV 7 wurden 193 mg (0.25 mmol) Tetrapeptid 100a mit 27 mg Pd/C (10%)
entschitzt und anschlieRend mit 22 mg (0.25 mmol) Paraformaldehyd und 17 mg
(0.26 mmol) Natriumcyanoborhydrid nach AAV 10 umgesetzt. Nach Aufarbeitung
und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 97:3, 93:7)
wurde 101a (168 mg, 0.25 mmol, 78%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt
von 56-58<T erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 95:5, R(101a) = 0.20]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.78 (d, *J1g17 = 6.6 Hz, 3 H, 18-H), 0.89-0.96 (sh,
6 H, 18-H, 24-H), 1.00 (d, 3Js52, = 6.7 Hz, 3 H, 25-H), 1.16 (d, *J3, = 7.1 Hz, 3 H,
3-H), 1.19-1.26 (sh, 2 H, 23-Ha, 29-Hay), 1.35 (m, 1 H, 28-Ha,), 1.48-1.84 (sh, 7 H,
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4-Ha, 17-H, 23-Hp, 28-Heq, 29-Heq, 30-H), 1.91 (m, 1 H, 22-H), 1.96-2.08 (sh, 3 H,
4-Hp, 15-Ha, 31-Hay), 2.20-2.32 (sh, 4 H, 15-Hp, 32-H), 2.49 (m, 1 H, 27-H), 2.62 (m,
1 H, 2-H), 2.86-2.96 (sh, 3 H, 6-H, 31-Hcg), 3.05 (s, 3 H, 19-H), 3.65 (s, 3 H, 33-H),
4.19-4.30 (sh, 3 H, 14-H, 16-H), 4.43 (m, 1 H, 5-H), 4.77 (dd, %Ja120 = 3Jprnm =
8.8 Hz, 1 H, 21-H), 6.96 (d, 3Jnus = 9.2 Hz, 1 H, NH), 7.04 (d, 3Jnn21 = 7.7 Hz, 1 H,
NH), 7.19-7.23 (sh, 3 H, 8-H, 10-H), 7.28 (m, 2 H, 9-H), 8.13 (s, 1 H, 13-H).

13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): J= 10.9 (g, C-24), 16.0 (g, C-25), 17.7 (q, C-3), 19.4 (q,
C-18), 19.8 (q, C-18"), 23.2 (t, C-29), 24.6 (t, C-23), 25.0 (t, C-30), 29.7 (d, C-16),
29.9 (g, C-19), 30.2 (t, C-15), 30.3 (t, C-28), 36.3 (d, C-2), 36.8 (d, C-22), 37.9 (t,
C-4), 41.4 (t, C-6), 44.8 (g, C-32), 48.1 (t, C-14), 48.2 (d, C-5), 51.7 (d, C-33), 53.0
(d, C-21), 55.3 (t, C-31), 57.4 (d, C-16), 69.5 (d, C-27), 125.6 (d, C-13), 126.4 (d,
C-10), 128.4 (d, C-8), 129.4 (d, C-9), 137.4 (s, C-7), 143.2 (s, C-12), 159.5 (s, C-11),
173.6 (s, C-20), 174.3 (s, C-26), 176.4 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): &= 1.05 (d, 3Ji1517 = 6.6 Hz, 3 H, 18-H), 2.83 (s, 3 H,
19-H), 3.75 (m, 1 H, 16-H), 4.09 (m, 3 H, 14-H), 4.86 (m, 1 H, 21-H), 8.06 (s, 1 H,
13-H).

13C_NMR (CDCls, 100 MHz): 8= 11.3 (g, C-24), 16.5 (q, C-25), 20.1 (q, C-18), 20.4
(g, C-18), 27.3 (g, C-19).

Optische Drehung: [0]*p = +19.8°(c = 1.0, CHCl 5)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
CaHs5sN7O5 [l\/|‘|'|‘|]+ 668.4499 668.4489

(S,E)-4-(1-((R)-3-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-methylpiperidin-2-carboxamido)
pentanamido)-4-methylpentyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-carboxamido)-5-phenylpenten-
sauremethylester (101b)

Gemald AAV 7 wurden 43 mg (56 pmol) Tetrapeptid 100b mit 18 mg Pd/C (10%)
entschitzt und anschlieBend mit 6 mg (64 pmol) Paraformaldehyd und 4 mg
(60 umol) Natriumcyanoborhydrid nach AAV 10 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 93:7) wurde 101b
(28 mg, 43 pumol, 77%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 62—64C
erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 93:7, R(101b) = 0.19]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): J = 0.78 (d, 3J1716 = 6.5 Hz, 3 H, 17-H), 0.87-0.94 (sh,
6 H, 17*-H, 24-H), 1.00 (d, 3J221 = 6.7 Hz, 3 H, 22-H), 1.13-1.25 (sh, 2 H, 23-H,,
28-Hay), 1.35 (M, 1 H, 27-Hyy), 1.53-1.84 (sh, 7 H, 3-Ha, 16-H, 23-Hp, 27-Heq, 28-Heq,
29-H), 1.95 (m, 1 H, 21-H), 1.97-2.10 (sh, 3 H, 3-Hy, 14-Ha, 30-Hay), 2.24 (s, 3 H,
31-H), 2.30 (m, 1 H, 14-Hy), 2.41 (t, 33,3 = 7.5 Hz, 2 H, 2-H), 2.48 (m, 1 H, 26-H),
2.85-2.99 (sh, 3 H, 5-H, 30-Heg), 3.05 (s, 3 H, 18-H), 3.63 (s, 3 H, 32-H), 4.18-4.32
(sh, 2 H, 15-H, 13-H), 4.41 (m, 1 H, 4-H), 4.77 (dd, 3J2021 = %Joonn = 8.8 Hz, 1 H,
20-H), 7.00-7.10 (sh, 2 H, NH, NH), 7.19-7.31 (sh, 5 H, 7-H, 8-H, 9-H), 8.14 (s, 1 H,
12-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 5= 10.6 (g, C-24), 15.8 (g, C-22), 19.2 (g, C-17), 19.7
(g, C-177), 23.0 (t, C-28), 24.4 (1, C-23), 24.7 (t, C-29), 29.0 (t, C-3), 29.5 (t, C-14),
29.6 (g, C-18), 30.0 (d, C-16), 30.1 (t, C-27), 30.7 (t, C-2), 36.6 (d, C-21), 41.2 (t,
C-5), 44.6 (q, C-31), 47.9 (t, C-13), 49.5 (d, C-4), 51.4 (g, C-32), 52.7 (d, C-20), 55.1
(t, C-30), 57.3 (d, C-15), 69.3 (d, C-26), 125.4 (d, C-12), 126.3 (d, C-9), 128.2 (d,
C-7), 129.1 (d, C-8), 137.2 (s, C-6), 142.9 (s, C-11), 159.5 (s, C-10), 173.3 (2 s, C-1,
C-19), 174.1 (s, C-25).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 1.05 (d, ®J1716 = 6.6 Hz, 3 H, 17-H), 2.82 (s, 3 H,
18-H), 3.48 (m, 1 H, 4-H), 3.73 (m, 1 H, 15-H), 8.07 (s, 1 H, 12-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.1 (q, C-24), 16.3 (g, C-22), 19.8 (g, C-17), 20.2
(q, C-17"), 41.1 (t, C-5), 135.2 (s, C-6).

Optische Drehung: [a]?% = —-0.8°(c = 1.0, CHCI 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C3sHseN7O5 [M+H]* 654.4343 654.4336

Elementaranalyse:

CssHs5N705 ber. C 64.29 H 8.48 N 15.00
(653.85) gef. C 64.15 H 8.67 N 14.17
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(S)-2-(1-((R)-3-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-methylpiperidin-2-carboxamido)
pentanamido)-4-methylpentyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-carboxamido)-3-phenylpropan-
sauremethylester (101c)

Gemald AAV 7 wurden 168 mg (0.21 mmol) Tetrapeptid 100c mit 19 mg Pd/C (10%)
entschitzt und anschlieRend mit 21 mg (0.22 mmol) Paraformaldehyd und 16 mg
(0.24 mmol) Natriumcyanoborhydrid nach AAV 10 umgesetzt. Nach Aufarbeitung
und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 93:7) wurde
101c (106 mg, 0.17 mmol, 79%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von
58—60<C erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 93:7, R(101c) = 0.19]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.76 (d, 3J1514= 6.6 Hz, 3 H, 15-H), 0.87-0.94 (sh,
6 H, 15-H, 22-H), 0.98 (d, %Js010 = 6.7 Hz, 3 H, 20-H), 1.13-1.25 (sh, 2 H, 21-Hj,
26-Ha), 1.35 (M, 1 H, 25-Ha), 1.45-1.79 (sh, 6 H, 14-H, 21-Hy,, 25-Heq, 26-Heq,
27-Heg), 1.89 (M, 1 H, 19-H), 1.95-2.05 (sh, 2 H, 12-Ha, 28-Hay), 2.22 (s, 3 H, 29-H),
2.28 (M, 1 H, 12-Hy), 2.48 (m, 1 H, 24-H), 2.89 (m, 1 H, 28-He), 3.03 (s, 3 H, 16-H),
3.18 (dd, “Jzaap = 13.9 Hz, 3J322 = 5.9 Hz, 1 H, 3-H,), 3.23 (dd, Jap 32 = 14.0 Hz, 3J3p4
= 5.9 Hz, 1 H, 3-Hy), 3.71 (s, 3 H, 30-H), 4.15-4.30 (sh, 2 H, 11-H, 13-H), 4.75 (dd,
331810 = *J1gnn = 8.9 Hz, 1 H, 18-H), 5.04 (ddd, *Jonn = 8.2 Hz, 2J254= 2Ja5p = 6.2 Hz,
1 H, 2-H), 7.03 (d, *Jnn1s= 9.1 Hz, 1 H, NH), 7.17 (m, 2 H, 6-H), 7.20-7.29 (sh, 3 H,
5-H, 7-H), 7.53 (d, 3Jnu2= 8.2 Hz, 1 H, NH), 8.16 (s, 1 H, 10-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 5= 10.8 (g, C-22), 16.0 (g, C-20), 19.4 (g, C-15), 19.9
(g, C-15"), 23.1 (t, C-26), 24.6 (t, C-21), 25.0 (t, C-27), 29.6 (t, C-12), 29.8 (g, C-16),
30.2 (d, C-14), 30.3 (t, C-25), 36.8 (d, C-19), 38.1 (t, C-3), 44.8 (g, C-29), 48.0 (t,
C-11), 52.2 (g, C-30), 52.9, 53.0 (2 d, C-2, C-18), 55.3 (t, C-28), 57.4 (d, C-13), 69.5
(d, C-24), 125.8 (d, C-10), 127.0 (d, C-7), 128.5 (d, C-5), 129.1 (d, C-6), 135.8 (s,
C-4), 142.6 (s, C-9), 159.5 (s, C-8), 171.4 (s, C-1), 173.5 (s, C-179, 174.2 (s, C-23).
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5= 1.03 (d, %Ji514 = 6.6 Hz, 3 H, 15-H), 2.80 (s, 3 H,
16-H), 4.09 (m, 1 H, 13-H), 4.48 (m, 1 H, 11-H), 4.85 (dd, 3Jisnm = 9.6 Hz, 3J1g10 =
6.3 Hz, 1 H, 18-H), 8.09 (s, 1 H, 10-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.3 (q, C-22), 16.5 (g, C-20), 20.0 (g, C-15), 20.4
(q, C-15), 27.2 (g, C-16), 47.5 (t, C-11).

Optische Drehung: [0]*°b = +30.2°(c = 0.7, CHCl 5)

HRMS (CI) berechnet gefunden

Cs3Hs52N7Os [M+H]" 626.4030 626.4060

Elementaranalyse:

Ca3Hs51N7O5 ber. C 63.34 H 8.21 N 15.67
(625.80) gef. C 63.09 H 8.34 N 15.29

(2S,4R)-4-(1-((R)-3-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-Methylpiperidin-2-carbox-
amido)pentanamido)-4-methylpentyl)-1  H-1,2,3-triazol-4-carboxamido)-2-methyl-
5-phenylpentansaure-TFA-Salz (102a)

Gemald AAV 5 wurden 57 mg (85 pmol) 101a mit 200 pl (200 umol) 1 M NaOH-
Losung bei 80C entschutzt (Dioxan, 4 h). Nach Aufarbeitung (angesauert mit TFA)
und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 9:1) wurde
Triazolpratubulysin 102a (63 mg, 82 umol, 97%) als weil3er Feststoff mit einem
Schmelzpunkt von 100-102<T erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 9:1, R(102a) = 0.16]

Hauptrotamer

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): = 0.79 (d, ®J1517 = 6.5 Hz, 3 H, 18-H), 0.92-0.97 (sh,
6 H, 18-H, 24-H), 1.04 (d, 3Js523 = 6.7 Hz, 3 H, 25-H), 1.17 (d, ®Js3, = 7.0 Hz, 3 H,
3-H), 1.25 (m, 1 H, 23-H,), 1.52-1.70 (sh, 3 H, 4-Ha,, 23-Hp, 29-Hay), 1.72-1.87 (sh,
3 H, 17-H, 28-Hay, 30-Hay), 1.88-2.04 (sh, 4 H, 4-Hy, 22-H, 29-Heq, 30-Heg), 2.08-2.20
(sh, 2 H, 15-H,, 28-Heg), 2.33 (M, 1 H, 15-Hy), 2.56 (M, 1 H, 2-H), 2.73 (s, 3 H, 32-H),
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2.88 (d, %Js5 = 6.7 Hz, 2 H, 6-H), 3.02-3.14 (sh, 4 H, 19-H, 31-Hy,), 3.49 (m, 1 H,
31-Heg), 3.77 (dd, 2Jo7.28eq = 11.8 Hz, J2728ax = 2.4 Hz, 1 H, 27-H), 4.11 (m, 1 H,
16-H), 4.26-4.47 (sh, 3 H, 5-H, 14-H), 4.69 (d, 3J212, = 7.8 Hz, 1 H, 21-H), 7.15 (m,
1 H, 10-H), 7.18-7.28 (sh, 3 H, 8-H, 9-H), 8.32 (s, 1 H, 13-H).

13C-NMR (MeOD, 100 MHz): J= 11.3 (g, C-24), 16.2 (g, C-25), 18.6 (q, C-3), 20.2 (q,
C-18), 20.4 (q, C-18’), 22.3 (t, C-29), 24.0 (t, C-30), 25.5 (t, C-23), 30.2 (d, C-17),
30.9 (t, C-28), 31.0 (t, g, C-15, C-19), 37.4 (d, C-22), 37.8 (d, C-2), 39.2 (t, C-3), 42.4
(g, C-32), 42.9 (t, C-6), 49.2 (t, C-14), 50.5 (d, C-5), 56.1 (t, C-31), 56.2 (d, C-21),
59.7 (d, C-16), 68.0 (d, C-27), 118.3 (q, 2Jcr = 292 Hz, CFsCOOH), 127.3, 127.4
(2d, C-10, C-13), 129.3 (d, C-8), 130.5 (d, C-9), 139.6 (s, C-7), 144.0 (s, C-12),
162.1 (s, C-11), 163.0 (q, %Jcr = 34.3 Hz, CF3COOH), 169.3 (s, C-20), 174.7 (s,
C-27), 179.9 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

IH-NMR (MeOD, 400 MHz): = 0.90 (m, 3 H, 24-H), 0.99 (m, 3 H, 25-H), 1.06 (m,
3 H, 18-H), 1.13 (m, 3 H, 3-H), 2.78 (s, 3 H, 32-H), 3.85 (dd, J2728eq = 11.9 Hz,
3357280 = 2.4 Hz, 1 H, 27-H), 4.79 (d, 331> = 4.6 Hz, 1 H, 21-H), 8.30 (s, 1 H, 13-H).

13C-NMR (MeOD, 100 MHz): = 11.6 (g, C-24), 16.3 (g, C-25), 20.6 (q, C-18), 28.4
(g, C-19), 37.5 (d, C-22), 39.3 (t, C-3), 43.2 (q, C-32), 52.3 (d, C-5), 54.9 (t, C-31),
56.9 (d, C-21), 62.3 (d, C-16), 139.7 (s, C-7), 143.9 (s, C-12), 170.0 (s, C-20), 173.4
(s, C-27), 178.3 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]?%5 = —19.2°(c = 1.1, MeOH)

HRMS (CI) berechnet gefunden
Cas5Hs56N7O5 [l\/|‘|'|‘|]+ 654.4343 654.4368

(R)-4-(1-((R)-3-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-methylpiperidin-2-carboxamido)
pentanamido)-4-methylpentyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-carboxamido)-5-phenylpentan-
saure-TFA-Salz (102b)

Gemald AAV 5 wurden 78 mg (0.12 mmol) 101b mit 0.24 ml (0.24 mmol) 1 M NaOH-
Losung bei Raumtemperatur entschitzt (Dioxan, 16 h). Nach Aufarbeitung
(angesauert mit TFA) und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel,
DCM/MeOH = 85:15) wurde 102b (93 mg, 0.12 mmol, 99%) als weil3er Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 122-124<C erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 85:15, R(102b) = 0.33]
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Hauptrotamer

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): = 0.79 (d, ®J1716 = 6.5 Hz, 3 H, 17-H), 0.89-0.99 (sh,
6 H, 17-H, 24-H), 1.04 (d, %Jx01 = 6.8 Hz, 3 H, 22-H), 1.25 (m, 1 H, 23-H,), 1.54—
1.64 (sh, 2 H, 23-Hp, 28-Hy), 1.73-2.03 (sh, 8 H, 3-H, 16-H, 21-H, 27-Hax, 28-He,
29-H), 2.08-2.20 (sh, 2 H, 14-H,, 27-Heg), 2.30-2.44 (sh, 3 H, 2-H, 14-Hy), 2.72 (s,
3 H, 31-H), 2.91 (d, %Js4 = 7.0 Hz, 2 H, 5-H), 3.08 (m, 1 H, 30-Ha,), 3.11 (s, 3 H,
18-H), 3.49 (m, 1 H, 30-Heg), 3.78 (M, 1 H, 26-H), 4.11 (m, 1 H, 15-H), 4.26-4.47 (sh,
3 H, 4-H, 13-H), 4.69 (d, %J5021 = 7.9 Hz, 1 H, 20-H), 7.13-7.28 (sh, 5 H, 7-H, 8-H,
9-H), 8.34 (s, 1 H, 12-H).

13C-NMR (MeOD, 100 MHz): = 11.3 (q, C-24), 16.2 (q, C-22), 20.2 (q, C-17), 20.4
(g, C-17"), 22.3 (t, C-28), 24.0 (t, C-29), 25.5 (t, C-23), 30.2 (t, C-3), 30.7 (t, C-14),
30.8 (g, C-18), 30.9 (d, C-16), 31.0 (t, C-27), 31.9 (t, C-2), 37.4 (d, C-21), 42.1 (t,
C-5), 42.9 (g, C-31), 49.2 (t, C-13), 51.8 (d, C-4), 56.1 (d, C-20), 56.2 (t, C-30), 59.6
(d, C-15), 68.1 (d, C-26), 118.3 (q, “Jcr = 296 Hz, CFsCOOH), 127.3 (d, C-12), 127.4
(d, C-9), 129.4 (d, C-7), 130.4 (d, C-8), 139.7 (s, C-6), 143.9 (s, C-11), 162.3 (s,
C-10), 163.0 (q, %Jcr= 34.0 Hz, CF3COOH), 169.3 (s, C-19), 174.7 (s, C-25), 176.7
(s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): = 2.72 (s, 3 H, 31-H), 2.79 (s, 3 H, 18-H), 4.79 (d,
335021 = 4.6 Hz, 1 H, 20-H), 8.32 (s, 1 H, 12-H).

*C-NMR (MeOD, 100 MHz): 6= 11.3 (q, C-24), 16.3 (q, C-22), 20.6 (q, C-17), 28.4
(g, C-18), 62.3 (d, C-15), 143.9 (s, C-11), 169.9 (s, C-19), 173.4 (s, C-25).

Optische Drehung: [a]**p = —27.4°(c = 1.0, MeOH)

HRMS (CI) berechnet gefunden
C34Hs4N705 [M+H]* 640.4186 640.4193
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(S)-2-(1-((R)-3-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-methylpiperidin-2-carboxamido)
pentanamido)-4-methylpentyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-carboxamido)-3-phenylpropan-
saure-TFA-Salz (102c)

Gemald AAV 5 wurden 83 mg (0.13 mmol) 101c mit 0.27 ml (0.27 mmol) 1 M NaOH-
Lésung bei Raumtemperatur entschitzt (Dioxan, 16 h). Nach Aufarbeitung
(angesauert mit TFA) und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel,
DCM/MeOH = 85:15) wurde 102c (86 mg, 0.12 mmol, 89%) als weil3er Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 128-130C erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 85:15, R{102c) = 0.13]
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Hauptrotamer

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): = 0.78 (d, J1514 = 6.5 Hz, 3 H, 15-H), 0.88-0.99 (sh,
6 H, 15-H, 22-H), 1.03 (d, %Jx019 = 6.7 Hz, 3 H, 20-H), 1.24 (m, 1 H, 21-H,), 1.52—
1.68 (sh, 2 H, 21-Hp, 26-Hay), 1.73-1.96 (sh, 6 H, 14-H, 19-H, 25-Hay, 26-Heq, 27-H),
2.08-2.20 (sh, 2 H, 12-H,, 25-Heg), 2.33 (m, 1 H, 12-Hp), 2.73 (s, 3 H, 29-H), 3.08 (m,
1 H, 28-Ha), 3.10 (s, 3 H, 16-H), 3.17 (dd, %Jzasp = 13.9 Hz, 3J3.0= 8.2 Hz, 1 H,
3-Ha), 3.35 (M, 1 H, 3-Hy), 3.49 (m, 1 H, 28-Heg), 3.78 (M, 1 H, 24-H), 4.11 (m, 1 H,
13-H), 4.32 (m, 2 H, 11-H), 4.69 (d, ®J1g10 = 7.8 Hz, 1 H, 18-H), 4.88 (m, 1 H, 2-H),
7.13-7.38 (sh, 5 H, 5-H, 6-H, 7-H), 8.39 (s, 1 H, 10-H).

13C-NMR (MeOD, 100 MHz): d= 11.3 (g, C-22), 16.2 (g, C-20), 20.2 (g, C-15), 20.4
(g, C-15"), 22.3 (t, C-26), 24.0 (t, C-27), 25.5 (t, C-21), 30.2 (d, C-14), 30.9 (t, C-25),
31.0 (t, g, C-12, C-16), 37.4 (d, C-19), 38.4 (g, C-29), 49.3 (t, C-11), 54.8 (d, C-2),
56.1 (d, C-18), 56.2 (t, C-28), 59.6 (d, C-13), 68.1 (d, C-24), 118.3 (q, 2Jcr = 289 Hz,
CF3COOH), 127.5 (d, C-10), 127.9 (d, C-7), 129.5 (d, C-5), 130.4 (d, C-6), 138.2 (s,
C-4), 143.5 (s, C-9), 162.0 (s, C-8), 163.0 (g, 3Jcr = 34.0 Hz, CFsCOOH), 169.2 (s,
C-17), 174.3 (s, C-23), 174.7 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): o= 2.77 (s, 3 H, 16-H), 4.78 (d, ®J1g19 = 4.5 Hz, 1 H,
18-H), 8.38 (s, 1 H, 10-H).
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13C-NMR (MeOD, 100 MHz): = 11.9 (g, C-22), 16.3 (g, C-20), 20.6 (q, C-15), 24.1
(t, C-27), 28.4 (d, C-14), 37.5 (t, C-19), 43.3 (q, C-29), 62.3 (d, C-13), 169.9 (s, C-17),
173.3 (s, C-23).

Optische Drehung: [a]*!p = —6.1°(c = 1.1, MeOH)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
CaoHs50N7O5 [M+H]+ 612.3873 612.3884

(R)-2-((2S,3S)-3-Methyl-1-(methyl(( R)-4-methyl-1-(4-(( S)-2-phenyl-1-(thiazol-2-
yhethylcarbamoyl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl)pentan-3-yl)Jamino)-1-oxopentan-  2-yl-
carbamoyl)piperidin-1-carbonséaurebenzylester (103)

Gemald AAV 12 wurden 215 mg (0.42 mmol) Azid 74, 161 mg (0.63 mmol, 93% ee)
Alkin 79, 130 ul (130 umol) 1 M CuSOgs-Lésung und 130 pl (130 umol) 1M
Natriumascorbat-Lésung umgesetzt (tert-Butanol/Wasser). Nach Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, PE/EE = 2:8) wurde Triazol 103
(320 mg, 0.42 mmol, 99%, >95% ds) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt
von 150-152<C erhalten.

[DC: PE/EE = 2:8, R{(103) = 0.18]
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Hauptrotamer

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): &= 0.70 (m, 3 H, 17-H), 0.82-0.93 (sh, 6 H, 17"H,
24-H), 0.96 (d, 33201 = 6.6 Hz, 3 H, 22-H), 1.14 (m, 1 H, 23-H,), 1.33-1.44 (sh, 2 H,
28-Hay, 29-Hay), 1.50—1.80 (sh, 5 H, 16 H, 23-Hp, 27-Hay, 28-Heq, 29-Heg), 1.94 (m,
1 H, 21-H), 2.09 (M, 1 H, 14-H,), 2.18 (M, 1 H, 27-Heg), 2.28 (M, 1 H, 14-Hy), 3.04 (s,
3 H, 18-H), 3.13 (m, 1 H, 30-Hay), 3.34 (dd, 2Jsasp = 14.0 Hz, 2Jsas = 9.2 Hz, 1 H,
5-Ha), 3.50 (dd, 2Jspsa = 13.8 Hz, 2Jsps = 5.7 Hz, 1 H, 5-Hp), 3.96-4.14 (sh, 15-H,
30-Heg), 4.27 (M, 2 H, 13-H), 4.73 (d, 3J021 = 8.9 Hz, 1 H, 20-H), 4.80 (bs, 1 H,
26-H), 5.10 (M, 2 H, 32-H), 5.75 (dd, 3Jasa= 9.1 Hz, 3J45 = 5.7 Hz, 1 H, 4-H), 7.11—
7.32 (sh, 10 H, 7-H, 8-H, 9-H, 34-H, 35-H, 36-H), 7.50 (d, 3J;>= 3.2 Hz, 1 H, 1-H),
7.77 (d,%3,1 = 3.2 Hz, 1 H, 2-H), 8.41 (s, 1 H, 12-H).
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13C-NMR (MeOD, 100 MHz): = 11.0 (g, C-24), 16.2 (q, C-22), 20.3 (q, C-17), 21.2
(t, C-28), 25.6 (2 t, C-23, C-29), 28.1 (t, C-27), 30.7, 31.0 (t, d, g, C-14, C-16, C-18),
37.4 (d, C-21), 41.8 (t, C-5), 43.4 (t, C-30), 54.0 (d, C-4), 55.6 (d, C-20), 56.2 (d,
C-26), 62.1 (d, C-15), 68.5 (t, C-32), 120.9 (d, C-1), 127.9 (d, C-12), 128.7, 129.1,
129.5, 129.6 130.4 (6 d, C-7, C-8, C-9, C-34, C-35, C-36), 137.9 (s, C-33), 138.4 (s,
C-6), 143.0 (s, C-11), 143.4 (d, C-2), 162.1 (s, C-10), 173.4 (2 s, C-3, C-19), 175.1 (s,
C-25).

Das Signal von C-31 ist im NMR nicht erkennbar.
Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): 5= 1.03 (d, 3Ji7.16 = 6.5 Hz, 3 H, 17-H), 2.74 (s, 3 H,
18-H), 4.92 (s, 2 H, 32-H), 7.47 (m, 1 H, 1-H), 8.37 (s, 1 H, 12-H).

13C-NMR (MeOD, 100 MHz): = 11.2 (q, C-24), 16.7 (g, C-22), 20.1 (q, C-17), 20.9
(q, C-17"), 21.1 (t, C-28), 29.0 (g, C-18), 32.3, 32.4 (t, d, C-14, C-16), 54.3 (d, C-4),
55.5 (d, C-20), 56.1 (d, C-26), 68.2 (t, C-32), 127.7 (d, C-12).

Optische Drehung: [a]*'p = -21.9°(c = 1.0, MeOD, >95% ds)

HRMS (CI) berechnet gefunden
Ca4H47NgO4S [M'*'H]Jr 663.3441 663.3430

(R)-1-Methyl- N-((2S,3S)-3-methyl-1-(methyl(( R)-4-methyl-1-(4-(( S)-2-phenyl-1-
(thiazol-2-yl)ethylcarbamoyl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl)pentan-3-yl)amino)-1-oxo-
pentan-2-yl)piperidin-2-carboxamide (4 S-104)

(R)-1-Methyl- N-((2S,3S)-3-methyl-1-(methyl(( R)-4-methyl-1-(4-(( R)-2-phenyl-1-
(thiazol-2-yl)ethylcarbamoyl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl)pentan-3-yl)amino)-1-oxo-
pentan-2-yl)piperidin-2-carboxamide (4 R-104)

Gemald AAV 8 wurden 193 mg (0.25 mmol) Tetrapeptid 103 mit 0.46 ml (2.66 mmol)
HBr (33 Gew% in Eisessig) entschitzt und anschlieBend mit 26 mg (0.28 mmol)
Paraformaldehyd und 19 mg (0.29 mmol) Natriumcyanoborhydrid nach AAV 10
umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel,
DCM/MeOH = 95:5) wurde 104 als Diastereomerengemisch erhalten:

Fraktion 1: 74 mg (114 pmol, 46%, 78% ds) weil3er Feststoff
Fraktion 2: 22 mg (34 umol, 14%, >95% ds) weil3er Feststoff (Smp.: 70-72T)

[DC: DCM/MeOH = 9:1, R(4S-104) = 0.14]
[DC: DCM/MeOH = 9:1, R((4R-104) = 0.19]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.76 (d, *J1716 = 6.6 Hz, 3 H, 17-H), 0.88-0.92 (sh,
6 H, 17-H, 24-H), 0.97 (d, 3J221 = 6.7 Hz, 3 H, 22-H), 1.13-1.25 (sh, 2 H, 23-H,,
28-Hay), 1.33 (m, 1 H, 27-Hy), 1.64-1.79 (sh, 6 H, 16-H, 23-Hy, 27-Heq, 28-Heq,
29-H), 1.88 (m, 1 H, 21-H), 1.94-2.03 (sh, 2 H, 14-H,, 30-H), 2.22 (s, 3 H, 31-H),
2.26 (M, 1 H, 14-Hy), 2.47 (dd, ®Jz627eq = 10.9 Hz, 3J2627ax = 2.6 Hz, 1 H, 26-H), 2.89
(m, 1 H, 30-Heg), 3.03 (s, 3 H, 18-H), 3.42 (dd, *Jsa.50= %Js4 = 6.6 Hz, 2 H, 5-H), 4.15—
4.31 (sh, 3 H, 13-H, 15-H), 4.75 (dd, 335021 = %Joonn = 8.9 Hz, 1 H, 20-H), 5.79 (m,
1 H, 4-H), 7.02 (d, Inm.20= 9.3 Hz, 1 H, NH), 7.11-7.25 (sh, 6 H, 1-H, 7-H, 8-H, 9-H),
7.77 (d, 33,1 = 3.2 Hz, 1 H, 2-H), 7.82 (d, Jnu4 = 8.6 Hz, 1 H, NH), 8.15 (s, 1 H,
12-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 10.9 (g, C-24), 16.0 (g, C-22), 19.4 (g, C-17), 19.9
(g, C-17"), 23.2 (t, C-28), 24.6 (t, C-23), 25.0 (t, C-27), 29.7 (t, C-14), 29.9 (g, C-18),
30.2 (d, C-16), 30.4 (t, C-27), 36.8 (d, C-21), 41.6 (t, C-5), 44.9 (g, C-31), 48.1 (t,
C-13), 51.9 (d, C-4), 53.0 (d, C-20), 55.3 (t, C-30), 57.5 (d, C-15), 69.5 (d, C-26),
118.9 (d, C-1), 126.0 (d, C-12), 126.8 (d, C-9), 128.5 (d, C-7), 129.4 (d, C-8), 136.4
(s, C-6), 143.0 (d, C-2), 159.4 (s, C-10), 170.2 (s, C-3), 173.6 (s, C-19), 174.4 (s,
C-25).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 1.03 (d, 3Ji716 = 6.5 Hz, 3 H, 17-H), 3.03 (s, 3 H,
18-H), 3.39 (m, 1 H, 5-Hy), 3.45 (m, 1 H, 5-Hy), 3.73 (m, 1 H, 15-H), 4.09 (m, 1 H,
13-Ha), 4.48 (m, 1 H, 13-Hp), 8.08 (s, 1 H, 12-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 11.2 (q, C-24), 16.5 (g, C-22), 20.0 (g, C-17), 20.3
(g, C-17’), 37.6 (d, C-21), 44.8 (q, C-31), 47.5 (t, C-13), 60.7 (d, C-15), 69.3 (d, C-26),
142.4 (d, C-2), 159.3 (s, C-10).
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Hauptrotamer
'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 6=2.09 (s, 3 H, 31-H), 8.13 (s, 1 H, 12-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 10.9 (q, C-24), 19.4 (g, C-17), 37.1 (d, C-21), 44.5
(g, C-31), 52.7 (d, C-20), 55.3 (t, C-30), 69.7 (d, C-26), 172.4 (s, C-19), 174.4 (s,
C-25).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)
'H-NMR (CDCls3, 400 MHz): 0= 2.77 (s, 3 H, 18-H), 8.09 (s, 1 H, 12-H).
Optische Drehung: [a]*'p = —22.5°(c = 0.9, CHCl 5, >95% ds)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C34Hs50NgO3S [M+H]" 651.3805 651.3769

Elementaranalyse:

Cs4Hs0NgO3S  ber. C 62.74 H7.74 N 17.22
(650.88) gef. C 62.68 H7.63 N 17.08

(R)-2-((2S,3S)-3-Methyl-1-(methyl(( R)-4-methyl-1-(4-(phenethoxymethyl)-1 H-
1,2,3-triazol-1-yl)pentan-3-yl)amino)-1-oxopentan-2  -ylcarbamoyl)piperidin-1-
carbonsaurebenzylester (105a)

GemaR AAV 12 wurden 99 mg (0.19 mmol) Azid 74, 54 mg (0.34 mmol) Alkin 80™2],
38 ul (38 umol) 1 M CuSO4-Ldsung und 38 ul (38 pumol) 1 M Natriumascorbat-Lésung
umgesetzt (tert-Butanol/Wasser). Nach Aufarbeitung und sdulenchromatographischer
Reinigung (Kieselgel, PE/EE = 4:6, 3:7) wurde Triazol 105a (109 mg, 0.16 mmol,
85%) als farbloses Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 4:6, R{(105a) = 0.12]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.69 (d, %J1413 = 6.5 Hz, 3 H, 14-H), 0.79 (m, 3 H,
21-H), 0.84 (d, 3J14.13= 6.5 Hz, 3 H, 14*-H), 0.88 (m, 3 H, 19-H), 1.00 (m, 1 H, 20-H,),
1.24-1.60 (sh, 6 H, 20-Hp, 24-Ha,, 25-H, 26-H), 1.66 (m, 1 H, 13-H), 1.74 (m, 1 H,
18-H), 1.92 (m, 1 H, 11-H,), 2.15 (m, 1 H, 11-Hp), 2.23 (M, 1 H, 24-He), 2.78 (M, 1 H,
27-Hay), 2.83 (t, 3Js6 = 7.1 Hz, 2 H, 5-H), 2.95 (s, 3 H, 15-H), 3.67 (t, %Je5 = 7.1 Hz,
2 H, 6-H), 3.98-4.05 (sh, 2 H, 10-Ha, 27-Heg), 4.13-4.22 (sh, 2 H, 10-Hp, 12-H), 4.57
(s, 2 H, 7-H), 4.74 (dd, *J17nn = 3J1718= 8.4 Hz, 1 H, 17-H), 4.81 (m, 1 H, 23-H), 5.07
(d, 23202200 = 12.3 Hz, 1 H, 29-H,), 5.12 (d, *Jagp.20a = 12.3 Hz, 1 H, 29-Hy), 6.48 (m,
1 H, NH), 7.11-7.14 (sh, 2 H, 1-H, 3-H), 7.18-7.34 (sh, 7 H, 2-H, 31-H, 32-H, 33-H),
7.42 (s, 1 H, 9-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 10.9 (g, C-21), 15.9 (g, C-19), 19.4 (g, C-14), 19.8
(q, C-14Y), 20.4 (t, C-25), 24.2 (t, C-26), 24.7 (t, C-20), 25.6 (t, C-24), 29.6 (g, C-15),
29.8 (d, C-13), 30.2 (t, C-11), 36.1 (t, C-5), 36.9 (d, C-18), 42.2 (t, C-27), 47.6 (t,
C-10), 53.5 (d, C-17), 54.9 (d, C-23), 57.5 (d, C-12), 64.3 (t, C-7), 67.6 (t, C-29), 71.4
(t, C-6), 122.7 (d, C-9), 126.1 (d, C-1), 127.8, 128.1, 128.2, 128.5, 128.8 (5d, C-2,
C-3, C-31, C-32, C-33), 136.3 (s, C-30), 138.7 (s, C-4), 145.2 (s, C-8), 156.1 (s,
C-28), 170.5 (s, C-16), 173.5 (s, C-22).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): &= 2.71 (s, 3 H, 15-H), 3.63 (m, 2 H, 6-H), 4.53 (s, 2 H,
7-H), 5.01 (d, 2Ja9a.200 = 5.7 Hz, 1 H, 29-Hy), 6.94 (m, 1 H, NH).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.1 (g, C-21), 16.2 (q, C-19), 20.1 (t, C-14), 24.5 (t,
C-20), 26.0 (t, C-24), 27.4 (q, C-15), 42.0 (t, C-27), 47.0 (t, C-19), 55.3 (d, C-23), 60.8
(d, C-12).

Optische Drehung: [0]*p = +6.2°(c = 0.6, CHCI 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden
CagHs5NgO05 [l\/|‘|'|‘|]+ 675.4234 675.4219

(R)-2-((2S,39)-1-(((R)-1-(4-((2-Methoxy-2-oxoethoxy)methyl)-1  H-1,2,3-triazol-1-
yl)-4-methylpentan-3-yl)(methyl)amino)-3-methyl-1-0  xopentan-2-ylcarbamoyl)
piperidin-1-carbonsaurebenzylester (105b)

Gemald AAV 12 wurden 203 mg (0.39 mmol) Azid 74, 117 mg (0.91 mmol) Alkin
81111% 80 ul (80 pmol) 1 M CuSO4-Lésung und 80 pl (80 umol) 1 M Natriumascorbat-
Lésung umgesetzt (tert-Butanol/Wasser). Nach Aufarbeitung und saulenchromato-
graphischer Reinigung (Kieselgel, PE/EE = 2:8) wurde Triazol 105b (209 mg,
0.33 mmol, 85%) als farbloses Harz erhalten.
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[DC: PE/EE = 2:8, R{(105b) = 0.15]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.75 (d, 3J109 = 6.6 Hz, 3 H, 10-H), 0.84 (m, 3 H,
17-H), 0.89 (d, 3J10.9= 6.5 Hz, 3 H, 10*-H), 0.93 (m, 3 H, 15-H), 1.06 (m, 1 H, 16-H,),
1.30-1.66 (sh, 6 H, 16-Hp, 20-Hay, 21-H, 22-H), 1.72 (m, 1 H, 9-H), 1.80 (m, 1 H,
14-H), 2.01 (m, 1 H, 7-Ha), 2.23 (M, 1 H, 7-Hy), 2.28 (M, 1 H, 20-Heg), 2.82 (m, 1 H,
23-Hay), 3.01 (s, 3 H, 11-H), 3.74 (s, 3 H, 30-H), 4.05-4.14 (sh, 2 H, 6-Ha, 23-He),
4.17 (s, 2 H, 2-H), 4.22-4.28 (sh, 2 H, 6-Hy, 8-H), 4.74 (s, 2 H, 3-H), 4.80 (dd, 3J13nn
=3J1314= 8.6 Hz, 1 H, 13-H), 4.87 (m, 1 H, 19-H), 5.13 (d, “Jasa2sp = 12.2 Hz, 1 H,
25-H,), 5.18 (d, 2Josp2sa = 12.2 Hz, 1 H, 25-Hy), 7.27-7.38 (sh, 5 H, 27-H, 28-H,
29-H), 7.69 (s, 1 H, 5-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 10.9 (g, C-17), 15.9 (g, C-15), 19.4 (g, C-10), 19.8
(g, C-10"), 20.4 (t, C-21), 24.2 (t, C-22), 24.8 (t, C-16), 25.6 (t, C-20), 29.7 (g, C-11),
29.8 (d, C-9), 30.2 (t, C-7), 36.9 (d, C-14), 42.3 (t, C-23), 47.6 (t, C-6), 51.8 (g, C-30),
53.5 (d, C-13), 54.9 (d, C-19), 57.5 (d, C-8), 64.5 (t, C-3), 67.2 (t, C-2), 67.6 (t, C-25),
123.4 (d, C-5), 127.8, 128.1, 128.5 (3 d, C-27, C-28, C-29), 136.3 (s, C-26), 144.1 (s,
C-8), 156.4 (s, C-24), 170.5, 170.5 (2 s, C-1, C-12), 173.5 (s, C-18).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 2.75 (s, 3 H, 11-H), 3.72 (s, 3 H, 30-H), 4.70 (s, 2 H,
3-H), 5.08 (d, Josa 250 = 4.2 Hz, 1 H, 25-H,).

3C-NMR (CDCls, 100 MHz): J= 16.2 (q, C-15), 20.8 (t, C-10), 24.5 (t, C-16), 26.0 (t,
C-20), 27.4 (q, C-11), 42.0 (t, C-23), 47.1 (t, C-6), 55.4 (d, C-19), 60.8 (d, C-8), 64.4
(t, C-3), 67.0 (t, C-2), 67.4 (t, C-25).

Optische Drehung: [a]?%, = +8.0°(c = 0.6, CHCI 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden
Ca3Hs51NgO7 [M+H]* 643.3819 643.3813
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(R)-2-((2S,3S)-1-(((R)-1-(4-(2-(7-(Diethylamino)-2-ox0-2 H-chromen-4-yl)ethyl)-1 H-
1,2,3-triazol-1-yl)-4-methylpentan-3-yl)(methyl)ami  no)-3-methyl-1-oxopentan-2-
ylcarbamoyl)piperidin-1-carbonsaurebenzylester (105  c¢)

Gemald AAV 12 wurden 126 mg (0.24 mmol) Azid 74, 97 mg (0.36 mmol) Alkin 82,
50 pl (50 pmol) 1 M CuSO4-Ldsung und 50 pl (50 pmol) 1 M Natriumascorbat-Lésung
umgesetzt (tert-Butanol/Wasser). Nach Aufarbeitung und sdulenchromatographischer
Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 2:8, EE) wurde Triazol 105c (181 mg, 0.23 mmol,
99%) als gelber Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 82—-84<C erhalten.

[DC: PE/EE = 2:8, R{(105¢) = 0.11]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.74 (d, 3J,010 = 6.5 Hz, 3 H, 20-H), 0.83 (m, 3 H,
27-H), 0.88 (d, *Jo010 = 6.5 Hz, 3 H, 20*-H), 0.93 (m, 3 H, 25-H), 1.05 (m, 1 H, 26-H,),
1.17 (t, 331, = 7.1 Hz, 3 H, 1-H), 1.30-1.40 (sh, 2 H, 31-Ha, 32-Hay), 1.46-1.64 (sh,
4 H, 20-Ha, 26-Hp, 31-Heq, 32-Heg), 1.71 (M 1 H, 19-H), 1.79 (m, 1 H, 24-H), 1.96 (m,
1 H, 17-Ha), 2.20 (M, 1 H, 17-Hp), 2.28 (M, 1 H, 30-Heg), 2.83 (M, 33-Hy), 3.00 (s,
3 H, 21-H), 3.04-3.10 (sh, 4 H, 12-H, 13-H), 3.38 (q, 3J,1= 7.0 Hz, 4 H, 2-H), 4.01—
4.08 (sh, 2 H, 16-Ha, 33-Heq), 4.14-4.27 (sh, 2 H, 16-Hy, 18-H), 4.79 (dd, *Jxsnn =
332324 = 8.6 Hz, 1 H, 23-H), 4.86 (m, 1 H, 29-H), 5.12 (d, %Jssassp = 12.8 Hz, 1 H,
35-H,), 5.16 (3Jsspssa = 12.2 Hz, 1 H, 35-Hp), 5.89 (s, 1 H, 10-H), 6.46 (d, *J74 =
2.4 Hz, 1 H, 7-H), 6.55 (dd, %J45 = 9.0 Hz, “J47 = 2.3 Hz, 1 H, 4-H), 6.58 (bs, 1 H,
NH), 7.28-7.36 (sh, 5H, 36-H, 37-H, 38-H), 7.41 (s, 1 H, 15-H), 7.44 (d, %Js4 =
9.0 Hz, 1 H, 5-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 10.9 (g, C-27), 12.4 (g, C-1), 15.9 (g, C-25), 19.4 (q,
C-20), 19.8 (g, C-20"), 20.3 (t, C-31), 24.2 (t, C-26), 24.4 (d, C-19), 24.8 (t, C-32),
25.5 (t, C-30), 29.6 (g, C-21), 29.7 (d, C-19), 30.2 (t, C-17), 31.1 (t, C-12), 36.9 (d,
C-24), 42.2 (t, C-33), 44.6 (t, C-2), 47.4 (t, C-16), 53.5 (d, C-23), 54.9 (d, C-29), 57.6
(d, C-18), 67.6 (t, C-35), 97.7 (d, C-7), 107.6 (d, C-10), 107.9 (s, C-6), 108.4 (d, C-4),
121.6 (d, C-15), 125.2 (d, C-5), 127.7, 128.0, 128.4 (3 d, C-37, C-38, C-39), 136.3 (s,
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C-36), 146.0 (s, C-14), 150.3 (s, C-3), 155.3 (s, C-9), 155.4 (s, C-34), 156.2 (s, C-11),
162.1 (s, C-8), 170.5 (s, C-22), 173.4 (s, C-28).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 1.01 (d, 3Jas24 = 6.5 Hz, 3 H, 25-H), 2.71 (s, 3 H,
21-H), 5.04 (s, 2 H, 35-H), 5.92 (s, 1 H, 10-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.1 (g, C-27), 16.2 (g, C-25), 20.1 (g, C-20), 31.3
(t, C-12), 55.3 (d, C-29), 60.8 (d, C-18).

Optische Drehung: [0]*p = +9.0°(c = 1.2, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
Ca4Hs2N706 [M+H]" 784.4761 784.4790

(R)-1-Methyl- N-((2S,3S)-3-methyl-1-(methyl(( R)-4-methyl-1-(4-(phenethoxy-
methyl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl)pentan-3-yl)amino)-1-oxopentan-  2-yl)piperidin-2-
carboxamid (106a)

Gemald AAV 7 wurden 74 mg (0.11 mmol) Tetrapeptid 105a mit 10 mg Pd/C (10%)
entschitzt und anschlieend mit 12 mg (0.12 mmol) Paraformaldehyd und 9 mg
(0.13 mmol) Natriumcyanoborhydrid nach AAV 10 umgesetzt. Nach Aufarbeitung
und séulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 9:1) wurde
106a (56 mg, 0.10 mmol, 87%) als farbloses Harz erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 9:1, R{(106a) = 0.32]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.69 (d, 3J1413= 6.6 Hz, 3 H, 14-H), 0.83 (d, 3J1413=
6.6 Hz, 3 H, 14'-H), 0.85 (t, J2120= 7.5 Hz, 3 H, 21-H), 0.91 (d, 3J11s = 6.8 Hz, 3 H,
19-H), 1.08-1.18 (sh, 2 H, 20-H,, 25-Hay), 1.28 (m, 1 H, 24-Hy,), 1.34-1.68 (sh, 5 H,
20-Hp, 24-Heq, 25-Heq, 26-H), 1.72 (M, 1 H, 13-H), 1.84 (m, 1 H, 18-H), 1.89-1.98 (sh,
2 H, 11-Ha, 27-Hay), 2.11-2.19 (sh, 4 H, 11-Hy, 28-H), 2.41 (dd, 3J2324eq = 10.7 Hz,
3323240x= 2.2 Hz, 1 H, 23-H), 2.81 (M, 1 H, 27-Heg), 2.84 (t, *Js55= 2.84 Hz, 2 H, 5-H),
2.96 (s, 3H, 15-H), 3.67 (t, 3J65= 7.2 Hz, 2 H, 6-H), 4.02 (dt, 2J10a100 = 13.8 Hz,
331011 = 7.9 Hz, 1 H, 10-Hy), 4.16-4.23 (sh, 2 H, 10-Hp, 12-H), 4.57 (s, 2 H, 7-H), 4.81
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(dd, 3317 = 331718 = 8.9 Hz, 1 H, 17-H), 6.96 (d, 3Jnm17 = 9.1 Hz, 1 H, NH), 7.11—
7.17 (sh, 3 H, 1-H, 3-H), 7.21 (m, 2 H, 2-H), 7.46 (s, 1 H, 9-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 10.8 (g, C-21), 16.0 (g, C-19), 19.4 (g, C-14), 19.9
(q, C-14"), 23.2 (t, C-25), 24.6 (t, C-20), 25.0 (t, C-26), 29.7 (t, g, C-11, C-15), 30.3,
30.4 (d, t, C-13, C-24), 36.1 (t, C-5), 36.8 (d, C-18), 44.8 (q, C-28), 47.6 (t, C-10),
52.9 (d, C-17), 55.3 (t, C-27), 57.4 (d, C-12), 64.3 (t, C-7), 69.5 (d, C-23), 71.4 (t,
C-6), 122.8 (d, C-9), 126.1 (d, C-1), 128.2 (d, C-2), 128.9 (d, C-3), 138.7 (s, C-4),
145.1 (s, C-8), 173.5 (s, C-16), 174.3 (s, C-22).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 0.96 (d, 3J1615 = 6.6 Hz, 3 H, 19-H), 2.72 (s, 3 H,
15-H), 3.64 (t, 3Jss5= 7.3 Hz, 2 H, 6-H), 4.55 (s, 2 H, 7-H), 4.81 (dd, 3J17n1 = 9.7 Hz,
331718= 5.9 Hz, 1 H, 17-H), 7.44 (s, 1 H, 9-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.3 (g, C-21), 16.5 (g, C-19), 20.3 (q, C-14), 47.0
(t, C-10).

Optische Drehung: [0]*p = +9.2°(c = 0.8, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
C31Hs51NgO3 [M+H]+ 555.4022 555.4015

2-((1-((R)-3-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-methylpiperidin-2-carboxamido)
pentanamido)-4-methylpentyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)essigsauremethyl-
ester (106b)

Gemald AAV 7 wurden 170 mg (0.26 mmol) Tetrapeptid 105b mit 20 mg Pd/C (10%)
entschitzt und anschlieRend mit 25 mg (0.27 mmol) Paraformaldehyd und 18 mg
(0.27 mmol) Natriumcyanoborhydrid nach AAV 10 umgesetzt. Nach Aufarbeitung
und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 95:5) wurde
106b (91 mg, 0.18 mmol, 69%) als farbloses Harz erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 9:1, R(106b) = 0.23]

5 4
18 N 13 I/\ /—(\O/\[(
106b

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 0.74 (d, *J100= 6.6 Hz, 3 H, 10-H), 0.88 (d, 3J10:0=
6.6 Hz, 3 H, 10*-H), 0.90 (t, 3J1716= 7.5 Hz, 3 H, 17-H), 0.96 (d, ®J1514 = 6.8 Hz, 3 H,

177



Experimenteller Tell

15-H), 1.12-1.23 (sh, 2 H, 16-Ha, 21-Hay), 1.32 (M, 1 H, 20-Ha,), 1.44—1.80 (sh, 6 H,
9-H, 16-Hp, 20-Heq, 21-Heq, 22-H), 1.72 (m, 1 H, 13-H), 1.88 (m, 1 H, 14-H), 1.94—
2.05 (sh, 2 H, 7-Ha, 23-Hay), 2.18-2.27 (sh, 4 H, 7-Hy, 24-H), 2.46 (dd, *J1020eq =
10.9 Hz, 3316 20ax= 2.6 Hz, 1 H, 19-H), 2.88 (m, 1 H, 23-Heg), 3.02 (s, 3 H, 11-H), 3.74
(s, 3 H, 25-H), 4.10 (m, 1 H, 6-Ha), 4.16 (s, 2 H, 2-H), 4.20-4.30 (sh, 2 H, 6-Hp, 8-H),
4.70-4.76 (sh, 3 H, 3-H, 13-H), 7.00 ((Jxr13= 9.3 Hz, 1 H, NH), 7.72 (s, 1 H, 5-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.3 (g, C-17), 16.0 (g, C-15), 19.4 (g, C-10), 19.9
(q, C-10'), 23.2 (t, C-21), 24.6 (t, C-16), 25.0 (t, C-22), 29.7 (t, C-7), 29.8 (g, C-11),
30.4, 30.5 (d, t, C-9, C-20), 36.8 (d, C-14), 44.9 (g, C-24), 47.7 (t, C-6), 51.8 (q,
C-25), 53.0 (d, C-13), 55.3 (t, C-23), 57.4 (d, C-8), 64.5 (t, C-3), 67.2 (t, C-2), 69.5 (d,
C-19), 123.5 (d, C-5), 144.0 (s, C-4), 170.5 (s, C-1), 173.6 (s, C-12), 174.3 (s, C-18).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): d= 1.01 (d, 3J10¢ = 6.6 Hz, 3 H, 10-H), 2.77 (s, 3 H,
11-H), 4.84 (dd, 3Jiann = 9.7 Hz, 31314 = 5.9 Hz, 1 H, 13-H), 7.12 (3Jnn1s = 9.8 Hz,
1 H, NH), 7.66 (s, 1 H, 5-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.3 (g, C-17), 16.5 (g, C-15), 20.1 (q, C-10), 20.4
(q, C-10Y), 37.6 (d, C-14), 47.1 (t, C-6), 64.4 (t, C-3), 67.1 (t, C-2).

Optische Drehung: [0]*p = +5.4°(c = 1.0, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden
C26H47NgOs [M+H]" 523.3608 523.3607

(R)-N-((2S,3S5)-1-(((R)-1-(4-(2-(7-(Diethylamino)-2-oxo0-2 H-chromen-4-yl)ethyl)-1 H-
1,2,3-triazol-1-yl)-4-methylpentan-3-yl)(methyl)ami  no)-3-methyl-1-oxopentan-2-
yl)-1-methylpiperidin-2-carboxamid (106c)

Gemald AAV 7 wurden 58 mg (74 umol) Tetrapeptid 105¢c mit 6 mg Pd/C (10%)
entschitzt und anschlieend mit 7 mg (75 umol) Paraformaldehyd und 5 mg
(82 pumol) Natriumcyanoborhydrid nach AAV 10 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 95:5, 9:1) wurde
106¢ (35 mg, 53 umol, 72%) als gelber Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 81—
82T erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 9:1, R{(106¢) = 0.21]
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31 20

30 19
32 N 0
- 28“ 23 16
33 N/ze\n/ 7“2 "N718
| 24 [
34 O o 21
26

25 106¢c

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6= 0.74 (d, *J019= 6.6 Hz, 3 H, 20-H), 0.88 (d, 3J.0 10 =
6.5 Hz, 3 H, 20*-H), 0.91 (t, 332726 = 7.4 Hz, 3 H, 27-H), 0.97 (d, 3J524= 6.7 Hz, 3 H,
25-H), 1.19 (t, *J1,= 7.1 Hz, 6 H, 1-H), 1.15-1.23 (sh, 2 H, 26-H,, 31-Hy,), 1.34 (m,
1 H, 30-Hay), 1.46-1.79 (sh, 6 H, 19-H, 26-Hp, 30-Heq, 31-Heq, 32-H), 1.89 (m, 1 H,
24-H), 1.95-2.03 (sh, 2 H, 17-Ha, 33-Ha), 2.16-2.25 (sh, 4 H, 17-Hp, 34-H), 2.47 (dd,
3320306 = 10.9 Hz, *J29.300x= 2.7 Hz, 1 H, 29-H), 2.88 (m, 1 H, 33-Heg), 3.02 (s, 3 H,
21-H), 3.04-3.12 (sh, 4 H, 12-H, 13-H), 3.39 (q, 3J,1 = 7.1 Hz, 4 H, 2-H), 4.06 (dt,
2J16a160 = 13.9 Hz, 3J1617= 7.9 Hz, 1 H, 16-H,), 4.19-4.30 (sh, 2 H, 16-Hy, 18-H), 4.75
(dd, 3Jo3nn = 2J2324= 8.9 Hz, 1 H, 23-H), 5.91 (s, 1 H, 10-H), 6.48 (d, *J74 = 2.5 Hz,
1 H, 7-H), 6.56 (dd, J45 = 9.0 Hz, “J47 = 2.6 Hz, 1 H, 7-H), 7.02 (d, *J\n23= 9.3 Hz,
1 H, NH), 7.44 (s, 1 H, 15-H), 7.46 (d, 3Js4 = 9.3 Hz, 1 H, 5-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 5= 10.8 (g, C-27), 12.4 (g, C-1), 16.0 (g, C-25), 19.4 (q,
C-20), 19.9 (g, C-207), 23.2 (t, C-31), 24.5, 24.6 (2 t, C-13, C-26), 25.0 (t, C-32), 29.6
(d, C-19), 29.9 (g, C-21), 30.3, 30.4 (2 t, C-17, C-30), 31.2 (t, C-12), 36.8 (d, C-24),
44.7 (t, C-2), 44.9 (g, C-34), 47.5 (1, C-16), 53.0 (d, C-23), 55.3 (t, C-33), 57.6 (d,
C-18), 69.6 (d, C-29), 97.7 (d, C-7), 107.6 (d, C-10), 107.9 (s, C-6), 108.5 (d, C-4),
121.7 (d, C-15), 125.3 (d, C-5), 146.0 (s, C-14), 150.4 (s, C-3), 155.4 (s, C-9), 156.3
(s, C-11), 162.2 (s, C-8), 173.6 (s, C-22), 174.3 (s, C-28).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 0.97 (d, ®Js5.4 = 6.5 Hz, 3 H, 25-H), 2.76 (s, 3 H,
21-H), 4.37 (m, 1 H, 16-Hp), 4.85 (dd, 3Jo3nn = 9.7 Hz, 3304 = 5.7 Hz, 1 H, 23-H),
5.90 (s, 1 H, 10-H), 7.14 (d, 3Jnn.23= 9.5 Hz, 1 H, NH), 7.43 (s, 1 H, 15-H).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 11.4 (q, C-27), 16.5 (g, C-25), 20.1 (g, C-20), 20.3
(g, C-20%, 27.4 (g, C-21), 29.6 (d, C-19), 31.5 (t, C-12), 60.9 (d, C-18), 121.8 (d,
C-15).

Optische Drehung: [a]?% = +14.1°(c = 0.5, CHCl 3)
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HRMS (CI) berechnet gefunden
Cu4HeoN7Og [M+H]+ 664.4550 664.4563

2-((1-((R)-3-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-methylpiperidin-2-carboxamido)
pentanamido)-4-methylpentyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)essigsaure-TFA-
Salz (107)

Gemald AAV 5 wurden 50 mg (96 pmol) 106b mit 100 pl (100 pl) 1 M NaOH-LOsung
bei Raumtemperatur entschutzt (Dioxan, 15h). Zur Aufarbeitung wurde das
Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Ruckstand in 2 ml Wasser
gelost und mit TFA angesauert. Die klare wéassrige Phase wurde dreimal mit
Essigsaureethylester gewaschen, uber Na,SO, getrocknet und anschliel3end
lyophilisiert, wobei 107 (67 mg, 96 umol, quantitativ'®) als farbloses Harz erhalten
wurde.

21

10
22 20 9 3 2
= O 5 4 1_OH
23(\: . H/13 I/G\ /:(\0/\[‘/
N 19 12 N" 8 N. .N (0]
TFA | o I ! N

24 11

16
17

15 107

Hauptrotamer

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): = 0.79 (d, ®J109= 6.6 Hz, 3 H, 10-H), 0.94 (d, 3J100=
6.5 Hz, 3 H, 10’-H), 0.94 (t, 3J17.16= 7.5 Hz, 3 H, 17-H), 0.99 (d, ®J1514= 6.8 Hz, 3 H,
15-H), 1.25 (m, 1 H, 16-H,), 1.55-1.67 (sh, 2 H, 16-Hp, 21-Ha,), 1.73-1.87 (sh, 3 H,
20-Hax, 21-Heq, 22-Hay), 1.88-1.98 (sh, 3 H, 9-H, 14-H, 22-He,), 2.09-2.18 (sh, 2 H,
7-Ha, 20-Heg), 2.32 (M, 1 H, 7-Hy), 2.74 (s, 3 H, 24-H), 3.05-3.12 (sh, 4 H, 11-H,
23-Ha), 3.48 (M, 1 H, 23-Heg), 3.80 (dd, %Ji920eq = 12.1 Hz, *J1920ax = 2.6 Hz, 1 H,
19-H), 4.10-4.16 (sh, 3 H, 2-H, 8-H), 4.30 (m, 2 H, 6-H), 4.67—-4.72 (sh, 3 H, 3-H,
13-H), 8.07 (s, 1 H, 4-H).

13C-NMR (MeOD, 100 MHz): = 11.3 (q, C-17), 16.2 (q, C-15), 20.2 (q, C-10), 20.4
(q, C-10"), 22.4 (t, C-21), 24.0 (t, C-22), 25.5 (t, C-16), 30.2 (d, C-9), 31.1 (2 t, q, C-7,
C-11, C-20), 37.4 (d, C-14), 42.9 (q, C-24), 48.8* (t, C-6), 56.1 (d, C-13), 56.3 (t,
C-23), 59.6 (d, C-8), 64.9 (t, C-3), 67.9 (t, C-2), 68.2 (d, C-19), 125.6 (d, C-5), 162.5
(q, 3Jcr= 34.7 Hz, CFsCOOH), 169.3 (s, C-1), 173.8 (s, C-12), 174.7 (s, C-18).

* Signal wurde aus C-H-Cosy bestimmit.

Das Signal C-4 war im **C-NMR nicht detektierbar.

19 Enthalt noch geringe Mengen an Natriumtrifluoracetat.
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): J= 0.89 (t, J17.16 = 7.5 Hz, 3 H, 17-H), 1.04 (d, 3J1514=
6.8 Hz, 3 H, 15-H), 2.76 (s, 3 H, 11-H), 2.79 (s, 3 H, 24-H), 4.13 (s, 2 H, 2-H).

13C-NMR (MeOD, 100 MHz): = 11.9 (q, C-17), 16.3 (q, C-15), 20.6 (g, C-10), 20.8
(q, C-10"), 173.4 (s, C-12).

Optische Drehung: [a]?% = —14.7°(c = 0.6, MeOH)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
CosH4s5NgOs [M+H]+ 509.3451 509.3428

(R)-tert-Butyl methyl(4-methyl-1-oxopentan-3-yl)carbamat (1 ~ 08)“°!

Unter Stickstoffatmosphére wurden 1.00 g (4.32 mmol) Alkohol 68 und 2.20 g
(5.19 mmol) DMP™2% jn 20 ml absolutem DCM geldst und 45 min bei Raumtem-
peratur geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde das Reaktionsgemisch mit Ether verdinnt
und nacheinander mit einer L6ésung aus 1 M NaOH und 1 M Na,S,03 (jeweils 10 ml),
Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen Uber Na,SO,4 wurde das
Lésemittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt sdulenchromato-
graphisch (Kieselgel, Hexan/EE = 8:2) gereinigt, wobei Aldehyd 108 (844 mg,
3.68 mmol, 85%) als farbloses Ol erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE 8:2, R{108) = 0.19]

76
Jd 2T
] 20)3LT589H
* 108

Hauptrotamer

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d= 0.89 (d, 3J76 = 6.8 Hz, 3 H, 7-H), 0.95 (d, 3J7¢ =
6.8 Hz, 3 H, 7-H'), 1.43 (s, 9 H, 1-H), 1.79 (m, 1 H, 6-H), 2.51 (m, 1 H, 8-H,), 2.65 (s,
3 H, 4-H), 2.66 (m, 1 H, 8-Hp) 4.31 (ddd 3Js¢= 10.4 Hz, 3Jsg, = 3Js8,= 4.4 Hz, 1 H,
5-H), 9.65 (d, %Jos = 4.4 Hz, 1 H, 9-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 5= 19.3 (g, C-7), 19.5 (q, C-7"), 28.4 (q, C-1), 29.2 (q,
C-4), 30.4 (d, C-6), 44.9 (t, C-8), 56.7 (d, C-5), 79.6 (s, C-2), 156.2 (s, C-3), 201.5 (d,
C-9).

% Reagenz wurde selbst synthetisiert.
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 5= 0.95 (d, 3J76= 6.8 Hz, 3 H, 7-H), 1.46 (s, 9 H, 1-H),
2.71 (s, 3 H, 4-H), 4.08 (ddd, 3Js¢= 10.0 Hz, 3J5 84 = %Js6v= 4.4 Hz, 1 H, 5-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): = 20.0 (q, C-7), 20.1 (q, C-7"), 28.4 (g, C-1), 30.9 (d,
C-6), 57.9 (d, C-5), 80.0 (s, C-2), 200.7 (d, C-9).

Optische Drehung: [a]?°5 = —78.1°(c = 1.2, CHCl 3)

tert-Butyl-(1 R,3R)-1-(4-((tert-butyldimethylsilyloxy)methyl)thiazol-2-yl)-1-
hydroxy-4-methylpentan-3-yl(methyl)carbamat (  syn-111)¥%!

tert-Butyl-(1 R,3S)-1-(4-((tert-butyldimethylsilyloxy)methyl)thiazol-2-yl)-1-
hydroxy-4-methylpentan-3-yl(methyl)carbamat ( anti-111)"

In einem Zweihalskolben wurden unter Stickstoffatmosphare 278 mg (0.90 mmol)
Bromthiazol 110 in 5 ml absolutem THF gel6st und mittels Kryostat auf 0C gekunhlt.
Anschlie3end wurden 0.45 ml (0.90 mmol) sec-Butyl-Magnesiumchlorid-Lésung (2 M
in Diethylether) innerhalb von 8 min zugetropft und die resultierende gelbe Losung
25 min bei 0T gerthrt. Nun wurden 100 mg (0.44 mmo|) Aldehyd 108, geldst in 2 ml
absolutem THF, schnell zugetropft und das Reaktionsgemisch 2.5 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt (Kéltebad entfernt). Zur Aufarbeitung wurde mit ges. NH,4CI-
L6sung hydrolysiert und dreimal mit Ether extrahiert. Die vereinigte organische
Phase wurde nacheinander mit 1 M HCI, ges. NaHCOs-L6sung, Wasser sowie ges.
NaCl-Losung gewaschen und uber Na,SO, getrocknet. Das Ldsemittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt s&ulenchromatographisch
(Kieselgel, Hexan/EE = 9:1, 8:2) gereinigt, wobei syn-111 (68 mg, 0.15 mmol, 35%)
und anti-111 (68 mg, 0.15 mmol, 35%) als farblose Ole erhalten wurden.

[DC: Hexan/EE 8:2, R{(syn-111) = 0.28]
[DC: Hexan/EE 8:2, Ry(anti-111) = 0.10]

’ 6 14 16
10 _N i
o Y J@o/s'\”’
R
4 11

syn-111

Hauptrotamer

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 0= 0.12 (s, 6 H, 14-H), 0.93 (d, 3J76 = 6.8 Hz, 3 H, 7-H),
0.96 (s, 9 H, 16-H), 0.98 (d, %J7.6 = 6.8 Hz, 3 H, 7"-H), 1.50 (s, 9 H, 1-H), 1.76 (m, 1 H,
6-H), 1.95 (m, 1 H, 8-Hy), 2.06 (m, 1 H, 8-Hy), 2.75 (s, 3 H, 4-H), 3.98 (ddd, 3Js6 =
10.0 Hz, 3Js8a = 3Js8o = 3.2 Hz, 1 H, 5-H), 4.70 (ddd, 3Jgga = 10.8 Hz, 3Jg g, = 3Jgon =
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3.2 Hz, 1 H, 9-H), 4.85 (d, *J13.11 = 0.8 Hz, 2 H, 13-H), 4.96 (d, *Jonse = 3.2 Hz, 1 H,
OH), 7.14 (bs, 1 H, 11-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): = -5.3 (g, C-14), 18.4 (s, C-15), 20.1 (q, C-7), 20.2 (q,
C-7"), 25.9 (g, C-16), 28.2 (q, C-4), 28.4 (q, C-1), 29.7 (d, C-6), 37.9 (t, C-8), 57.8 (t,
C-5), 62.4 (t, C-13), 69.1 (d, C-9), 80.5 (s, C-2), 113.2 (d, C-11), 156.7 (s, C-3), 158.4
(s, C-12), 174.9 (C-10).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl): = 1.53 (s, 9 H, 1-H), 2.78 (s, 3 H, 4-H), 7.15 (s, 1 H,
11-H)

13C-NMR (100 MHz, CDCl5): J = 28.5 (C-1), 62.3 (t, C-13), 69.3 (d, C-9), 113.3 (d,
C-11).

Optische Drehung: [a]?%5 = -7.6°(c = 1.2, CHCl 3)

14 16
S )L /12 3 s',k

1
anti-111

Hauptrotamer

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): = 0.10 (s, 6 H, 14-H), 0.83 (d, J;6 = 6.4 Hz, 3 H, 7-H),
0.94 (s, 9 H, 16-H), 1.00 (d, 3J7.6 = 6.4 Hz, 3 H, 7-H), 1.39 (s, 9 H, 1-H), 1.74 (m, 1 H,
6-H), 2.22 (m, 1 H, 8-Hy), 2.34 (m, 1 H, 8-Hp), 2.35 (s, 3 H, 4-H), 3.83 (ddd, , 3Js56 =
10.8 Hz, 3Js8a = 3Js8p = 3.2 Hz, 1 H, 5-H), 4.72 (d, *Jon, = 8.8 Hz, 1 H, OH), 4.80 (s,
2 H, 13-H), 5.00 (m, 1 H, 9-H), 7.05 (s, 1 H, 11-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): = -5.3 (g, C-14), 18.4 (s, C-15), 19.7 (q, C-7), 20.3 (q,
C-7), 25.9 (g, C-16), 28.5 (q, C-4), 28.7 (g, C-1), 30.3 (d, C-6), 35.8 (t, C-8), 58.1 (t,
C-5), 62.3 (t, C-13), 70.8 (d, C-9), 80.1 (s, C-2), 113.2 (d, C-11), 156.8 (s, C-3), 157.6
(s, C-12), 176.4 (C-10).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8= 1.42 (s, 9 H, 1-H), 4.81 (s, 2 H, 13-H), 7.15 (bs, 1 H,
11-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5): = -5.3 (g, C-14), 28.4 (g, C-1), 62.2 (t, C-13), 70.5 (d,
C-9), 113.6 (d, C-11).

Optische Drehung: [0]*°p = =54.6°(c = 1.1, CHCl 3)
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(1R,3R)-3-(tert-Butoxycarbonyl(methyl)amino)-1-(4-((  tert-butyldimethylsilyl-
oxy)methyl)thiazol-2-yl)-4-methylpentylacetat (112) 9%

Zu einer mit Eis gekuhlten Losung von 340 mg (0.74 mmol) Alkohol syn-111 in 8 ml
absolutem DCM wurden nacheinander 310 pl (3.81 mmol) Pyridin, 150 pl
(1.58 mmol) Essigsaureanhydrid und 9 mg (77 pmol) DMAP™Y zugegeben und das
Reaktionsgemisch Uber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt. Zur Aufarbeitung wurde
mit DCM verdunnt, nacheinander mit 1 M KHSO4-Losung, Wasser und ges.
NaHCOs-Losung gewaschen und dber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des
Losemittels am Rotationsverdampfer wurde der Rickstand sdulenchromatographisch
(Kieselgel, Hexan/EE = 9:1) gereinigt, wobei Acetat 112 (370 mg, 0.73 mmol, 99%)
als farbloses Ol erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE 9:1, R((112) = 0.16]
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Hauptrotamer

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6= 0.10 (s, 6 H, 16-H), 0.86 (d, %J;6 = 6.4 Hz, 3 H, 7-H),
0.94 (s, 9 H, 18-H), 0.97 (d, %J7.5 = 6.4 Hz, 3 H, 7"-H), 1.44 (s, 9 H, 1-H), 1.69 (m, 1 H,
6-H), 2.02 (ddd, Jgagp = 14.8 Hz, Jgas = 12.0 Hz, *Jga0 = 2.8 Hz 1 H, 8-Hy), 2.13 (s,
3 H, 11-H), 2.34 (m, 1 H, 8-Hy), 2.68 (s, 3 H, 4-H), 4.07 (ddd, 3Jsg, = 12.0 Hz, 3Js5¢ =
10.4 Hz, 3Js g, = 3.6 Hz, 1 H, 5-H), 4.83 (d, *J1513= 1.2 Hz, 2 H, 15-H), 5.83 (dd, 3Jg sa
=12.0 Hz, Jog, = 2.8 Hz, 1 H, 9-H), 7.12 (t, “J1315 = 1.2 Hz, 1 H, 13-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): § = -5.4 (g, C-16), 18.4 (s, C-17), 19.6 (g, C-7), 20.0 (q,
C-7"), 20.9 (g, C-11), 25.9 (g, C-18), 28.4 (g, C-1), 30.4 (d, C-6), 34.9 (t, C-8), 56.4 (t,
C-5), 62.3 (t, C-15), 69.3 (d, C-9), 79.3 (s, C-2), 113.6 (d, C-13), 156.3 (s, C-3), 157.3
(s, C-14), 170.0 (s, C-12), 170.2 (s, C-10).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): o= 0.86 (d, %J76 = 6.4 Hz, 3 H, 7-H), 0.96 (s, 9 H, 18-H),
2.14 (s, 3 H, 11-H), 2.29 (m, 1 H, 8-Hy), 2.69 (s, 3 H, 4-H), 3.73 (bs, 1 H, 5-H), 4.83
(d, *J1513 = 1.2 Hz, 2 H, 15-H), 5.90 (d, 3Jgga = 12.0 Hz, 3Jogp = 2.8 Hz, 1 H, 9-H),
7.13 (t, 1315 = 1.2 Hz, 1 H, 13-H).

%L Die Verbindung ist zwar literaturbekannt, wurde aber bisher nicht charakterisiert.
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13C-NMR (100 MHz, CDCls): J = 19.8 (q, C-7), 20.2 (g, C-7’), 21.1 (q, C-11), 28.4 (q,
C-1), 62.3 (t, C-15), 70.2 (d, C-9), 79.5 (s, C-2), 113.8 (d, C-13), 156.1 (s, C-3), 157.5
(s, C-14), 169.2 (s, C-12), 169.6 (s, C-10).

Optische Drehung: [a]?% = +12.1°(c = 1.1, CHCl )

HRMS (CI) berechnet gefunden
C24H14N05SiS [M+H]* 501.2818 501.2750

(1R,3R)-3-(tert-Butoxycarbonyl(methyl)amino)-1-(4-(hydroxymethyl)t hiazol-2-
yl)-4-methylpentylacetat (113) “!

173 mg (0.34 mmol) Acetat 112 wurden in 4 ml THF gelost und mit 160 mg
(0.51 mmol) TBAF3H,0 versetzt. Nach 10 min Ruhren bei Raumtemperatur wurde
die Reaktionsmischung mit Ethylacetat verdiinnt, mit ges. NaCl-Losung gewaschen
und Uber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des Ldsemittels am Rotationsver-
dampfer wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch (Kieselgel, Hexan/EE 9:1)
gereinigt, wobei Alkohol 113 (128 mg, 0.33 mmol, 97%) als farbloses Ol erhalten
wurde.

[DC: Hexan/EE 1:1, R((113) = 0.13]

>L)L\/(/Q2( /14

Hauptrotamer

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6= 0.86 (d, 3J;6 = 6.4 Hz, 3 H, 7-H), 0.97 (d J7¢ =
6.4 Hz, 3 H, 7-H), 1.44 (s, 9 H, 1-H), 1.68 (m, 1 H, 6-H), 2.03 (ddd, *Jgaep = 14.8 Hz,
3Jgas = 12.0 Hz, 3Jgao = 2.8 Hz, 1 H, 8-H,), 2.13 (s, 3 H, 11-H), 2.20-2.47 (sh, 2 H,
8-Hp, OH), 2.69 (s, 3 H, 4-H), 4.07 (m, 1 H, 5-H), 4.74 (s, 2 H, 15-H), 5.83 (dd, 3Jg g, =
2.8 Hz, 3Jgg, = 11.6 Hz, 1 H, 9-H), 7.13 (s, 1 H, 13-H).

C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 19.6 (g, C-7), 20.0 (g, C-7'), 20.9 (q, C-11), 28.4
(2 g, C-1, C-4), 30.4 (d, C-6), 34.9 (t, C-8), 56.4 (t, C-5), 61.0 (t, C-15), 69.3 (d, C-9),
79.3 (s, C-2), 114.8 (d, C-13), 156.3 (2 s, C-3, C-14), 170.2, 170.8 (2 s, C-12, C-10).
Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): o= 0.85 (d, 3J;¢ = 6.4 Hz, 3 H, 7-H), 0.97 (d 3J;6 =
6.4 Hz, 3 H, 7'-H), 1.44 (s, 9 H, 1-H), 2.69 (s, 3 H, 4-H), 3.73 (bs, 1 H, 5-H), 4.73 (s,
2 H, 15-H), 5.92 (dd, 3Jgga = 11.6 Hz, 3Joga = 2.8 Hz, 1 H, 9-H), 7.14 (s, 1 H, 13-H).
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13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 19.7 (g, C-7), 20.3 (g, C-7), 21.1 (q, C-11), 28.4 (q,
C-1), 61.0 (t, C-15), 70.5 (d, C-9), 79.7 (s, C-2), 115.0 (d, C-13), 169.6, 169.9 (2 s,
C-12, C-10).

Optische Drehung: [a]?% = +16.4°(c = 1.2, CHCl )

2-((1R,3R)-1-Acetoxy-3-( tert-butoxycarbonyl(methyl)amino)-4-methylpentyl)
thiazol-4-carbonsaure (114) 9

Unter Stickstoffatmosphare wurden 319 mg (0.83 mmol) Alkohol 113 und 422 mg
(0.99 mmol) DMP in 20 ml absolutem DCM gel6st und 90 min bei Raumtemperatur
geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde das Reaktionsgemisch mit Ether verdinnt und
nacheinander mit einer Losung aus 1 M NaOH und 1 M NayS;03 (jeweils 20 ml),
Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen Uber Na,SO,4 wurde das
Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Aldehyd als farbloses Ol
erhalten.

Der Rohaldehyd wurde in 20 ml tert-Butanol geldst. Anschlie3end wurden 2.00 ml
(18.8 mmol) 2-Methyl-2-buten, sowie eine Losung von 1.10 g (9.73 mmol) NaClO,
(technisch, 80%) und 1.10g (7.05 mmol) NaH,PO42H,0 in 10 ml Wasser zuge-
geben. Die gelbe Emulsion wurde tber Nacht bei Raumtemperatur kraftig geruhrt.
Zur Aufarbeitung wurde das Losemittel weitestgehend am Rotationsverdampfer
entfernt, der Ruckstand mit 1 M HCl angesauert und dreimal mit Diethylether
extrahiert. Die vereinte etherische Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet und das
Losemittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde s&ulenchromatograpisch
(Kieselgel, DCM/MeOH = 95:5, 1% HOAc) gereinigt, wobei N-Desacetoxytubuvalin
114 (310 mg, 0.77 mmol, 93% Uuber zwei Stufen) als weil3er Feststoff mit einem
Schmelzpunkt von 56-58<T erhalten wurde.

[DC: DCM/MeOH = 95:5,1% HOAc, R¢(114) = 0.33]
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Hauptrotamer

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d= 0.85 (d, 3J;6 = 6.5 Hz, 3 H, 7-H), 0.96 (d 3J;¢ =
6.5 Hz, 3 H, 7-H), 1.43 (s, 9 H, 1-H), 1.69 (m, 1 H, 6-H), 2.11-2.18 (sh, 4 H, 8-Hs,
11-H), 2.32 (m, 1 H, 8-Hy,), 2.69 (s, 3 H, 10-H), 4.08 (m, 1 H, 5-H), 5.88 (dd, %Jo g, =
11.5 Hz, Jggp = 3.0 Hz, 1 H, 9-H), 7.23 (s, 1 H, 13-H), 9.08 (bs, 1 H, OH).
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13C-NMR (100 MHz, CDCls): J = 19.5 (q, C-7), 19.9 (g, C-7"), 20.8 (q, C-11), 28.1 (q,
C-4), 28.3 (g, C-1), 30.3 (d, C-6), 34.6 (t, C-8), 56.4 (t, C-5), 69.4 (d, C-9), 79.5 (s,
C-2), 128.9 (d, C-13), 146.2 (s, C-15), 156.4 (s, C-3), 163.9 (s, C-14), 170.2 (s,
C-10), 171.7 (s, C-12).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): J = 1.43 (s, 9 H, 1-H), 2.16 (s, 3 H, 6-H), 2.64 (s, 3 H,
4-H), 3.80 (bs, 1 H, 5-H), 5.92 (dd, Jgsa = 11.5 Hz, 3J g, = 3.0 Hz, 1 H, 9-H), 7.24 (s,
1 H, 13-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): d = 19.7 (g, C-7), 20.2 (g, C-7), 21.0 (q, C-11), 28.4 (q,
C-1), 70.5 (d, C-9), 80.1 (s, C-2), 128.8 (d, C-13), 146.5 (s, C-15) 156.5 (s, C-3),
163.5 (s, C-14), 169.5 (s, C-10), 170.6 (s, C-12).

Optische Drehung: [0]*°p = +8.8°(c = 0.9, CHCI 3)

(2S,4R)-4-(2-((1R,3R)-1-Acetoxy-3-( tert-butoxycarbonyl(methyl)amino)-4-
methylpentyl)thiazol-4-carboxamido)-2-methyl-5-phen ylpentansauremethyl-
ester (115)

Gemall AAV 1 wurden 86 mg (0.21 mmol) Saure 114, 60 mg (0.23 mmol) Tubu-
phenylalaninmethylester-Hydrochlorid®, 54yl (0.49 mmol) NMM und 31 pl
(0.23 mmol) IBCF umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer
Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 6:4) wurde Dipeptid 115 (115 mg, 0.19 mmol,
91%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 57-58<T erhalten.

[DC: Hexan/EE = 6:4, Ri(115) = 0.16]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): &= 0.88 (d, %J;6 = 6.5 Hz, 3 H, 7-H), 1.00 (d, 3J;¢ =
6.5 Hz, 3 H, 7-H'), 1.15 (d, 3J2423 = 7.0 Hz, 3 H, 24-H), 1.44 (s, 9 H, 1-H), 1.60 (m,
1 H, 22-Ha), 1.73 (m, 1 H, 6-H), 1.98-2.04 (sh, 2 H, 8-H,, 22-Hp), 2.15 (s, 3 H, 11-H),
2.29 (m, 1 H, 8-Hp), 2.60 (m, 1 H, 23-H), 2.71 (s, 3 H, 4-H), 2.87 (dd, “J17a17b =
14.0 Hz, 3317216 = 7.0 Hz, 1 H, 17-H,), 2.94 (dd, 217p.17a = 14.0 Hz, 217016 = 7.0 Hz,
1 H, 17-Hp), 3.63 (s, 3 H, 26-H), 4.07 (m, 1 H, 5-H), 4.41 (m, 1 H, 16-H), 5.80 (dd,
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33080 = 11.5 Hz, 3Jgga = 2.5 Hz, 1 H, 9-H), 7.11 (d *Jun1s = 9.5 Hz, 1 H, NH), 7.17—
7.28 (sh, 5 H, 19-H, 20-H, 21-H), 8.01 (s, 1 H, 13-H).

13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): J = 17.7 (q, C-24), 19.6 (q, C-7), 20.0 (g, C-7"), 20.8 (q,
C-11), 28.1 (g, C-4), 28.3 (q, C-1), 30.4 (d, C-6), 35.0 (t, C-8), 36.4 (d, C-23), 37.8 (t,
C-22), 41.1 (t, C-17), 48.3 (d, C-16), 51.7 (g, C-26), 56.4 (d, C-5), 69.2 (d, C-9), 79.4
(s, C-2), 123.3 (q, C-13), 126.5 (d, C-21), 128.3 (d, C-20), 129.5 (d, C-19), 137.5 (s,
C-18), 149.9 (s, C-14), 156.2 (s, C-3), 160.4 (s, C-15), 170.1, 170.4 (2 s, C-10, C-12),
176.6 (s, C-25).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.88 (d, 3J;6 = 6.5 Hz, 3 H, 7-H), 0.97 (d, 3J75 =
6.5 Hz, 3 H, 7"-H), 1.44 (s, 9 H, 1-H), 2.16 (s, 3 H, 11-H), 2.66 (s, 3 H, 4-H), 3.63 (s,
3 H, 26-H), 3.79 (bs, 1 H, 5-H), 5.93 (dd, 3Jgga = 11.5 Hz, %Jggp = 2.5 Hz, 1 H, 9-H),
8.00 (s, 1 H, 13-H).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): = 17.8 (g, C-24), 19.7 (g, C-7), 20.3 (g, C-7'), 21.1 (q,
C-11), 28.4 (g, C-1), 37.9 (t, C-22), 41.3 (t, C-17), 48.4 (d, C-16), 70.8 (d, C-9), 79.7
(s, C-2), 123.1 (q, C-13), 126.4 (d, C-21), 128.3 (d, C-20), 129.4 (d, C-19), 137.7 (s,
C-18), 150.1 (s, C-14), 169.4, 170.1 (2 s, C-10, C-12).

Optische Drehung: [0]*°p = +16.3°(c = 1.1, CHCl 5)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C31H4N307S [M'*'H]Jr 604.3056 604.3036

Elementaranalyse:

Cz1H45N307S ber. C 61.67 H7.51 N 6.96
(603.77) gef. C61.68 H7.42 N 6.95

(2S,4R)-4-(2-((1R,3R)-1-Acetoxy-4-methyl-3-(methylamino)pentyl)thiazol-  4-
carboxamido)-2-methyl-5-phenylpentansauremethyleste r-TFA-Salz (116)

Eine Losung aus 51 mg (84 pumol) Dipeptid 115 in 1 ml absolutem DCM wurde bei
Raumtemperatur mit 100 pl (1.31 mmol) TFA versetzt und 2 Stunden bei dieser
Temperatur gerihrt. Das Losemittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das
TFA-Salz im Hochvakuum getrocknet, wobei 116 (52 mg, 84 umol, quantitativ) als
farbloses Harz erhalten wurde. Fir die weitere Umsetzung wurde das Amin mit ges.
NaHCOs-Losung freigesetzt (vgl. AAV 8).
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 1.06 (d, 3J43 = 6.5 Hz, 3 H, 4-H), 1.08 (d, %Js3 =
6.5 Hz, 3 H, 4-H), 1.16 (d, 332120 = 7.1 Hz, 3 H, 21-H), 1.68 (ddd, 2J10a 100 = 14.2 Hz,
331021320 = 10.0 Hz, 3J10a2013 = 4.2 Hz, 1 H, 19-Hy), 2.03 (ddd, 2Jigp10a = 13.8 Hz,
3J10b.1320 = 9.7 Hz, 3J10p.20113 = 3.8 Hz, 1 H, 19-Hy), 2.21 (s, 3 H, 8-H), 2.32 (ddd, *Jsasp
= 15.6 Hz, 3Jsa26 = 8.4 Hz, 3Jsaen = 3.5 Hz, 1 H, 5-Hy), 2.45 (ddd, 2Jsps2 = 15.3 Hz,
33sb.2i6 = 7.6 Hz, 3Jspe2= 5.2 Hz, 1 H, 5-Hy), 2.61 (m, 1 H, 20-H), 2.72 (s, 3 H, 1-H),
2.88 (dd, 2Jisa1ap = 13.8 Hz, 3Jisa1s = 7.1 Hz, 1 H, 14-H,), 2.99 (dd, 2Jiap14a =
13.8 Hz, 3Juap13 = 6.7 Hz, 1 H, 14-Hy), 3.08 (bs, 1 H, 2-H), 3.62 (s, 3-H, 23-H), 4.43
(m, 1 H, 13-H), 6.21 (dd, 3Js 52 = 8.4 Hz, Js 5, = 5.1 Hz, 1 H, 6-H), 7.19-7.30 (sh, 5 H,
16-H, 17-H, 18-H), 7.45 (d, 3Jnn1s = 9.2 Hz, 1 H, NH), 8.16 (s, 1 H, 10-H), 9.00 (m,
2 H, NH).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): 0= 15.9 (g, C-4), 17.6 (g, C-21), 18.6 (g, C-4"), 20.6 (q,
C-8), 28.4 (d, C-3), 31.4 (g, C-1), 32.5 (t, C-5), 36.5 (d, C-20), 37.5 (t, C-19), 41.1 (t,
C-14), 49.1 (d, C-13), 51.7 (g, C-23), 61.3 (d, C-2), 69.8 (d, C-6), 115.7 (g, JcF =
288 Hz, CF;COOH), 124.7 (d, C-10), 126.5 (d, C-18), 128.4, 129.3 (2 d, C-16, C-17),
137.7 (s, C-15), 150.0 (s, C-11), 160.7 (s, C-12), 161.1 (g, 3Jcr = 37.7 Hz,
CF3COOH), 168.4, 170.0 (2 s, C-7, C-9), 176.7 (s, C-22).

Optische Drehung: [0a]%p = +21.3°(c = 1.0, CHCl 5)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
CoeH3sN305S [M'*'H]Jr 504.2532 504.2561

(2S,4R)-4-(2-((5S,8R,10R)-5-sec-Butyl-1-(9 H-fluoren-9-yl)-8-isopropyl-7-methyl-
3,6,12-trioxo-2,11-dioxa-4,7-diazatridecan-10-yl)th  iazol-4-carboxamido)-2-
methyl-5-phenylpentansduremethylester (117)

Gemald AAV 2 wurden 55 mg (0.15 mmol) Fmoc-geschutztes (S,S)-Isoleucin, 70 mg
(0.14 mmol) 116 als freies Amin, 42 mg (0.15 mmol) BEP und 48 pl (0.28 mmol)
DIPEA umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung
(Kieselgel, Hexan/EE = 1:1) wurde Tripeptid 117 (86 mg, 0.10 mmol, 74%) als weil3er
Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 56-58<T erhalt en.

[DC: Hexan/EE = 1.1, R¢(117) = 0.20]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.82 (d, ®J1915 = 6.6 Hz, 3 H, 19-H), 0.93 (t, 3J1413 =
7.3 Hz, 3 H, 14-H), 0.99 (d, ®J1011 = 6.7 Hz, 3 H, 12-H), 1.03 (d, 3J1¢.15 = 6.5 Hz 3 H,
19-H), 1.13 (m, 1 H, 13-Hy), 1.16 (d, %Jss35= 7.1 Hz, 3 H, 36-H), 1.58-1.65 (sh, 2 H,
13-Hp, 34-Hy), 1.73-1.79 (sh, 2 H, 11-H, 18-H), 1.99-2.09 (sh, 2 H, 20-Ha,, 34-Hy),
2.72 (s, 3 H, 23-H), 2.33 (m, 1 H, 20-Hy), 2.62 (m, 1 H, 35-H), 2.89 (dd, 2J29a 205 =
13.7 Hz, 3Jo0a28 = 6.6 Hz, 1 H, 29-H,), 2.96 (dd, Jogp20a = 13.7 Hz, 3Jaep 28 = 5.8 Hz,
1 H, 29-Hp), 2.99 (s, 3 H, 16-H), 3.63 (s, 3 H, 38-H), 4.21 (t, 3J;5 = 7.1 Hz, 1 H, 7-H),
4.32-4.46 (sh, 3 H, 8-H, 28-H), 4.53-4.57 (sh, 2 H, 10-H, 17-H), 5.45 (d, 3Jnn.10 =
9.6 Hz, 1 H, NH), 5.65 (dd, 3J2120a = 11.2 Hz, 3J2100 = 2.1 Hz, 1 H, 21-H), 7.12 (d,
3JInn2s = 9.3 Hz, 1 H, NH), 7.21-7.23 (sh, 3 H, 31-H, 33-H), 7.26-7.32 (sh, 4 H, 3-H,
32-H), 7.39 (dd, 3J43=3J45= 7.5 Hz, 2 H, 4-H), 7.58 (d, *Js4 = 7.4 Hz, 2 H, 5-H), 7.76
(d, 33,3 = 7.5 Hz, 2 H, 2-H), 8.03 (s, 1 H, 25-H),

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 5= 11.2 (g, C-14), 16.0 (g, C-12), 17.6 (g, C-36), 19.5
(g, C-19), 20.0 (g, C-19), 20.7 (g, C-23), 23.8 (1, C-13), 29.6 (g, C-16), 29.9 (d, C-18),
34.6 (t, C-20), 36.4 (d, C-35), 37.3 (d, C-11), 37.7 (t, C-34), 41.0 (t, C-29), 47.2 (d,
C-7), 48.2 (d, C-28), 51.7 (g, C-38), 55.7 (d, C-10), 55.8 (d, C-17), 66.9 (d, C-8), 69.5
(d, C-21), 119.9 (d, C-2), 123.5 (d, C-25), 125.0 (d, C-5), 126.5 (d, C-33), 127.0 (d,
C-3), 127.6 (d, C-4), 128.3 (d, C-32), 129.5 (d, C-31), 137.4 (s, C-30), 141.2 (s, C-1),
143.7 (s, C-6), 149.9 (s, C-26), 156.3 (s, C-9), 160.3 (s, C-27), 169.9, 170.0 (2s,
C-22, C-24), 173.5 (s, C-15), 176.6 (s, C-37).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)
'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d=3.56 (s, 3 H, 38-H), 7.99 (s, 1 H, 25-H).
Optische Drehung: [a]?% = +4.19c = 0.8, CHCl 5)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C32H19N406S [M—C15HoO2]" 617.3373 617.3345

Elementaranalyse:

C47HssN4OsS  ber. C 67.28 H 6.97 N 6.68
(839.05) gef. C 66.49 H 6.95 N 6.62
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(2S5,4R)-4-(2-((1R,3R)-1-Acetoxy-3-((2 S,3S)-N,3-dimethyl-2-(( R)-1-methyl-
piperidin-2-carboxamido)pentanamido)-4-methylpentyl )thiazol-4-carboxamido)-
2-methyl-5-phenylpentansduremethylester (118)

Gemald AAV 9 wurden 80 mg (95 pmol) Tripeptid 117 mit 200 pl (1.34 mmol) TRIS
entschiitzt und anschlieRend mit 28 mg (0.20 mmol) N-Methyl-(R)-Pipecolinsaure!*”,
39 mg (0.21 mmol) Pentafluorphenol und 42 mg (0.20 mmol) DCC nach AAV 4
umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel,
DCM/MeOH =98:2) wurde Tetrapeptid 118 (55 mg, 75 umol, 78%) als farbloses
Harz erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 98:2, R((118) = 0.10]
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1|/\g/ 2 | 18 S / H
W 14 23
0 M

12 118

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): o= 0.80 (d, %J1716 = 6.6 Hz, 3 H, 17-H), 0.91 (t, 3J111 =
7.4 Hz, 1 H, 12-H), 0.98 (d, J100= 6.5 Hz, 3 H, 10-H), 1.02 (d, 3J17.16= 6.5 Hz, 3 H,
17-H"), 1.16 (d, %Jas33= 7.1 Hz, 3 H, 34-H), 1.09-1.23 (sh, 2 H, 4-Ha,, 11-Hy), 1.35
(M, 1 H, 5-Hay), 1.46-1.86 (sh, 8 H, 3-H, 4-Heq, 5-Heq, 9-H, 11-Hp, 16-H, 32-H,), 1.97-
2.08 (sh, 3 H, 2-Hay, 18-Ha, 32-Hy), 2.17 (s, 3 H, 21-H), 2.22 (s, 3 H, 1-H), 2.32 (ddd,
2J30a300 = 14.7 Hz, 3Jsop 2633 = 11.4 Hz, 3Jsop3ais = 3.0 Hz, 1 H, 32-Hp), 2.47 (dd,
3J6.5eq= 11.1 Hz, 3Jg5ax= 3.1 Hz, 1 H, 6-H), 2.61 (m, 1 H, 33-H), 2.86-2.91 (sh, 2 H,
2-Heq, 27-Ha), 2.96 (dd, 23276274 = 13.7 Hz, Ja7.26 = 5.8 Hz, 1 H, 27-Hp), 3.03 (s, 3 H,
14-H), 3.63 (s, 3 H, 36-H), 4.41 (m, 1 H, 26-H), 4.56 (m, 1 H, 15-H), 4.79 (dd, 3Jgnn
= 9.5 Hz, 3Jg9= 7.6 Hz, 1 H, 8-H), 5.65 (dd, %J1918a = 11.3 Hz, 3J1918p = 2.3 Hz, 1 H,
19-H), 7.04 (d, 3Jnng= 9.6 Hz, 1 H, NH), 7.11 (d, 3Jnn2s = 9.3 Hz, 1 H, NH), 7.20—
7.24 (sh, 3 H, 29-H, 31-H), 7.28 (m, 2 H, 30-H), 8.01 (s, 1 H, 23-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 10.9 (g, C-12), 15.9 (g, C-10), 17.6 (g, C-34), 19.6
(q, C-17), 20.0 (q, C-17’), 20.8 (q, C-21), 23.2 (t, C-4), 24.4 (t, C-11), 25.1 (t, C-3),
29.5 (g, C-14), 29.9 (t, C-5), 30.4 (d, C-16), 34.8 (t, C-18), 36.4 (d, C-33), 36.9 (d,
C-9), 37.6 (t, C-32), 41.0 (t, C-27), 44.9 (q, C-1), 48.2 (d, C-26), 51.7 (q, C-36), 52.9
(d, C-8), 55.4 (t, d, C-2, C-15), 69.6, 69.7 (2 d, C-6, C-19), 123.3 (d, C-23), 126.5 (d,
C-31), 128.3 (d, C-30), 129.5 (d, C-29), 137.5 (s, C-28), 160.3 (s, C-25), 170.0 (2 s,
C-20, C-22), 173.5, 174.2 (2 s, C-6, C-13), 176.5 (s, C-35).

Optische Drehung: [a]?% = +17.0°(c = 1.1, CHCl )
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HRMS (CI) berechnet gefunden
C39Hs59N507S [M] 741.4135 741.4172

(2S5,4R)-4-(2-((1R,3R)-3-((2S,3S)-N,3-Dimethyl-2-(( R)-1-methylpiperidin-2-carbox-
amido)pentanamido)-1-hydroxy-4-methylpentyl)thiazol -4-carboxamido)-2-
methyl-5-phenylpentanséure-TFA-Salz (119)

Gemald AAV 5 wurden 16 mg (22 umol) Tetrapeptid 118 mit 88 ul (88 umol) 1 M
NaOH-L6sung bei 50T entschutzt (MeOH, 4 h). Nach A ufarbeitung (angesauert mit
TFA) und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 9:1)
wurde Hydroxypratubulysin 119 (15 mg, 19 umol, 85%) als weil3er Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 180-182<C erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 9:1, R((119) = 0.18]

i 119

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 0= 0.85 (d, %J1716 = 6.5 Hz, 3 H, 17-H), 0.91 (t, 3J111 =
7.5 Hz, 1 H, 12-H), 0.98 (d, 3J100= 6.8 Hz, 3 H, 10-H), 1.00 (d, 3J17.16= 6.5 Hz, 3 H,
17-H"), 1.12 (d, 333231 = 6.8 Hz, 3 H, 32-H), 1.23 (m, 1 H, 11-H,), 1.45 (m, 1 H, 5-Ha),
1.53-1.72 (sh, 4 H, 3-Hay, 4-Hax, 18-Ha, 30-Hy), 1.76-1.84 (sh, 2 H, 3-Heq, 5-Heg),
1.84-2.06 (sh, 5 H, 4-Heq, 9-H, 11-Hp, 16-H, 30-Hp), 2.25 (m, 1 H, 18-Hy), 2.38-2.44
(sh, 4 H, 1-H, 31-H), 2.54 (m, 1 H, 2-Hg,), 2.88 (m, 2 H, 25-H), 3.13-3-20 (sh, 5 H,
2-Heq, 6-H, 14-H), 4.40-4.50 (sh, 2 H, 15-H, 24-H), 4.67 (dd, 3J1918a = 10.2 Hz,
3310180 = 1.9 Hz, 1 H, 19-H), 4.72 (dd, 3Jgo = 8.6 Hz, 1 H, 8-H), 7.11-7.22 (sh, 5 H,
27-H, 28-H, 29-H), 8.08 (s, 1 H, 21-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.2 (g, C-12), 16.0 (g, C-10), 19.3 (q, C-32), 20.4
(q, C-17), 20.6 (q, C-17"), 23.4 (t, C-4), 25.2 (t, C-3), 25.7 (t, C-11), 31.0 (g, C-5), 31.2
(t, C-16), 37.6 (d, C-9), 38.7 (t, C-18), 40.4 (d, C-31), 41.2 (t, C-30), 42.5 (t, C-25),
43.9 (g, C-1), 50.8 (d, C-24), 55.5 (d, C-8), 56.5 (t, C-2), 62.3 (d, C-15), 69.4 (d, C-6),
69.9 (d, C-19), 118.6 (q, “Jcr = 233 Hz, CFsCOOH), 125.1 (d, C-21), 127.4 (d, C-29),
129.3 (d, C-28), 130.5 (d, C-27), 139.5 (s, C-26), 150.5 (s, C-22), 163.1 (q, 3Jcr =
27.8 Hz, CF;COOH), 163.3 (s, C-23), 172.7, 175.0 (2 s, C-7, C-13), 179.2 (s, C-20),
186.0 (s, C-33).
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 3.78 (m, 1 H, 15-H), 4.77 (m, 1 H, 19-H), 5.12 (d,
3J39=3.8 Hz, 1 H, 8-H), 8.06 (s, 1 H, 21-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 12.1 (g, C-12), 16.6 (g, C-10), 19.3 (q, C-32), 20.7
(q, C-17), 20.8 (g, C-17’), 44.1 (q, C-1), 56.3 (t, C-2), 68.8 (d, C-6), 69.3 (d, C-19),
129.3 (d, C-28), 130.5 (d, C-27), 139.6 (s, C-26), 150.7 (s, C-22), 179.4 (s, C-20).

Optische Drehung: [a]?%, = -5.2°(c = 1.0, MeOH)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
C36Hs54N505S [M—OH]* 668.3846 668.3883

(S)-3-(4-Benzoylphenyl)-2-( tert-butoxycarbonylamino)propansauremethylester
(121a)1*37

785 mg (2.07 mmol) Boc-lodphenylalaninmethylester 130"2®!, 857 mg (6.21 mmol)
K2CO3; und 73 mg (0.10 mmol) bis(Triphenylphosphin)palladium(il)dichlorid wurden
unter CO-Atmosphare in einem Schlenkkolben vorgelegt. Nach der Zugabe von
10 ml Anisol (mit N, entgast) wurde die gelbe Suspension 10 min bei Raum-
temperatur geruhrt. AnschlieRend wurde eine LOsung aus 278 mg (2.28 mmol)
Phenylboronséure in 10 ml Anisol (entgast mit N,) zugegeben und die resultierende
rote Suspension 19 Stunden bei 80C geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde das blau-
schwarze Reaktionsgemisch mit Diethylether verdinnt und mit Wasser sowie ges.
NaCl-Losung gewaschen und uber Na,SO, getrocknet. Das Ldsemittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und der Ruckstand sdulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, Hexan/EE =9:1, 7:3), wobei 12l1a (686 mg, 1.79 mmol, 86%) als
gelbliches Ol erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 8:2, R¢(121a) = 0.14]

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 1.42 (s, 9 H, 16-H), 3.11 (dd, *Jsa4p= 13.5 Hz, 3J4a3=
6.1 Hz, 1 H, 4-Hy), 3.23 (dd, 2Jap4a= 13.6 Hz, 3J4,3= 5.6 Hz, 1 H, 4-Hy), 3.74 (s, 3 H,
1-H), 4.64 (m, 1 H, 3-H), 5.03 ((Jxns = 7.5 Hz, 1 H, NH), 7.25 (d, 3Js7= 8.1 Hz, 2 H,
6-H), 7.48 (dd, 3J1211 = 31213 = 7.6 Hz, 2 H, 12-H), 7.59 (tt, *J131> = 7.4 Hz, *J1311 =
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1.3 Hz, 1 H, 13-H), 7.75 (d, 3J76 = 8.2 Hz, 2 H, 7-H), 7.77 (dd, 3J111,= 8.4 Hz, *J1113
= 1.4 Hz, 2 H, 11-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): J= 28.3 (g, C-16), 38.4 (t, C-4), 52.4 (q, C-1), 54.2 (d,
C-3), 80.1 (s, C-15), 128.3 (d, C-12), 129.3 (d, C-6), 129.9 (d, C-11), 130.3 (d, C-7),
132.4 (d, C-13), 136.3 (s, C-8), 137.6 (s, C-10), 141.1 (s, C-5), 155.0 (s, C-14), 172.0
(s, C-2), 196.3 (s, C-9).

Optische Drehung: [0]*°p = +50.3°(c = 2.0, CHCl 3)

(S,E)-4-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(4-iodophenyl)-2-methylpent -2-ensaure-
ethylester (131)

Zu einer Lésung von 850 mg (2.10 mmol) Boc-lodphenalalaninmethylester 130 in
12 ml absolutem DCM wurden bei —78<T innerhalb von 10 min 4.20 ml (4.20 mmol)
Di-iso-butylaluminiumhydrid-Lésung (DibalH, 1 M in Hexan) zugetropft und die klare
Losung 50 min bei dieser Temperatur gerthrt. AnschlieBend wurden 1.02g
(2.31 mmol) Wittigsalz und 259 mg (2.31 mmol) Kalium-tert-butanolat zugegeben und
die weil3e Suspension tUber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt. Zur Aufarbeitung
wurde die Reaktionsmischung in 100 ml 10%ige Weinsaure-Losung gegossen und
10 min kraftig geruhrt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase wurde
mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit ges.
NaCl-Losung gewaschen und tber Na,SO, getrocknet. Nach dem Entfernen des
Losemittels im Vakuum wurde der Rickstand saulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, Hexan/EE = 8:2), wobei 131 (805 mg, 1.75 mmol, 83%, >95% E) als weis-
ser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 112-113<C erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 8:2, R¢(131) = 0.28]

15>LJOL
140713 N
H

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6= 1.28 (t, 3J1, = 7.1 Hz, 1-H), 1.40 (s, 9 H, 15-H), 1.71
(d, “Js6 = 1.3 Hz, 3 H, 5-H), 2.72 (dd, 2Jgags = 13.5 Hz, 3Jga7= 7.0 Hz, 1 H, 8-Ha),
2.86 (dd, 2Jgpsa = 13.3 Hz, 3Jg7 = 5.5 Hz, 1 H, 8-Hy), 4.18 (q, 3J,1 = 7.1 Hz, 2 H,
2-H), 4.50-4.66 (sh, 2 H, 7-H, NH), 6.47 (dq, 3Js7= 9.0 Hz, *Js5 = 1.4 Hz, 1 H, 6-H),
6.92 (d, 3J1011 = 8.2 Hz, 2 H, 10-H), 7.60 (d, 3J1110= 8.2 Hz, 1 H, 11-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 12.7 (q, C-5), 14.2 (q, C-1), 28.3 (g, C-15), 40.7 (t,
C-8), 49.9 (d, C-7), 60.8 (t, C-2), 79.8 (s, C-14), 92.0 (d, C-12), 129.8 (s, C-4), 131.5
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(d, C-19), 136.4 (s, C-9), 137.5 (d, C-11), 139.5 (s, C-6), 154.9 (s, C-13), 167.6 (s,
C-3).

Die Signale des Z-Isomeren sind im NMR nicht zu erkennen.

Optische Drehung: [a]*'p = +21.8°(c = 0.9, >95% E, CHCls)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C1oH27NO4l [M+H]” 460.0985 460.0993

Elementaranalyse:

ClgH26N04| ber. C 49.68 H5.71 N 3.05
(459.32) gef. C 50.12 H5.64 N 2.74

(S,E)-5-(4-Benzoylphenyl)-4-( tert-butoxycarbonylamino)-2-methylpent-2-en-
saureethylester (132)

88 mg (0.19 mmol) 131, 79 mg (0.57 mmol) K,CO3 und 7 mg (10 pmol) bis(Triphenyl-
phosphin)palladium(ll)dichlorid wurden unter CO-Atmosphéare in einem Schlenk-
kolben vorgelegt. Nach der Zugabe von 1 ml Anisol (mit N, entgast) wurde die gelbe
Suspension 10 min bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlie3end wurde eine Losung
aus 27 mg (0.22 mmol) Phenylboronséure in 1 ml Anisol (entgast mit N2) zugegeben
und die resultierende rote Suspension 17 Stunden bei 80C gerthrt. Zur Aufarbei-
tung wurde das blau-schwarze Reaktionsgemisch mit Diethylether verdiinnt und mit
Wasser sowie ges. NaCl-Losung gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Das
Losemittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand saulen-
chromatographisch gereinigt (Kieselgel, Hexan/EE =8:2), wobei 132 (81 mg,
0.19 mmol, 97%) als rotlicher Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 76-78C
erhalten wurde.

[DC: Hexan/EE = 8:2, R¢(132) = 0.13]

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 0= 1.28 (t, 3J1, = 7.1 Hz, 3 H, 1-H), 1.40 (s, 9 H, 15-H),
1.73 (d, “Jsg = 1.4 Hz, 3 H, 5-H), 2.87 (dd, *Jgagp = 13.3 Hz, %Jga7 = 7.0 Hz, 1 H,
8-Hy), 3.02 (dd, Jgpsa = 13.0 Hz, %Jg,7= 5.7 Hz, 1 H, 8-Hp), 4.18 (q, 3J»1 = 7.1 Hz,
2 H, 2-H), 4.60-4.76 (sh, 2 H, 7-H, NH), 6.53 (dq, 3Js7= 9.0 Hz, *Js5 = 1.4 Hz, 1 H,
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6-H), 7.29 (d, 3Ji011 = 8.2 Hz, 2 H, 10-H), 7.47 (dd, 3Ji615 = 3Ji617 = 7.6 Hz, 2 H,
16-H), 7.58 (tt, *J1716 = 7.4 Hz, *J1715= 1.3 Hz, 1 H, 17-H), 7.74 (d, 3J1110= 8.2 Hz,
2 H, 11-H), 7.77 (dd, 3J15.16 = 8.4 Hz, *J1517= 1.4 Hz, 2 H, 15-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 12.7 (g, C-5), 14.2 (g, C-1), 28.3 (g, C-20), 41.3 (t,
C-8), 50.0 (d, C-7), 60.8 (t, C-2), 80.0 (s, C-19), 128.2 (d, C-16), 129.5 (d, C-10),
129.9 (s, d, C-4, C-15), 130.3 (d, C-11), 132.3 (d, C-17), 136.0 (s, C-12), 137.6 (s,
C-14), 139.5 (s, C-6), 141.8 (s, C-9), 155.0 (s, C-18), 172.0 (s, C-3), 196.3 (s, C-13).

Optische Drehung: [a]?'p = +25.4°(c = 1.1, CHCl )

HRMS (CI) berechnet gefunden

CooH24NO5 [M—C4H8+H]+ 382.1654 382.1667

Elementaranalyse:

C26H31NOs ber. C 71.37 H7.14 N 3.20
(437.53) gef. C 70.75 H7.15 N 2.85

(R)-2-(3-(tert-Butoxycarbonyl(methyl)amino)-4-methylpentyl)thiazo [-4-carbon-
saure (133)

GemaR AAV 5 wurden 2.58 g (6.96 mmol) Boc-Tubuvalinethylester?? mit 10.0 ml
(10.0 mmol) 1 M NaOH-L6sung entschitzt (MeOH, 16 h). Nach der Aufarbeitung
(angeséauert mit 1 M HCI) wurde Boc-Tubuvalin 133 (2.26 g, 6.59 mmol, 95%) als

gelbliches Harz erhalten.
[ 6
1 O 0]
M SN
>L 240N
203 ITI 5% 10 /
4 S 1
133

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d = 0.82 (d, 3J;6 = 6.6 Hz, 3 H, 7-H), 0.83 (d, 3J7¢ =
6.6 Hz, 3 H, 7*-H), 1.40 (s, 9 H, 1-H), 1.66 (m, 1 H, 6-H), 1.83 (m, 1 H, 8-H,), 2.12 (m,
1 H, 8-Hy), 2.63 (s, 3 H, 4-H), 2.95 (m, 2 H, 9-H), 3.86 (ddd, 3Js6= 3J58.= 13.2 Hz,
33580 = 3.2 Hz, 1 H, 5-H), 8.12 (s, 1 H, 11-H), 9.61 (bs, 1 H, OH).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 19.5 (q, C-7), 19.8 (g, C-7"), 28.1 (q, C-4), 28.4 (q,
C-1), 29.8 (t, C-8), 30.3 (d, C-6), 30.5 (t, C-9), 60.1 (d, C-5), 79.4 (s, C-2), 128.0 (d,
C-11), 146.0 (s, C-12), 156.6 (s, C-3), 164.1 (s, C-10), 171.6 (s, C-13).
Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.92 (d, 3J;6 = 6.6 Hz, 6 H, 7-H), 1.43 (s, 9 H, 1-H),
2.67 (s, 3 H, 4-H), 3.64 (bs, 1 H, 5-H), 8.14 (s, 1 H, 11-H).
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13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 20.0 (g, C-7), 20.2 (g, C-7), 30.4 (d, C-6), 30.7 (t,
C-9), 61.4 (d, C-5), 79.9 (s, C-2), 146.2 (s, C-12), 171.7 (s, C-13).

Optische Drehung: [a]*p = -5.7°(c = 1.1, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C16H27N204S [M'*'H]Jr 343.1691 343.1729

Elementaranalyse:

C16H26N204S ber. C 56.12 H 7.65 N 8.18
(342.45) gef. C 55.77 H 7.42 N 8.07

(S)-3-(4-Benzoylphenyl)-2-(2-(( R)-3-(tert-butoxycarbonyl(methyl)amino)-4-
methylpentyl)thiazol-4-carboxamido)propansauremethy lester (134a)

Gemall AAV 6 wurden 196 mg (0.51 mmol) 121a mit 1.28 ml (5.10 mmol) HCI in
Dioxan (4 M) entschitzt und anschlieend mit 157 mg (0.46 mmol) Boc-Tubuvalin
133, 127 pl (1.125 mmol) NMM und 68 pul (0.51 mmol) IBCF nach AAV 1 umgesetzt.
Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE
= 6:4) wurde Dipeptid 134a (238 mg, 0.39 mmol, 85%) als farbloses Ol erhalten.

[DC: Hexan/EE = 1:1, R¢(134a) = 0.25]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.81 (d, %J21 = 6.5 Hz, 3 H, 22-H), 0.83 (d, 3J». 21 =
6.5 Hz, 3 H, 22-H), 1.38 (s, 9 H, 26-H), 1.65 (m, 1 H, 21-H), 1.78 (m, 1 H, 19-H,),
2.14 (m, 1 H, 19-Hp), 2.63 (s, 3 H, 23-H), 2.88 (m, 2 H, 18-H), 3.27 (dd, *Jsa4 =
13.9 Hz, 3J4a3= 6.4 Hz, 1 H, 4-Hy), 3.36 (dd, 2Japsa= 13.9 Hz, %Jap3= 6.4 Hz, 1 H,
4-Hp), 3.74 (s, 3 H, 1-H), 3.82 (m, 1 H, 20-H), 5.09 (m, 1 H, 3-H), 7.30 (d, 3Js7 =
8.1 Hz, 2 H, 6-H), 7.46 (dd, 3J1211 = 331213 = 7.6 Hz, 2 H, 12-H), 7.57 (t, 3J131> =
7.4 Hz, 13-H), 7.73 (d, 3376 = 8.3 Hz, 2 H, 7-H), 7.75 (m, 2 H, 11-H), 7.79 (CIus =
8.0 Hz, 1 H, NH), 7.40 (s, 1 H, 16-H).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): 6= 19.6 (g, C-22), 19.9 (g, C-229), 28.2 (q, C-23), 28.4
(q, C-26), 29.5 (t, C-19), 30.1 (t, C-18), 30.5 (d, C-21), 38.1 (t, C-4), 52.4 (q, C-1),
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53.0 (d, C-3), 60.3 (d, C-20), 79.2 (s, C-25), 123.1 (d, C-16), 128.2 (d, C-12), 129.2
(d, C-6), 129.9 (d, C-11), 130.4 (d, C-7), 132.3 (d, C-13), 136.2 (s, C-8), 137.6 (s,
C-10), 141.1 (s, C-5), 148.7 (s, C-15), 156.4 (s, C-24), 160.6 (s, C-14), 170.8 (s,
C-17), 171.4 (s, C-2), 196.2 (s, C-9).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.91 (d, %J:51 = 6.5 Hz, 3 H, 22-H), 0.93 (d, 3J». 21 =
6.5 Hz, 3 H, 22-H), 1.44 (s, 9 H, 26-H), 2.66 (s, 3 H, 23-H), 3.28 (dd, %Jsa4 =
13.7 Hz, 3J423= 6.2 Hz, 1 H, 4-H,), 3.64 (bs, 1 H, 20-H), 7.96 (s, 1 H, 16-H).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): 6= 20.1 (g, C-22), 20.3 (g, C-22"), 28.4 (q, C-23), 29.1
(t, C-19), 30.3 (t, C-18), 30.7 (d, C-21), 38.2 (t, C-4), 53.0 (d, C-3), 79.5 (s, C-25),
129.2 (d, C-6), 129.9 (d, C-11), 136.2 (s, C-8), 141.1 (s, C-5), 148.8 (s, C-15), 156.6
(s, C-24), 160.7 (s, C-14), 171.0 (s, C-17), 171.5 (s, C-2), 196.2 (s, C-9).

Optische Drehung: [0a]*p = +9.4°(c = 0.6, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden
Ca3H4oN306S [M'*'H]Jr 608.2794 608.2751

(S,E)-5-(4-Benzoylphenyl)-4-(2-(( R)-3-(tert-butoxycarbonyl(methyl)amino)-4-
methylpentyl)thiazol-4-carboxamido)-2-methylpent-2-  ensaureethylester (134b)

Gemald AAV 6 wurden 284 mg (0.65 mmol) 131 mit 1.63 ml (6.50 mmol) HCI in
Dioxan (4 M) entschutzt und anschlieend mit 223 mg (0.65 mmol) Boc-Tubuvalin
133, 180 pl (1.63 mmol) NMM und 86 pl (0.65 mmol) IBCF nach AAV 1 umgesetzt.
Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel,
PE/EE = 7:3, 6:4) wurde Dipeptid 134b (394 mg, 0.60 mmol, 92%) als weil3er
Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 49-52<C erhalt en.

[DC: PE/EE = 6:4, R{(134b) = 0.19]

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.84 (d, %Js625 = 6.5 Hz, 6 H, 26-H), 1.27 (t, %J1, =
7.1 Hz, 3 H, 1-H), 1.40 (s, 9 H, 30-H), 1.67 (m, 1 H, 25-H), 1.77 (d, *Js6 = 1.1 Hz,
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3 H, 5-H), 1.81 (m 1 H, 23-H,), 2.11 (m, 1 H, 23-Hy), 2.65 (s, 3 H, 27-H), 2.85 (m,
2 H, 22-H), 3.00 (dd, 2Jgagp = 13.2 Hz, 3Jga7= 7.8 Hz, 1 H, 8-Ha), 3.20 (dd, *Jgpga =
13.4 Hz, 3Jgp7= 6.2 Hz, 1 H, 8-Hp), 3.79 (m, 1 H, 24-H), 4.18 (q, 3J21 = 7.1 Hz, 2 H,
2-H), 5.20 (m, 1 H, 7-H), 6.67 (dq, 3Js7= 9.0 Hz, “Js5 = 1.4 Hz, 1 H, 6-H), 7.35 (d,
331011 = 8.1 Hz, 2 H, 10-H), 7.46 (dd, 3J1615 = 3J1617 = 7.6 Hz, 2 H, 16-H), 7.52 (d
3Jnn7=8.2 Hz, 1 H, NH), 7.57 (t, *J17.16 = 7.4 Hz, 1 H, 17-H), 7.73 (d, 3J11.10= 8.3 Hz,
2 H, 11-H), 7.75 (d, J15.16 = 7.8 Hz, 2 H, 15-H), 7.92 (s, 1 H, 20-H).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): = 12.9 (g, C-5), 14.2 (g, C-1), 19.6 (q, C-26), 19.9 (q,
C-26Y), 28.2 (g, C-27), 28.4 (q, C-30), 29.7 (t, C-23), 30.2 (t, C-22), 30.5 (d, C-25),
41.0 (t, C-8), 48.6 (d, C-7), 60.1 (d, C-24), 60.8 (t, C-2), 79.2 (s, C-29), 122.8 (d,
C-20), 128.2 (d, C-16), 129.4 (d, C-10), 129.9 (d, C-15), 130.3 (d, C-11), 130.8 (s,
C-4), 132.3 (d, C-17), 136.0 (s, C-12), 137.7 (s, C-14), 138.5 (s, C-6), 141.8 (s, C-9),
149.0 (s, C-19), 156.5 (s, C-28), 160.2 (s, C-18), 167.5 (s, C-21), 170.9 (s, C-3),
196.3 (s, C-13).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.95 (d, 3J2625 = 6.5 Hz, 6 H, 26-H), = 0.97 (d, 3J. 25
= 6.5 Hz, 6 H, 26'-H), 1.46 (s, 9 H, 30-H), 1.79 (d, “Js6 = 1.1 Hz, 3 H, 5-H), 3.01 (dd,
2Jgasp = 13.2 Hz, 3Jga7= 7.8 Hz, 1 H, 8-H,), 3.21 (dd, *Jgpsa = 13.4 Hz, 3Jgp7 = 6.2 Hz,
1 H, 8-Hy), 3.65 (bs, 1 H, 24-H), 4.19 (q, J,1 = 7.1 Hz, 2 H, 2-H), 6.68 (dq, 3Js7 =
9.0 Hz, “Je5 = 1.4 Hz, 1 H, 6-H), 7.35 (d, *J1011 = 8.1 Hz, 2 H, 10-H), 7.52 (d 3Jnu.7 =
8.4 Hz, 1 H, NH), 7.94 (s, 1 H, 20-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 20.1 (g, C-26), 20.3 (g, C-26), 29.4 (t, C-23), 30.2 (t,
C-22), 30.7 (d, C-25), 41.0 (t, C-8), 48.7 (d, C-7), 79.5 (s, C-29), 129.4 (d, C-10),
130.8 (s, C-4), 149.2 (s, C-19), 156.6 (s, C-28), 160.3 (s, C-18), 167.6 (s, C-21),
171.1 (s, C-3).

Optische Drehung: [0a]*p = +8.6°(c = 1.1, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden

C37H47N306S [M] 661.3186 661.3233

Elementaranalyse:

C37H47N306S ber. C67.14 H7.16 N 6.35
(661.85) gef. C 66.36 H7.17 N 6.04
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(S)-3-(4-Benzoylphenyl)-2-(2-(( R)-3-((2S,3S)-2-(benzyloxycarbonylamino)- N,3-
dimethylpentanamido)-4-methylpentyl)thiazol-4-carbo xamido)propansaure-
methylester (135a)

Gemald AAV 6 wurden 182 mg (0.30 mmol) Dipeptid 134a mit 2.00 ml (8.00 mmol)
HCl in Dioxan (4 M) entschitzt und anschlieBend mit 88 mg (0.33 mmol)
Cbz-geschitztem (S,S)-Isoleucin, 90 mg (0.33 mmol) BEP und 160 pl (0.94 mmol)
DIPEA nach AAV 2 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und sdulenchromatographischer
Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 1:1) wurde Tripeptid 135a (195 mg, 0.26 mmol,
86%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 58—60<C erhalten.

[DC: Hexan/EE = 1:1, R¢(135a) = 0.18]

34 2 ,,
35 33
H 18
32 080N,25 N
‘24 N 20 -
31 19 17
o 2! S
\\‘\ 23
a7 28
29 135a

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.75 (d, 3J2521 = 6.6 Hz, 3 H, 22-H), 0.85 (t, 3J208 =
7.3 Hz, 3 H, 29-H), 0.94 (d, ®J22.21 = 6.5 Hz, 3 H, 22*-H), 0.98 (d, ®J2726 = 6.7 Hz, 3 H,
27-H), 1.10 (m, 1 H, 28-Hy), 1.58 (m, 1 H, 28-Hp), 1.67-1.77 (sh, 2 H, 21-H, 26-H),
1.84 (m, 1 H, 19-Hy,), 2.12 (m, 1 H, 19-Hyp), 2.79 (m, 2 H, 18-H), 2.95 (s, 3 H, 23-H),
3.28 (dd, 2J4as = 13.8 Hz, 3J4a3= 6.5 Hz, 1 H, 4-Hy), 3.35 (dd, Jsp4a= 13.8 Hz, *Jsp3
= 6.1 Hz, 1 H, 4-Hp), 3.72 (s, 3 H, 1-H), 4.31 (m, 1 H, 20-H), 4.55 (dd, 3Jasnn =
9.3 Hz, 3J526 = 6.7 Hz, 1 H, 25-H), 5.04-5.11 (sh, 3 H, 3-H, 31-H), 5.52 (d, 3J\n25=
9.3 Hz, 1 H, NH), 7.20-7.35 (sh, 7 H, 6-H, 33-H, 34-H, 35-H), 7.46 (dd, 3J1211= 3J1213
= 7.6 Hz, 2 H, 12-H), 7.57 (t, *J131» = 7.4 Hz, 1 H, 13-H), 7.72 (d, 3J;6 = 8.2 Hz, 2 H,
7-H), 7.76 (m, 2 H, 11-H), 7.85 (*Juns = 8.1 Hz, 1 H, NH), 7.95 (s, 1 H, 16-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 5= 11.3 (g, C-29), 16.0 (g, C-27), 19.5 (g, C-22), 20.0
(g, C-229), 23.7 (t, C-28), 29.2 (t, C-19), 29.6 (g, C-23), 30.0 (d, C-21), 30.3 (t, C-18),
37.5 (d, C-26), 38.1 (t, C-4), 52.4 (g, C-1), 53.0 (d, C-3), 55.8 (d, C-25), 58.9 (d,
C-20), 66.8 (t, C-32), 123.2 (d, C-16), 127.8, 128.0, 128.3, 128.4 (4 d, C-12, C-33,
C-33, C-34), 129.2 (d, C-6), 129.9 (d, C-11), 130.3 (d, C-7), 132.3 (d, C-13), 136.2,
136.4 (2's, C-8, C-32), 137.5 (s, C-10), 141.1 (s, C-5), 148.8 (s, C-15), 156.4 (s,
C-30), 160.6 (s, C-14), 170.2 (s, C-17), 171.5 (s, C-2), 173.2 (s, C-24), 196.2 (s, C-9).
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6= 1.03 (d, 3J221 = 6.7 Hz, 3 H, 22-H), 2.70 (s, 3 H,
23-H), 3.58 (m, 1 H, 20-H), 4.63 (dd, 3Jasnn = 9.5 Hz, 3Ju5.26 = 6.6 Hz, 1 H, 25-H),
5.63 (d, 2Inn2s= 9.7 Hz, 1 H, NH), 7.91 (s, 1 H, 16-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.3 (g, C-29), 16.2 (q, C-27), 20.3 (q, C-22), 20.4
(q, C-22°), 23.5 (t, C-28), 27.4 (g, C-23), 30.3 (t, C-19), 31.3 (t, C-18), 37.9 (d, C-26),
55.2 (d, C-25), 62.8 (d, C-14), 66.8 (t, C-32), 132.3 (d, C-16), 132.3 (d, C-13), 137.6
(s, C-10), 141.3 (s, C-5), 160.7 (s, C-14), 171.5 (s, C-2).

Optische Drehung: [a]?p = -1.2°(c = 1.0, CHCl 3)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

Ca2Hs51N405S [M+H]" 755.3478 755.3440

Elementaranalyse:

CaoHs50N4O7S ber. C 66.82 H 6.68 N 7.42
(754.93) gef. C 66.30 H 6.70 N 7.29

(S,E)-5-(4-Benzoylphenyl)-4-(2-(( R)-3-((2S,3S)-2-(benzyloxycarbonylamino)- N,3-
dimethylpentanamido)-4-methylpentyl)thiazol-4-carbo xamido)-2-methylpent-2-
ensaureethylester (135b)

Gemall AAV 6 wurden 324 mg (0.49 mmol) Dipeptid 134b mit 3.00 ml (12.0 mmol)
HCl in Dioxan (4 M) entschitzt und anschlieBend mit 155 mg (0.58 mmol)
Cbz-geschitztem (S,S)-Isoleucin, 160 mg (0.58 mmol) BEP und 270 pl (1.59 mmol)
DIPEA nach AAV 2 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer
Reinigung (Kieselgel, Hexan/EE = 1:1) wurde Tripeptid 135b (359 mg, 0.44 mmol,
90%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 58—60<T erhalten.

[DC: Hexan/EE = 1:1, R¢{(135b) = 0.27]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 8= 0.78 (d, %J2625= 6.6 Hz, 3 H, 26-H), 0.86 (t, 3J333,=
7.4 Hz, 3 H, 33-H), 0.96 (d, %J,6 25 = 6.5 Hz, 3 H, 26*-H), 0.99 (d, 3J31.30= 6.8 Hz, 3 H,
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31-H), 1.13 (m, 1 H, 32-Hy), 1.25 (t, 331, = 7.0 Hz, 3 H, 1-H), 1.59 (m, 1 H, 32-Hy),
1.70 (m, 1 H, 25-H), 1.75 (d, *Js7 = 1.3 Hz, 3 H, 5-H), 1.77-1.92 (sh, 2 H, 23-H,,
30-H), 2.09 (M, 1 H, 23-Hy), 2.81 (t, 3J2223= 7.6 Hz, 2 H, 22-H), 2.98 (s, 3 H, 27-H),
3.01 (dd, 2Jgagp = 13.3 Hz, Jga7 = 7.7 Hz, 1 H, 8-H,), 3.20 (dd, *Jgpsa = 13.4 Hz, 3Jgy 7
= 5.8 Hz, 1 H, 8-Hy), 4.16 (q, 3J21 = 7.1 Hz, 2 H, 2-H), 4.39 (m, 1 H, 24-H), 4.56 (dd,
3Joonm = 9.4 Hz, 3Js030= 7.1 Hz, 1 H, 29-H), 5.09 (d, 2Jssa3s0 = 12.4 Hz, 1 H, 35-H,),
5.11 (d, ®Jssp.3sa= 12.4 Hz, 1 H, 35-Hy), 5.20 (m, 1 H, 7-H), 5.50 (d, *Jnn20 = 9.4 Hz,
1 H, NH), 6.73 (dq, 3Js5= 9.4 Hz, “Js5 = 1.4 Hz, 1 H, 6-H), 7.22-7.37 (sh, 7 H, 10-H,
37-H, 38-H, 39-H), 7.47 (dd, 3J1617 = 3J1615 = 7.6 Hz, 2 H, 16-H), 7.57 (t, 31716 =
7.4 Hz, 1 H, 17-H), 7.66 (d, 3Jun7= 8.3 Hz, 1 H, NH), 7.72 (d, 3J11.10= 8.2 Hz, 1 H,
11-H), 7.76 (m, 1 H, 15-H), 7.92 (s, 1 H, 20-H).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): = 11.2 (g, C-33), 12.8 (q, C-5), 14.2 (q, C-1), 15.9 (q,
C-31), 19.5 (g, C-26), 20.1 (q, C-26), 23.9 (t, C-32), 29.4 (t, C-23), 29.6 (q, C-27),
29.9 (t, C-22), 30.2 (d, C-25), 37.6 (d, C-30), 41.0 (t, C-8), 48.7 (d, C-7), 55.8 (d,
C-29), 58.6 (d, C-24), 60.8 (t, C-2), 66.8 (t, C-35), 122.7 (d, C-20), 127.8, 128.0,
128.2, 128.4 (4 d, C-16, C-37, C-38, C-38), 129.4 (d, C-10), 129.9 (d, C-15), 130.3
(d, C-11), 130.7 (s, C-4), 132.3 (d, C-17), 136.0 (s, C-12), 136.4 (s, C-36), 137.7 (s,
C-14), 138.6 (d, C-6), 141.9 (s, C-9), 149.3 (s, C-19), 156.5 (s, C-34), 160.4 (s,
C-18), 167.7 (s, C-21), 169.8 (s, C-28), 173.3 (s, C-3), 196.3 (s, C-13).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): = 0.91 (d, 3J625= 6.7 Hz, 3 H, 26-H), 1.02 (d, 3J26 25 =
6.5 Hz, 3 H, 26'-H), 1.29 (t, %31, = 7.6 Hz, 3 H, 1-H), 2.74 (s, 3 H, 27-H), 2.89 (m, 2 H,
22-H), 3.52 (m, 1 H, 24-H), 4.19 (q, 3J,1 = 7.0 Hz, 2 H, 2-H), 4.76 (dd, 3Jsonn =
9.6 Hz, 3Js030= 5.8 Hz, 1 H, 29-H), 5.60 (d, 3Jnn20= 9.6 Hz, 1 H, NH), 7.82 (d, %I\~
= 8.3 Hz, 1 H, NH), 7.93 (s, 1 H, 20-H).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): = 11.3 (g, C-33), 12.8 (q, C-5), 14.2 (q, C-1), 16.3 (q,
C-31), 20.3 (g, C-26), 20.4 (q, C-26°), 23.3 (t, C-32), 27.6 (q, C-27), 37.9 (d, C-30),
55.4 (d, C-29), 60.8 (t, C-2), 66.9 (t, C-35), 123.2 (d, C-20), 128.2 (d, C-16), 132.3 (d,
C-17), 149.4 (s, C-19), 167.6 (s, C-21), 170.2 (s, C-28).

Optische Drehung: [a]*'p = +11.2°(c = 1.0, CHCl )

HRMS (ClI) berechnet gefunden

CasHssN4O7S [M+2H]** 810.4026 810.4061

Elementaranalyse:

CueHs6N4O7S ber. C 68.29 H 6.98 N 6.93
(809.02) gef. C 67.73 H 7.07 N 6.73
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(S)-3-(4-Benzoylphenyl)-2-(2-(( R)-3-((2S,3S)-N,3-dimethyl-2-(( R)-1-methyl-
piperidin-2-carboxamido)pentanamido)-4-methylpentyl )thiazol-4-carboxamido)
propansauremethylester (136a)

Gemald AAV 8 wurden 52 mg (69 pmol) Tripeptid 135a mit 120 pl (0.70 mmol) HBr
(33 Gew% in HOAC) entschiitzt und anschlie3end mit 21 mg (0.15 mmol) N-Methyl-
(R)-Pipecolinsaure*”!, 31 mg (0.17 mmol) Pentafluorphenol und 35 mg (0.17 mmol)
DCC nach AAV 4 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer
Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH =98:2, 95:5) wurde Tetrapeptid 136a (38 mg,
51 pmol, 74%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 64—-66<C erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 95:5, R¢(136a) = 0.21]

29 136a

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 0.74 (d, 3J2521 = 6.6 Hz, 3 H, 22-H), 0.88 (t, 3J208 =
7.4 Hz, 3 H, 29-H), 0.94 (d, J22.21 = 6.5 Hz, 3 H, 22*-H), 0.96 (d, ®J2726= 6.7 Hz, 3 H,
27-H), 1.10-1.24 (sh, 2 H, 28-Ha, 33-Hay), 1.34 (m, 1 H, 32-Ha,y), 1.45-1.73 (sh, 5 H,
21-H, 28-Hyp, 33-Heq, 34-H), 1.77-1.90 (sh, 3 H, 19-H,, 26-H, 32-He,), 1.99 (ddd,
?Jssaxaseq = 11.7 HZ, Jssaxzaax = 11.7 Hz, 3Jzsaxzaeq = 2.2 Hz, 1 H, 35-Hay), 2.14 (m,
1 H, 19-Hp), 2.21 (s, 3 H, 36-H), 2.46 (dd, *J31a30eq = 10.9 HZ, 3J31 300« = 2.7 Hz, 1 H,
31-H), 2.77-2.92 (sh, 3 H, 18-H, 35-Heg), 2.98 (s, 3 H, 23-H), 3.28 (dd, *Jsas =
13.8 Hz, 3J4a3= 6.4 Hz, 1 H, 4-Hy), 3.35 (dd, 2Japsa= 13.8 Hz, Jsp3= 6.0 Hz, 1 H,
4-Hyp), 3.74 (s, 3 H, 1-H), 4.33 (m, 1 H, 20-H), 4.76 (dd, 3J5nH = 3Jo5.26 = 8.8 Hz, 1 H,
25-H), 5.08 (m, 1 H, 3-H), 7.02 (d, ®Jnn2s= 9.4 Hz, 1 H, NH), 7.30 (d, Js7 = 8.0 Hz,
2 H, 6-H), 7.46 (dd, %J1211= 3J1213 = 7.6 Hz, 2 H, 12-H), 7.57 (t, ®J1312 = 7.3 Hz, 1 H,
13-H), 7.72 (d, 3376 = 8.1 Hz, 2 H, 7-H), 7.75 (d, *J111» = 7.9 Hz, 2 H, 11-H), 7.85
(Inmz = 8.1 Hz, 1 H, NH), 7.94 (s, 1 H, 16-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d= 10.9 (g, C-29), 15.9 (g, C-27), 19.5 (g, C-22), 20.1
(g, C-229, 23.2 (t, C-28), 24.5 (t, C-32), 25.0 (t, C-34), 29.2 (t, C-19), 29.6 (q, C-23),
30.0 (d, C-21), 30.2 (t, C-18), 30.4 (t, C-32), 37.0 (d, C-26), 38.1 (i, C-4), 44.8 (q,
C-36), 52.4 (g, C-1), 53.0 (2d, C-3, C-25), 53.0 (t, C-35), 58.7 (d, C-20), 69.6 (d,
C-31), 123.2 (d, C-16), 128.2 (d, C-12), 129.2 (d, C-6), 129.9 (d, C-11), 130.3 (d,
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C-7), 132.3 (d, C-13), 136.3 (s, C-8), 137.6 (s, C-10), 141.1 (s, C-5), 148.9 (s, C-15),
160.6 (s, C-14), 170.3 (s, C-17), 1715 (s, C-2), 173.2 (s, C-24), 174.2 (s, C-30),
196.2 (s, C-9).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): J= 0.96 (d, 3J2726 = 6.4 Hz, 3 H, 27-H), 2.75 (s, 3 H,
23-H), 3.64 (m, 1 H, 20-H), 4.96 (dd, 3Jasnn = 9.4 Hz, 332506 = 6.3 Hz, 1 H, 25-H),
7.16 (d, 3Jai2s= 9.7 Hz, 1 H, NH), 7.91 (s, 2 H, 16-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.4 (g, C-29), 16.5 (g, C-27), 20.3 (g, C-22), 20.6
(q, C-229), 27.3 (g, C-23), 38.4 (d, C-26), 62.8 (d, C-20), 123.3 (d, C-16), 141.2 (s,
C-5), 170.1 (s, C-17), 172.9 (s, C-24).

Optische Drehung: [a]*p = +11.8°(c = 1.0, CHCl 5)

HRMS (ClI) berechnet gefunden

C41Hs56Ns506S [M'*'H]Jr 746.3951 746.3964

Elementaranalyse:

C41Hs55N506S ber. C 66.01 H 7.43 N 9.39
(745.97) gef. C 65.90 H 7.45 N 9.41

(S,E)-5-(4-Benzoylphenyl)-4-(2-(( R)-3-((2S,3S)-N,3-dimethyl-2-(( R)-1-methyl-
piperidin-2-carboxamido)pentanamido)-4-methylpentyl )thiazol-4-carboxamido)-
2-methylpent-2-ensaureethylester (136b)

Gemald AAV 8 wurden 319 mg (0.39 mmol) Tripeptid 135b mit 0.70 ml (4.05 mmol)
HBr (33 Gew% in HOAc) entschitzt und anschlieBend mit 112 mg (0.78 mmol)
N-Methyl-(R)-Pipecolinsaure!*”!, 158 mg (0.86 mmol) Pentafluorphenol und 177 mg
(0.86 mmol) DCC nach AAV 4 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromato-
graphischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 98:2, 95:5) wurde Tetrapeptid 136b
(196 mg, 0.24 mmol, 66%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 68—
70C erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 95:5, R¢(136b) = 0.18]
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Hauptrotamer

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 8= 0.79 (d, %J2625= 6.6 Hz, 3 H, 26-H), 0.90 (t, 3J333,=
7.4 Hz, 3 H, 33-H), 0.98 (d, 3J,6 25 = 6.6 Hz, 3 H, 26*-H), 1.00 (d, 3J31.30= 6.8 Hz, 3 H,
31-H), 1.13-1.22 (sh, 1 H, 32-Ha, 37-Hay), 1.29 (t, 3J12 = 7.1 Hz, 3 H, 1-H), 1.39 (m,
1 H, 36-Hax), 1.51-1.75 (sh, 5 H, 25-H, 32-Hy, 37-Heq, 38-H), 1.78 (s, 3 H, 5-H), 1.82—
1.92 (sh, 3 H, 23-H,, 30-H, 36-Heg), 2.05 (M, 1 H, 39-Hyy), 2.13 (M, 1 H, 23-Hy), 2.24
(s, 3 H, 40-H), 2.50 (m, 1 H, 35-H), 2.85 (t, J2223 = 8.0 Hz, 2 H, 22-H), 2.90 (m, 1 H,
39-Heg), 3.03 (s, 3 H, 27-H), 3.04 (dd, 2Jgagn = 13.2 Hz, Jga7 = 7.8 Hz, 1 H, 8-Hy),
3.25 (dd, 2Jgpga = 13.4 Hz, 3Jgp7= 6.0 Hz, 1 H, 8-Hy), 4.20 (q, 3J>1= 7.1 Hz, 2 H, 2-H),
4.23 (m 1 H, 24-H), 4.81 (dd, 3Ja0nn = 9.3 Hz, 2J2930 = 8.2 Hz, 1 H, 29-H), 5.23 (m,
1 H, 7-H), 6.74 (d, %367 = 9.3 Hz, 1 H, 6-H), 7.07 (d, 3Jnn20= 9.2 Hz, 1 H, NH), 7.37
(d, 3J1011 = 8.2 Hz, 2 H, 10-H), 7.49 (dd, 3J1615= 3J1617 = 7.6 Hz, 2 H, 16-H), 7.59 (tt,
331716 = 7.4 Hz, *J1715= 1.3 Hz, 1 H, 17-H), 7.68 (d, *Jun7 = 8.4 Hz, 1 H, NH), 7.75 (d,
3311.10= 8.2 Hz, 2 H, 11-H), 7.77 (m, 2 H, 15-H), 7.94 (s, 1 H, 20-H).

13C-NMR (CDCl;, 100 MHz): = 10.9 (g, C-33), 12.8 (q, C-5), 14.2 (q, C-1), 15.9 (q,
C-31), 19.6 (q, C-26), 20.1 (q, C-26"), 23.2 (t, C-32), 24.6 (t, C-37), 25.0 (t, C-38),
29.4 (t, C-23), 29.6 (q, C-27), 30.0 (t, C-22), 30.2 (d, C-25), 30.4 (t, C-36), 37.1 (d,
C-30), 41.0 (t, C-8), 44.8 (g, C-40), 48.6 (d, C-7), 53.0 (d, C-29), 55.4 (t, C-39), 60.8
(t, C-2), 62.7 (d, C-24), 69.6 (d, C-35), 122.7 (d, C-20), 128.2 (d, C-16), 129.4 (d,
C-10), 129.9 (d, C-15), 130.3 (d, C-11), 130.5 (s, C-4), 132.3 (d, C-17), 135.9 (s,
C-12), 137.6 (s, C-14), 138.7 (d, C-6), 141.9 (s, C-9), 149.3 (s, C-19), 160.4 (s,
C-18), 167.7 (s, C-21), 169.9 (s, C-28), 173.2 (s, C-3), 174.2 (s, C-34), 196.3 (s,
C-13).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): d= 0.91 (t, J333,= 7.1 Hz, 3 H, 33-H), 1.06 (d, 3J2625=
6.5 Hz, 3 H, 26-H), 2.79 (s, 3 H, 27-H), 3.63 (m 1 H, 24-H), 5.08 (dd, 3J2o Nt = 9.6 Hz,
335030= 5.7 Hz, 1 H, 29-H), 7.23 (d, 3Jnr20 = 9.6 Hz, 1 H, NH), 7.93 (s, 1 H, 20-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.4 (g, C-33), 16.6 (g, C-31), 20.4 (g, C-26), 20.5
(q, C-26Y), 27.4 (q, C-27), 38.4 (d, C-30), 44.9 (g, C-40), 58.4 (d, C-24), 60.6 (t, C-2),
123.0 (d, C-22), 135.9 (d, s, C-12), 137.6 (s, C-14), 142.0 (s, C-9), 170.0 (s, C-28),
172.9 (s, C-3).

Optische Drehung: [0a]*p = +27.5°(c = 0.8, CHCl 3)

HRMS (CI) berechnet gefunden
C31Hs0N505S [M—C14H1;0+H]"  604.3533 604.3530
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Elementaranalyse:
CusHg1Ns5O6S ber. C 67.56 H 7.68 N 8.44

(800.06) gef. C66.96  H7.94 N 8.44

(S)-3-(4-Benzoylphenyl)-2-(2-(( R)-3-((2S,3S)-N,3-dimethyl-2-(( R)-1-methyl-
piperidin-2-carboxamido)pentanamido)-4-methylpentyl )thiazol-4-carboxamido)
propansaure-TFA-Salz (137a)

Gemald AAV 5 wurden 50 mg (67 umol) Tetrapeptid 136a mit 140 pl (140 umol) 1 M
NaOH-L6sung bei 80T entschiitzt (Dioxan, 6 h). Nach Aufarbeitung (angesauert mit
TFA) und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 9:1)
wurde 137a (52 mg, 61 pumol, 92%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von
186-188<C erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 9:1, R(137a) = 0.11]

2
TFA 35

(0]
29 N/4 jQL
13 N
H
15
137a

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 0.74 (d, 3J,120 = 6.6 Hz, 3 H, 21-H), 0.88 (t, 3Js527 =
7.4 Hz, 3 H, 28-H), 0.91 (d, 3J21.20 = 6.3 Hz, 3 H, 21*-H), 0.97 (d, 3J2625= 6.7 Hz, 3 H,
26-H), 1.18 (m, 1 H, 27-Ha), 1.52 (m, 1 H, 32-Hy,), 1.62 (m, 1 H, 27-Hy), 1.68-1.78
(sh, 3 H, 20-H, 32-Heq, 33-Hax), 1.80-1.95 (4 H, 18-Hg, 25-H, 31-Hay, 33-Heg), 2.01
(M, 1 H, 31-Heg), 2.17 (M, 1 H, 18-Hp), 2.54 (s, 3 H, 35-H), 2.73 (m, 1 H, 34-Hy), 2.85
(m, 2 H, 17-H), 3.04 (s, 3 H, 22-H), 3.25-3.30 (sh, 2 H, 3-Ha, 34-He), 3.38 (m, 1 H,
30-H), 3.44 (dd, 2J3p3a = 13.6 Hz, 3J3p2 = 5.1 Hz, 1 H, 3-Hy), 4.17 (bs, 1 H, 19-H),
4.72 (d, 3Joann= 7.9 Hz, 1 H, 24-H), 4.77 (t, ®J23= 5.7 Hz, 1 H, 2-H), 7.40 (d, 3Js6 =
8.1 Hz, 2 H, 5-H), 7.50 (dd, 3J1110= 3J1112 = 7.6 Hz, 2 H, 11-H), 7.61-7.64 (sh, 3 H,
6-H, 12-H), 7.71 (d, 3J1011 = 7.7 Hz, 2 H, 10-H), 8.04 (s, 1 H, 15-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.4 (g, C-28), 16.3 (g, C-26), 20.3 (g, C-21), 20.6
(q, C-21Y), 23.0 (t, C-27), 24.8 (t, C-32), 25.5 (t, C-33), 30.1 (t, C-18), 30.5 (g, C-22),
30.7 (t, C-31), 31.1 (t, d, C-17, C-20), 37.6 (d, C-25), 39.1 (t, C-3), 43.5 (q, C-35),
55.8 (d, C-24), 56.4 (t, C-34), 56.8 (d, C-19), 69.0 (d, C-30), 124.5 (d, C-15), 129.5
(d, C-11), 130.9 (2d, C-5, C-10), 131.1 (d, C-6), 133.7 (d, C-12), 136.9 (s, C-7),
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139.0 (s, C-9), 145.0 (s, C-4), 150.4 (s, C-14), 162.7 (s, C-13), 171.4 (s, C-16), 172.1
(s, C-23), 174.5 (s, C-29), 177.9 (s, C-1), 198.2 (s, C-8).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6= 1.06 (d, 3Js625 = 6.4 Hz, 3 H, 26-H), 2.50 (s, 3 H,
35-H), 2.61 (s, 3 H, 22-H), 3.68 (m, 1 H, 19-H), 4.72 (d, 3Joanu= 5.4 Hz, 1 H, 24-H),
7.97 (s, 1 H, 16-H).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): = 11.8 (g, C-28), 16.7 (g, C-26), 21.0 (q, C-21), 28.3
(g, C-22), 38.0 (d, C-25), 39.3 (t, C-3), 43.5 (g, C-35), 150.5 (s, C-14).

Optische Drehung: [0]*p = +7.9°(c = 0.6, MeOH)

HRMS (ESI) berechnet gefunden
C4oHs54N506S [M'*'H]Jr 732.3795 732.3769

(S,E)-5-(4-Benzoylphenyl)-4-(2-(( R)-3-((2S,3S)-N,3-dimethyl-2-(( R)-1-methyl-
piperidin-2-carboxamido)pentanamido)-4-methylpentyl )thiazol-4-carboxamido)-
2-methylpent-2-ensdure-TFA-Salz (137b)

Gemald AAV 5 wurden 50 mg (62 umol) Tetrapeptid 136b mit 180 pl (180 umol) 1 M
NaOH-L6sung bei 80T entschiitzt (Dioxan, 7 h). Nach Aufarbeitung (angesauert mit
TFA) und saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, DCM/MeOH = 9:1)
wurde 137b (53 mg, 60 pmol, 97%) als weil3er Feststoff mit einem Schmelzpunkt von
158-160<C erhalten.

[DC: DCM/MeOH = 9:1, R{(137b) = 0.27]

32
37
N33 26 N\/22</\(<7)1i\N
/ﬁ‘/ é\

137b

Hauptrotamer

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): d= 0.65 (d, 3J2423 = 6.6 Hz, 3 H, 24-H), 0.80 (t, ®J31.30=
7.4 Hz, 3 H, 31-H), 0.83 (d, %J24.23 = 6.5 Hz, 3 H, 24‘-H), 0.90 (d, *J2925 = 6.8 Hz, 3 H,
29-H), 1.13 (m, 1 H, 30-Hy), 1.38 (m, 1 H, 35-Hg,), 1.48 (m, 1 H, 30-Hp), 1.57-1.76
(sh, 8 H, 3-H, 23-H, 34-Hay, 35-Heq, 36-H), 1.79-1.92 (sh, 3 H, 21-H,, 28-H, 34-Hey),
2.03 (m, 1 H, 21-Hy), 2.45 (s, 3 H, 38-H), 2.66 (ddd, *Js7ax37eq = 12.5 Hz, ®J37ax 36ax =
12.5 Hz, 3J37ax36eq = 2.9 Hz, 1 H, 37-Hg), 2.75 (M, 1 H, 20-H,), 2.85 (m, 1 H, 20-H),
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2.94 (dd, 2Jgaep = 13.0 Hz, Jeas= 7.5 Hz, 1 H, 6-H,), 2.98 (s, 3 H, 25-H), 3.09 (dd,
?Joba = 13.3 Hz, ®Jep5= 6.9 Hz, 1 H, 6-Hp,), 3.19 (M, 1 H, 37-Heg), 3.33 (dd, *Jz3.34eq =
11.5 Hz, 3J3334ax= 2.4 Hz, 1 H, 33-H), 4.18 (m, 1 H, 22-H), 4.61 (d, 3J,725= 8.6 Hz,
1 H, 27-H), 5.05 (m, 1 H, 5-H), 6.60 (dq, 3J45= 9.2 Hz, *J,5 = 1.0 Hz, 1 H, 4-H), 7.31
(d, 3Jg9 = 8.1 Hz, 2 H, 8-H), 7.39 (dd, 3J1415 = 3J1413 = 7.6 Hz, 2 H, 14-H), 7.51 (t,
331514 = 7.5 Hz, 1 H, 15-H), 7.56 (d, 3Jgs = 8.2 Hz, 2 H, 9-H), 7.60 (m, 2 H, 13-H),
7.91 (s, 1 H, 18-H).

13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): J= 11.2 (g, C-31), 13.9 (g, C-29), 16.0 (q, C-3), 20.3 (q,
C-24), 20.6 (q, C-24), 23.0 (t, C-30), 24.7 (t, C-35), 25.7 (t, C-36), 30.3 (g, C-25),
30.5 (t, C-21), 30.6 (t, C-34), 31.0 (t, C-20), 31.4 (d, C-23), 37.7 (d, C-28), 41.9 (t,
C-6), 43.4 (q, C-38), 50.8 (d, C-5), 55.6 (d, C-27), 56.3 (t, C-37), 60.2 (d, C-22), 69.0
(d, C-33), 118.2 (g, 2Jcr = 291 Hz, CF;COOH), 124.5 (d, C-18), 129.5 (d, C-14),
130.9 (2 d, C-8, C-13), 130.9 (d, C-9), 133.7 (d, C-15), 137.0, 137.1 (d, s, C-4, C-10),
139.0 (s, C-12), 144.5 (s, C-7), 150.4 (s, C-17), 162.7 (s, C-16), 163.2 (q, 3Jcr =
34.6 Hz, CFsCOOH), 171.2 (s, C-19), 171.9 (s, C-26), 174.8 (s, C-32), 175.6 (s,
C-19), 198.2 (s, C-11).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6= 0.98 (d, 3J423 = 6.5 Hz, 3 H, 24-H), 2.35 (s, 3 H,
38-H), 2.55 (s, 3 H, 25-H), 4.67 (d, 3J728= 8.9 Hz, 1 H, 27-H), 7.88 (s, 1 H, 18-H).

13C-NMR (CDCls3, 100 MHz): = 11.9 (g, C-31), 16.5 (g, C-3), 20.7 (q, C-24), 20.9 (q,
C-24Y), 28.3 (g, C-25), 38.5 (d, C-28), 43.6 (q, C-38), 64.7 (d, C-22).

Optische Drehung: [0a]*p = —4.5°(c = 0.9, MeOH)

HRMS (ESI) berechnet gefunden
Cu3Hs58Ns506S [M'*'H]Jr 772.4108 772.4082

208



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Synthese und biologische Evaluierung neuer
Pratubulysin-Derivate, wobei der Thiazolring der zentralen Tubuvalin-Einheit durch
andere (hetero)-aromatische Ringsysteme (Phenyl, Phenoxy, Oxazol, Triazol) ersetzt
werden sollte. Die Synthese der entsprechenden Tubuvalin-Derivate erfolgte in
wenigen Stufen mit sehr guten Gesamtausbeuten.

Das Oxazol-, Phenyl- und Phenoxytubuvalin wurde anschlie3end durch sukzes-
sive Peptidknipfungen problemlos in die entsprechenden Pratubulysine 21, 58 und
59 uberfuhrt (Schema 6.1). Dabei wurde stets vom C- zum N-Terminus geknipft um
eine Racemisierung oder Cyclisierung der aktivierten Peptidbausteine zu verhindern.
Die N-Methylgruppe an der Pipecolinsdure-Einheit wurde durch reduktive
Methylierung auf der Stufe des Tetrapeptides eingefiihrt. So wurden die Pratubu-
lysine ausgehend von den jeweiligen Tubuvalinen in neun Stufen mit einer hervor-
ragenden Gesamtausbeute von 41-49% erhalten. Die Derivate wurden im AK Muller
auf ihre cytotoxischen Eigenschaften gegeniber diversen Krebszelllinien getestet.
Das Oxazolpratubulysin zeigte dabei die mit Abstand héchste Aktivitat, die mit der
des Pratubulysins vergleichbar ist, wahrend das Phenyl- bzw. Phenoxy-Derivat um
den Faktor 70 bzw. 300 weniger aktiv ist. Nichtsdestotrotz liegen die Aktivitdten
immer noch im nanomolaren Bereich.

0 0 L 0
Boc.. N - - O
0oC N /J)J\O/ Boc N O/ Boc N O/
| 5 1 l

Oxazoltubuvalin (9) Phenyltubuvalin (30) Phenoxytubuvalin (34)

f i v
42-49% (9 Stufen) N i N 4 fj\ N
TFA | } | o) H

Oxazolpratubulysin (20)

(\‘ Ho Q :

N, X - OH
’T ’T‘ H X=CH,: Phenylpritubulysin (58)
TFA O . (0] X=0: Phenoxypratubulysin (59)

Schema 6.1: Synthese von Oxazol-, Phenyl- und Phenoxypratubulysin.
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Zum Aufbau einer kleinen Substanzbibliothek wurden verschiedene Triazolpratu-
bulysin-Derivate durch Click-Chemie hergestellt. Durch diesen modularen Ansatz
kénnen schnell und effektiv neue Reste eingefihrt und durch SAR-Studien der
Einfluss der Substituenten auf die Aktivitat studiert werden. Zu diesem Zweck wurden
verschiedene Alkine A (Abbildung 6.1) mit dem Peptid-Azid 74 in einer regio-
spezifischen Cu(l)-katalysierten Huisgen-Reaktion umgesetzt (Schema 6.2).

93% e
S
/

K o0 \/o\)\o/ 81

82

Abbildung 6.1: Diverse Alkine (A) fur die Synthese von Triazolpréatubulysin-Deriva-
ten.

Die Ausbeuten waren dabei mit 81-96% durchweg gut-hervorragend. Im
Anschluss wurden die verschiedenen Triazole T am N-Terminus reduktiv methyliert
und die Schutzgruppen entfernt, wobei die entsprechenden Triazolpratubulysine mit
den verschiedenen C-Termini erhalten wurden. Diese wurden dann ebenfalls im AK
Miller auf ihre Wirksamkeit gegeniber der Proliferation verschiedener Krebszellen
getestet. Bei diesen Derivaten lagen die ICsp-Werte im oberen nanomolaren bzw.
pmolaren Bereich.

o) 1.5 Aq. Alin (A)
N R 20 mol% CuSOy4
N /., N N + // 20 mol% Na-Ascorbat

3

l H,0/Butanol/RT/3 d
Coz 74 A
f i
N/ R
N N N\N Triazolpritubulysine
CbZ l T N=N 2-3 Stufen

81-96%

Schema 6.2: Synthese diverser Triazolpratubulysin-Analoga via Click-Chemie.
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In Zusammenarbeit mit dem AK Mduller wurde zur weiteren Aufklarung des
Tubulysin-Syntheseweges Hydroxypratubulysin 119, ein postuliertes Biosynthese-
intermediat, synthetisiert. Der Syntheseroute lagt eine Publikation von Wipf et al. zu
Grunde, die, im Rahmen einer Totalsynthese von N'*-Desacetoxytubulysin H, die
Darstellung des benétigten N-Desacetoxytubuvalin 114 beschreibt (Schema 6.3).1%!
Der Schlisselschritt war dabei eine Grignard-Addition von Bromthiazol 110 an den
Homovalinaldehyd 108 nach Knochel. Dabei konnten die beiden Diastereomere 111
im Verhaltnis 1:1 isoliert und saulenchromatographisch getrennt werden. Die
folgende Acetylierung und Oxidation lieferte das Schlisselfragment 114 in einer
Gesamtausbeute von 88% uber vier Stufen. Dabei konnte die Ausbeute gegenuber
der Literatur nochmal deutlich optimiert werden (57%). Durch sukzessive
Peptidknipfung mit Tup-OMe, Fmoc-lle und Mep wurde die Synthese des
Hydroxypratubulysins mit einer hervorragenden Gesamtausbeute von 45% Uber die
letzten sechs Stufen komplettiert. Die cytotoxische Aktivitat von 119 liegt im unteren
nanomolaren Bereich. Die Untersuchungen zur Biosynthese im AK Miuller dauern

zurzeit noch an.
OH
N
BoeN /j/\OTBS
| S

1) 1.0 Aq. sec-Butyl-MgCl g .
Boc- Br\(/J/\OTBS THF/0°C/30 min syn-111: 35%
N " +
| 2) 0.5 Ag. 108
108 110 THF/RT/2.5h OH
B N
BOC\T o) ores
Qhe 0 ti-111 35°/S
Boc. N anti-111: 35%
: 0. /J)kOH

88% (4 Stufen) N-Desacetoxytubuvalin (114)

_ > O

5% (6 Stufen) TFA | /\H/ ri‘\ H R
Hydroxypratubulysin (119)

Schema 6.3: Synthese von Hydroxypratubulysin 119.

Z

In Zusammenarbeit mit dem AK Siebert von der LMU Minchen sollen neue
Targets (z.B. Enzyme, Proteine) fur die Tubulysine identifiziert werden. Zu diesem
Zweck wurden photoaktivierbare Pratubulysin-Derivate (137) synthetisiert (Schema
6.4), mit deren Hilfe unter Ausnutzung des aktivitatsbasierten Protein-Profiling
(APBB) neue Wirkziele im Proteom verschiedener Mikroorganismen identifiziert
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werden konnen.®® Die Verbindungen 137 besitzen als photoaktivierbare Gruppe eine
Benzophenon-Einheit, die durch Bestrahlung mit UV-Licht Radikale bildet, die dann
kovalent an die potentiellen Targets binden. Nach anschlielRender Anbringung eines
Markers (z.B. mittels Click-Chemie) werden die Targets dann mittels Affinitats-
chromatographie identifiziert. Als Schlusselschritt fur die Synthese diente dabei eine
carbonylierende Suzuki-Kupplung, mit der die beiden Benzophenon-Tubuvalin-
Analoga 121a und 132 dargestellt wurden. Der Aufbau der Tetrapeptide 137 erfolgte
in weiteren sieben Stufen mit einer hervorragenden Ausbeute von 50-60%.
Cytotoxizitatsstudien im AK Mduller zeigten, dass die beiden Derivate einen ICso-Wert
im pmolaren Bereich besitzen. Die Untersuchungen im AK Siebert dauern zurzeit
noch an.

o
r‘»k“’ v
Boc \” O Boc \” = o~
o
132

121

. f b0 o g
. \ /\WN N N N~ x-COOH
50-60% (7 Stufen)  TFA| | | Y y/ H
137

Schema 6.4: Synthese von photoaktivierbaren Pratubulysin-Derivaten (137).
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